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Introduction 



 

 

La corrosion des métaux est un problème économique important et, dans de nombreux 

cas, l'activité des micro-organismes accélère considérablement ce processus. Les coûts annuels 

mondiaux de la corrosion sont estimés à 2,5 billions de dollars américains (Koch et al., 2016) 

et environ 20 % de cette corrosion a été attribuée à une forme d'activité microbienne (Gu et al., 

2015). 

Le défi permanent dans les industries de pétrole et de gaz, est la conception de matériaux 

pour les tubages, les tuyaux et autres installations qui résistent à la corrosion (Abadeh et Javidi, 

2019). Actuellement, l’acier est le matériau d'ingénierie le plus utilisé à cause de sa solidité, sa 

disponibilité et son cout relativement bon marché (Batis et al., 1997). 

Cependant, l'acier souffre de dommages dus à la corrosion abiotique et biotique 

(Daniilidis et al., 2020). La corrosion biotique, communément appelée corrosion sous influence 

microbienne, est difficile à prévoir par rapport à la corrosion abiotique, car les processus 

microbiens, chimiques et physiques se produisent ensemble et interagissent entre eux, ce qui 

rend le processus de corrosion très complexe (Ibrahim et al., 2018). 

La corrosion biotique des alliages métalliques est due à la présence de bactéries aérobies 

et anaérobies sessiles qui adhèrent à la surface attaquée, plutôt qu'à des cellules planctoniques 

proches ou en contact étroit avec le métal. Les produits métaboliques des microbes modifient 

la chimie de l'interface matériau-solution (Liang et al., 2014). 

Les changements chimiques entraînent différents effets tels que l'induction d'une 

corrosion localisée (Videla et Herrera, 2005), s’ils ne sont pas traités, entraînent des situations 

environnementales dangereuses, comme celle de Prudhoe Bay, en Alaska, en 2006 (Meggert 

et Giguere, 2008). 

La gestion de la corrosion peut être considérée comme l'architecture de soutien de la 

direction AUT de la division du laboratoires DLAB, BOUMERDES ou j’ai réalisé mon stage. 

Dans le cadre de ce travail, l'axe de recherche concerne l’étude d’un groupe de bactéries 

sessiles qui rentrent dans la formation d’un biofilm corrosif sur de l’acier, des coupons du même 

alliage que celui de l'installation pétrolière, ont été expertisés, pour cela un plan expérimental a 

été établi et suivi. 

Le manuscrit rapporte principalement : 

- Une synthèse bibliographique sur les installations pétrolières, la corrosion et les biofilms. 

- Une partie expérimentale qui relate : isolement, dénombrement, croissance et observations 

microscopiques (optique et électronique à balayage) des NRB sessiles. 
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I. Les installations métalliques dans l’industrie pétrolière 

Les problèmes de corrosion se produisent dans l’industrie pétrolière dans au moins trois  

Opérations généraux : 

I.1. Production 

Les gisements de pétrole et de gaz consomment une quantité énorme de tuyaux, tubes, 

pompes, vannes et tiges en fer et en acier. Les fuites entrainent des pertes de pétrole et de gaz 

et causent également l’infiltration d’eau, ce qui accroit les dommages causés par la corrosion 

(Santhana Prabha et al., 2014). 

I.2. Transport et stockage 

Les produits pétroliers sont transportés par des citernes, des pipelines et des camion- 

citerne. La principale raison de la corrosion interne des réservoirs de stockage est la présence 

d’eau qui se dépose et reste dans le fond (Santhana Prabha et al., 2014). 

I.3. Opérations de raffinage 

La plupart des problèmes de corrosion dans les raffineries sont dus à des substances 

inorganiques telles que l’eau, H2S, CO2, l’acide sulfurique et le chlorure de sodium, et non au 

substances organiques elles-mêmes (Santhana Prabha et al., 2014). 

II. La corrosion 

II.1. Définition 

 

D’après Bréanger et Mazille (2002), la corrosion est définie comme étant une interaction 

physico-chimique entre un métal et son milieu environnant entrainant des modifications dans 

les propriétés du métal et souvent une dégradation fonctionnelle du métal lui-même, de son 

environnement ou du système constitué par les deux facteurs. Du point de vue étymologique, 

Le terme corrosion vient du mot latin corroder qui signifie ronger, attaquer. 

II.2. Types de corrosion 

 
II.2.1. Corrosion chimique 

 
Il s'agit d'une réaction purement chimique entre la surface d'un matériau et un gaz ou un 

liquide non électrolyte. Par exemple, l'oxydation de l'acier ordinaire à haute température par 

l'oxygène de l'air est une corrosion chimique (Besma et Haifa, 2016). 

II.2.2. Corrosion électrochimique 
 

C’est une réaction électrochimique entre la surface d'un matériau et un liquide 

électrolyte. Cette réaction est accompagnée de la formation de piles qui sont le siège de 
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circulation de courant électrique. Ce type constitue 96% de cas de corrosion (Besma et Haifa, 

2016). 

II.2.3. Corrosion bactérienne (biochimique) 

La corrosion induite par les microorganismes, le plus souvent appelée « bio-corrosion » 

Implique tous les phénomènes de corrosion où les microorganismes agissent directement ou par 

l’intermédiaire de leur métabolisme (production d’acides, de sulfures…) en jouant un rôle 

primordial, en accélérant un processus déjà établit, ou en créant les conditions favorables à son 

établissement (Chantereau, 1980). Elle se caractérise par une attaque localisée profonde et très 

rapide (L’hotis, 2002). 

De nombreux termes sont employés pour décrire cette corrosion: bio-détérioration des 

matériaux métalliques, bio-corrosion, corrosion microbienne, corrosion bactérienne, corrosion 

biochimique, corrosion influencée ou induite par les microorganismes mais seules corrosion 

microbienne et corrosion bactérienne sont définies et retenues dans la norme internationale ISO 

8044 (1994) (Dupont-Morral, 2005). 

II.3. Facteurs de la corrosion microbienne 

La bio-corrosion résulte de la conjonction défavorable de trois facteurs (Mehanna, 

2009) (figure 1) : 

 Un milieu aqueux généralement jugé peu agressif, 

 Un matériau réputé compatible avec les conditions d’exposition, 

 Des micro-organismes dont la présence est le plus souvent inattendue. 

 

Figure 1. Interactions matériau-milieu-micro-organisme en Bio-corrosion 

(Branger et Mazille, 2002) 

II.4. Bactéries impliquées dans la bio-corrosion 

La communauté bactérienne retrouvée dans les réservoirs est très diversifiée, elle 

englobe des microorganismes anaérobies, présents depuis le dépôt de la matière organique dans 

le fond des puits pétroliers et avant toute activité humaine, et incluent principalement les 

Matériau 

Milieu Bio-corrosion 
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Bactéries 
planctoniques, 

Sessiles 

Exo polysaccharides 

Métabolites 

Enzymes 

Biofilm 

-Nature du matériau 

ou de l’alliage 
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- pH 
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Vitesse 

d’écoulement 

-Ions agressifs 

-Salinité 
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bactéries réductrices de sulfate, les archées méthanogènes et les bactéries fermentaires (Magot 

et al., 2000). Autrement, il semble clair qu’une autre catégorie bactérienne étrangère transitoire, 

dont l’origine semble exogène, abrite les gisements pétroliers. Elles regroupent fréquemment 

des espèces aérobies, anaérobies facultatifs ou des micro aérophiles (Telang et al., 1997; 

Voordouw et al., 1996). En effet, il est avéré que généralement, toute existence d’espèces 

exogènes signifie une contamination, c’est-à-dire que ces dernières ont pu être introduites dans 

les puits au cours des opérations de production ou du processus de récupération secondaire du 

pétrole (Ollivier et Magot, 2005). 

II.4.1. Bactéries aérobies 

II.4.1.1. Bactéries Ferri réductrices (IRB) 

Les bactéries Ferri réductrices, sont un groupe de micro-organismes facultatifs (Little, 

2014), qui peuvent utiliser l'O2 en aérobiose et passer à la respiration anaérobie en l'absence 

d'O2 (Panter, 1968). Les IRB tirent profit de la respiration anaérobie en réduisant les ions 

ferriques insolubles (Fe3+) en ions ferreux solubles (Fe2+) (équation (1)). 

Fe3+ + e-     →     Fe2+ (1) 

Un exemple de ce groupe les genres Pseudomonas et Shewanella (Beech et al., 2000). 

II.4.1.2.  Bactéries oxydantes du soufre(SOB) 

Les bactéries oxydant le soufre, sont principalement des microbes aérobies qui oxydent 

les composés inorganiques du soufre; tels que les sulfures métalliques, H2S, SO3
-2, S2O3

-2 
et le 

soufre élémentaire afin d'obtenir l'énergie nécessaire à leur croissance (Little et al., 2007; Tang 

et al., 2009). Les sous-produits métaboliques de ces microbes, sont l'acide sulfurique (H2SO4) 

et l'acide sulfureux (H2SO3) (Muthukumar et al., 2003), qui sont très agressifs et corrosifs 

pour le fer et l'acier. L'un des genres communs de SOB est l'espèce Acidithiobacillus. 

II.4.1.3. Bactéries réduisant les nitrates (NRB) 

Ces bactéries polyvalentes sur le plan métabolique utilisent le nitrate comme accepteur 

d’électrons et des substrats organiques et inorganiques comme donneurs d’électrons (Li et al., 

2017). En effet, le nitrate NO-
3 est réduit en nitrite NO-

2 puis en diazote N2 (95%), c’est ce qu’on 

appelle la dénitrification. Le nitrate peut être également transformé en ammoniac NH4
+ 

(5%) 

(Voordouw, 2011). 

Les bactéries réductrices de nitrate sont groupées en: 

• Bactéries hétérotrophes réductrices de nitrate (hNRB), tirant leur énergie de l’oxydation des 

composés organiques comme les hydrocarbures et produisent en retour du CO2 ou bien de 

l’acétate et du CO2 (Voordouw, 2011). 
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• Bactéries réductrices de nitrate et oxydantes de sulfure (soNRB), elles sont des chimio- 

lithotrophes qui utilisent le CO2 et les produits chimiques inorganique tel que le sulfure comme 

source d’énergie pour former du soufre et / ou du sulfate en plus de nitrite et azote ou nitrite et 

ammoniac (Voordouw, 2011). 

• Bactéries anaérobies oxydantes d’ammonium (Li et al., 2017), Parmi les isolats bactériens 

hétérotrophes réduisent le nitrate: Denitrivibrio acetiphi, mésophile anaérobie couple la 

réduction du nitrate en ammonium à l'oxydation de l'acétate et du fumarate (Myhr et Torsvik, 

2000). L’autre est thermophile anaérobie, appelée Garciella nitratireducens, Elle réduit le 

nitrate en ammonium et utilise plusieurs substrats comme donneurs d’électrons tels que le 

cellubiose, le fumarate et le lactate (Ollivier et Magot, 2005). 

II.4.1.4. Bactéries oxydantes le fer et le manganèse (IOB) 

Les bactéries oxydantes le fer et le manganèse constituent un groupe aérobie de micro-

organismes oxydent le fer soluble (Fe2+) en ferrique (Fe3+) pour en tirer de l'énergie, ce qui peut 

entraîner un dépôt dense à la surface du métal (équation (2)). Un exemple de bactérie de ce 

groupe est Gallionella. 

Fe2+ → Fe3+ + e- (2) 

II.4.2. Bactéries anaérobies 

II.4.2.1. Bactéries méthanogènes 

Les méthanogènes sont des micro-organismes qui utilisent des composés organiques, 

du CO2 ou du H2 pour produire du méthane (CH4) comme métabolites pendant la respiration 

anaérobie (équation (3)) (Kato, 2016). Les espèces Methermicoccus et Methanobacterium sont 

des exemples de méthanogènes corrosifs (Beese-Vasbender et al., 2015). 

HCO- 3 + 9H+ + 8e- → CH4 + 3H2O (3) 

II.4.2.2. Bactéries productrices d’acides organiques (APB) 

Ce sont des bactéries fermentaires dans la corrosion du Fer et de ses alliages. Elles 

transforment la matière organique en acides faibles (Acétate, Lactate, Formate) en créant ainsi 

une acidité locale extrêmement importante à l’interface métal-biofilm. Ce qui engendre une 

création de micro-piqure persistantes. Elles se développent dans une zone d’anaérobiose sous 

le biofilm d’où le métabolisme strict de ces bactéries (Beech, 1999). 

II.4.2.3. Bactéries sulfato-réductrices (BSR) 

Les BSR sont un groupe ubiquitaire et diversifié de microbes anaérobies qui tirent leur 

énergie de composés organiques de faible poids moléculaire, tels que les hydrocarbures, les 

alcools, les composés aromatiques et les acides aliphatiques mono- ou di carboxyliques (lactate 
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et acétate) ou de le H2 (Dolla et al., 2006; Pallud et Van Cappellen, 2006). 

Les BSR utilisent l'ion sulfate (SO4
-2) comme accepteur terminal d'électrons (équation 

(4)) pour produire du H2S ou du HS- (Little et Lee., 2007; Al-Jaroudi et al., 2011). 

Le H2S réagit agressivement avec le fer métallique pour produire du sulfure de fer (équation 

(5)) (Hamilton, 2003). Les espèces Desulfovibrio sont un exemple de BSR très corrosifs. 

SO4
-2 + 10H+ + 8e- → H2S + 4H2O (4) 

       H2S + Fe → FeS + H2 (5) 

II.5. Mécanismes de la bio-corrosion 

Ferons et Thierry, (1995) définissent les biomécanismes d'attaque des métaux par les 

moyens avec lesquels les bactéries peuvent accélérer la vitesse de corrosion ou déclencher 

des corrosions localisées. Le processus de corrosion des métaux en milieu aqueux est de type 

électrochimique, mais les microorganismes ne viennent pas modifier cette nature 

électrochimique de la corrosion. 

II.5.1. Production des substances corrosives 

 

C’est l’explication la plus simple du phénomène de bio-corrosion, qui est dû au fait que 

certaines bactéries libèrent au cours de leur métabolisme des substances dont l’action agressive 

vis à vis des métaux est bien connue (Beec, 1999; Coulter et Russel, 1976). C’est l’exemple 

de l0'acide sulfurique produits par Thiobacillus, ou I ‘hydrogène sulfuré produits par des 

bactéries sulfato-réductrices (Schmidt, 1999). De plus, de nombreuses bactéries et 

champignons peuvent produire d’importantes quantités d’acides organiques et d’acides 

minéraux, intervenant dans la modification du pH en provoquant la corrosion du fer et de ses 

alliages (Lee et Debeer, 1995). 

II.5.2. Dépolarisation cathodique et anodique 

Le processus de corrosion des métaux en milieu aqueux, est de nature électrochimique, 

ce processus fait intervenir les hétérogénéités du métal (Murry, 1998). 

Il apparaît donc lors du contact avec cet électrolyte, des zones à potentiels différents formants 

des piles de corrosion. C'est-à-dire des zones cathodiques et des zones anodiques (Neveux, 

1968). 

 

 La réaction anodique: 

C’est une réaction d’oxydation au cours de laquelle il existe une dissolution du métal en espèces 

solubles sous forme d’ions (Scully, 1990). Dans le cas du fer nous obtenons : 

+2 
Fe → Fe + 2é 
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 La réaction cathodique: 

Pour que la réaction anodique se poursuive, elle doit s’accompagner d’un processus 

cathodique correspondant à une réaction de réduction (Degrement, 2005). Dont le terme 

pourrait  être : 

 En aérobiose: l’oxygène dissout, suivant la réaction : 

O
2 + 2H

2
O + 4 e → 4OH

-
 

 En anaérobiose: les ions H
+ 

provenant de la dissociation électrolytique de l’eau : 

2H 
+ 

+ 2 e
-  

→ H
2
 

II.5.3. Aération différentielle 

Le biofilm se caractérise par une très haute hétérogénéité, que soit au niveau chimique 

ou microbiologique. Ce sont donc des conditions favorables à l'établissement des cellules de 

concentration, d'aération différentielle (Figure 2). Il se crée en effet une différence de potentiel 

entre la zone périphérique considérée comme cathode et le centre du biofilm considéré comme 

anode (Feron et Thierry, 1998). 

Dans ce sens de nombreux auteurs en l’occurrence (Degrement, 1993; Coulter et 

Russel, 1976; Costerton et Geesey, 1979). Ont démontré que la diffusion non uniforme de 

l'oxygène vers la surface conduit à une dépolarisation partielle des zones cathodiques, en 

accélérant le processus de corrosion.  

             

          Figure.2. Schéma représentatif d’une zone d’aération différentielle (Haras, 2005). 
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Le problème lié à la corrosion, induite par les NRB, semble être lié à l'injection de nitrate 

dans les réservoirs pétroliers, qui sont utilisés pour atténuer l'acidification et les MIC; causées 

par les BSR, le nitrate à son tour, accélère la croissance des membres NRB, et en supprimant la 

croissance des BSR (Gieg et al., 2011), qui causent un sérieux problème dans l’industrie 

pétrolière, en raison de sa toxicité, son odeur, sa corrosivité et la formation d’insolubilisassions 

de sulfure métallique, qui menacent à la fois la sécurité humaine et causent la diminution de la 

qualité du pétrole induisant ainsi de graves pertes économiques (Jenneman et Gevertz, 1999). 

II.6. Mécanisme de la corrosion par les NRB 

L’ajout de nitrates, nitrites ou biocides à base de nitrates entraîne une diminution 

significative de la bio-corrosion causée par les BSR et BTR selon plusieurs mécanismes 

(figure3) : 

1) une stimulation de la croissance des bactéries réductrices des nitrates ou Nitrites en 

présence de donneurs d’électrons, au détriment des BSR/BTR. 

2) un détournement de la capacité de certaines BSR à réduire les sulfates en sulfures en 

favorisant une réduction dissimulatrice des nitrates en ammoniaque.  

3) une élimination des sulfures de dihydrogène (H2S) à travers une oxydation 

bactérienne couplée à la réduction des nitrates (Jenneman et al., 1986; Gardner et Stewart, 

2002; Zuo et al., 2004; Hubert et Voordouw, 2007; Schwermer et al., 2008; Pillay et Lin, 

2014). 

 

             

              Figure. 3. Impact des nitrates sur le cycle du soufre :(a) compétition BSR/NRB pour 

              le donneur d’électrons organique entraînant une inhibition de la production de sulfures,
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 (b) réduction dissimulatrice des nitrates en ammonium aux dépends de la réduction des sulfates 

en sulfures, (c) conversion des sulfures en sulfates et soufre élémentaire par les bactéries 

réductrices des nitrates sulfo-oxydantes (NR-SOB). 

III. Le biofilm 

III.1. Définition 

Le terme biofilm fait référence au développement de communautés microbiennes sur 

des surfaces immergées dans des environnements aqueux (Characklis et Marshall, 1990). 

III.2. Composition 

Les biofilms sont constitués principalement d’eau (80 à 95 %) et de bactéries, incluses 

dans une matrice organique. Cette matrice est composée de molécules organiques tel que les 

protéines et les polysaccharides, appelée EPS (Extracellulaire Polymérique Substances). Ces 

derniers peuvent occuper jusqu’à 75 à 95% du volume d’un biofilm mature (Suci et al., 1994). 

Elles ont notamment pour rôle de favoriser l’adhésion des bactéries au substrat et les protéger 

des agressions externes, comme les biocides (Béranger et Mazille, 2002). 

III.3. Caractéristiques d’un biofilm 

Les bactéries contenues dans un biofilm, présentent des caractéristiques très différentes de leurs 

homologues planctoniques (bactéries libres en suspension) parmi lesquelles des modifications 

structurales par exemple la disparition des flagelles (Flemming, 1990; Costerton et al., 1995), la 

production d’exo-polymères, la mise en place d’un système de communication chimique "quorum 

sensing" (Parsek et Greenberg, 2000), une augmentation significative de leur résistance aux 

agents antimicrobiens (désinfectants ou antibiotiques) et aux stress environnementaux 

(déshydratation, privation nutritionnelle, rayonnements ultraviolets…) (Frank et Koffi, 1990; 

Morton et al., 1998; Mah et O’Toole, 2000; Campanac et al., 2000). 
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III.4. Formation d’un biofilm 

La formation d’un biofilm sur une surface est le résultat d’un ensemble de processus 

physiques, chimiques et biologiques. Elle se compose de cinq étapes successives (Stoodley et 

al., 2002), détaillée dans la Figure 4. 

                             

Figure. 4. Etapes de maturation d’un biofilm. 1: transport et adsorption des 

microorganismes sur la surface inerte; 2: attachement irréversible; 3: colonisation et croissance; 

4 : maturation; 5: dispersion. 

III.4.1. Conditionnement de la surface par le milieu 

La nature du milieu, du matériau, ainsi que les caractéristiques de surface de ce dernier, 

sont des paramètres essentiels intervenant lors de cette première étape. En effet, la surface est 

le siège d’une absorption irréversible de macromolécules telles que des acides humiques, des 

polysaccharides ou des protéines, Conduisant à la formation d’un film conditionnant (Baier, 

1980; Little et Jacobus, 1984; Ishida et Griffiths, 1990). Ce film est qualifié de conditionnant 

car il peut modifier les propriétés de surface initiales du matériau ce qui a pour conséquence 

soit de prévenir l’approche des bactéries ou au contraire de créer un microenvironnement 

favorable à l’adhésion stable des bactéries. 

III.4.2. Adhésion des bactéries 

L’approche des bactéries de la surface dépend des propriétés dynamiques du milieu 

(vitesse d’écoulement du fluide) et des propriétés physico chimiques de La surface 

(Katsikogianni et al., 2004). L’adhésion bactérienne implique le déplacement de la cellule vers 

le lieu de son adhésion. Cette approche nécessite différents appendices bactériens, Tels que les 
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flagelles et les cils (O’Toole et Kolter, 1998; Gavin et al., 2003) qui permettent également à 

la bactérie de se déplacer sur la surface. 

Dans un premier temps l’adhésion est due à des interactions faibles entre la surface et 

les bactéries (interactions de type van der Waals et électrostatiques), l’adhésion est donc 

réversible. 

Dans un deuxième temps, l’adhésion devient irréversible grâce à la sécrétion d’exo 

polymère par les bactéries permettant de consolider leur fixation au support. Dans ce cas, des 

Interactions fortes s’établissent entre la bactérie et la surface avec des liaisons de type 

Hydrophobe. 

III.4.3. Croissance du biofilm 

Une fois que la bactérie est irréversiblement adhérée à la surface, sa multiplication 

conduit à la formation de colonies qui vont recouvrir toute ou une partie de la surface selon les 

propriétés de surface des bactéries et des matériaux. Par la suite le biofilm a une croissance 

exponentielle se traduisant par une augmentation importante de son épaisseur jusqu’à former 

un film hétérogène tridimensionnel (Costerton et al., 1995; Davey et O’Toole, 2000; Sauer 

et al., 2002). 

Finalement l’épaisseur du biofilm se stabilise lorsque les phénomènes d’arrachement du 

biofilm compensent sa croissance. 

III.4.4. Dispersion du biofilm 

Le détachement des cellules du biofilm intervient lorsque les conditions 

environnementales deviennent défavorables: limitation de la disponibilité en oxygène dans des 

biofilms épais, diminution de la concentration ou modification de la nature des nutriments 

disponibles (Sauer et al., 2002; Sauer et al., 2004). Les bactéries peuvent alors migrer afin de 

trouver un environnement plus favorable à leur développement. 
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I. Surfaces d’essai 

 
Le degré de contamination des installations pétrolières est mesuré en utilisant une 

bioprob qui est une conduite en acier inoxydable contenant environ 24 ports étanches, chacun 

contient un coupon métallique ou biostud démontable (figure 5). 

Une fois la bioprob installée, les bactéries libres ou planctoniques peuvent coloniser la 

surface des biostuds qui est située à ras avec la surface interne de la bioprob (Sayah, 2018). 

(A)              (B)  

Figure.5. Surfaces d’essai de terrain 

 
(A) Bioprob; (B) Biostud 

 

II. Echantillonnage 

 
Des échantillons en double sont retirés du porte-coupons chaque 45 jours (NACE 

Standard RP0775-2005) par les ingénieurs de laboratoire de corrosion (Figure 6). 

(A)                   (B)  

Figure 6. Echantillons de biostuds 

(A) biostud pour l’isolement des anaérobies; (B) biostud pour l’isolement des aérobies 

Les échantillons ont été retirés aseptiquement de l’appareil et transportés au laboratoire 

dans du glycérol et conservés 
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       J’ai effectué mon stage à la division AUT dans le laboratoire de la corrosion bactérienne 

             du 15/02 au 15/005/2022.                            

                La division assistances aux unités industrielles est Divisées trois départements :                                            

1- Département environnement                 

 Laboratoire d’analyse d’eau et de sol                 

 Laboratoire étude d’impact environnement                                                                                                                                                            

2- Département traitement et contrôle des fluides 

 Laboratoire chimie traitement des eaux                  

 Laboratoire de caractérisation physicochimique des eaux industrielles                                       

 Laboratoire chimie des contrôles                                                                                                                     

3- Département corrosion 

 Laboratoire de corrosion électrochimique et métallurgique 

 Laboratoire de corrosion bactérienne 

III. Mise en évidence des bactéries sessiles réductrices de nitrates(NRB) 

 

III.1. Milieu de culture liquide LB-NO3 

 
Les souches NRB utilisées dans l'étude ont été isolées à partir d’un champ pétrolier de 

Hassi    Messaoud du sud Algérie. Le consortium NRB a été cultivé dans le milieu Luria-Bertani. 

(Fu      et al., 2021) avec du NO3 (milieu LB-NO3) (annexe1). 

III.2. Isolement des bactéries sessiles anaérobies facultatives réductrices des 

nitrates (NRB) 

III.2.1.  Pré-culture 

 
Le premier échantillon de coupon prélevé en double a été traité pour l’isolement des 

NRB sessiles anaérobies viables, le coupon a été rincé pendant 20 secondes dans de l'eau 

distillée stérile pour éliminer les cellules non fixées (Wolfaardt et al., 1991). 

Le coupon a été ensuite immergé à l’aide d’une pince métallique stérile sous une hotte 

microbiologique dans 25ml de milieu de culture spécifique LB-NO3 dans un Erlenmeyer de 
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50ml, scellé avec un bouchon en caoutchouc et barboté à l’argan pendant 3min puis placé dans 

un nettoyeur à ultrasons pendant 15min, pour le détachement de biofilm. 

Les mêmes étapes ont été suivies pour le premier échantillon de coupon des aérobies, 

mais celui-ci sans barbotage. 

III.2.2. Réactivation des NRB sessiles 

 
Après incubation à 37°C pendant 72 heures de la pré-culture des NRB anaérobies sous 

agitation (première génération) ; sous une hotte microbiologique et à l’aide d’une seringue 

stérile un volume de 2,5ml a été prélevé, le même coupon a été plongé à l’aide d’une pince 

métallique stérile dans un autre Erlenmeyer de 50ml contenant 25ml de milieu de culture liquide 

LB –NO3. 

L’Erlenmeyer est scellé avec un bouchon en caoutchouc, barboté et placé dans un 

nettoyeur à ultrasons pendant 15min. La culture est incubée pendant 72 heures à 37°C sous 

agitation (deuxième génération). 

Les mêmes étapes de réactivation ont été suivies à partir de la pré-culture des aérobies, 

mais sans barbotage. 

Il faut signaler que la réactivation doit être refaite de la même manière dans le 3eme 

Erlenmeyer (troisième génération) pour avoir des cellules jeunes (Normes API RP-38, 1982- 

la NACE, 2004). 

 

                    (A)                ( B)  

                        Figure.7. Erlenmeyers pour la culture des NRB sessiles 

                                         (A) pour les aérobies ; (B) pour les anaérobies 
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III.3. Mise en évidence de l’isolement des NRB sessiles 

 
III.3.1. Réduction des nitrates 

 
Cette réaction de réduction a été étudiée dans un bouillon nitraté (Annexe1). Après 

ensemencement de ce bouillon, il a été incubé à 37°C pendant 72h. Une fois les 72h écoulées, 

05 gouttes de chacun des réactifs NR1 et NR2 ont été ajoutés. Si la bactérie possède une nitrate 

réductase, une teinte rose-cerise se manifeste traduisant la présence d’ions nitrites dans le 

milieu. Par contre, si l’on observe aucun changement de couleur, le test est complété par 

l’épreuve de Zo-Bell; à savoir l’ajout de poudre de zinc. L’apparition d’une couleur rouge 

signifie que la souche testée est "NR -", par contre si aucune couleur n’apparait cela veut dire 

que la bactérie a réduit les nitrates au-delà du stade nitrite (Delarras, 2007; Denis et al., 2016). 

III.4. Dénombrement des NRB sessiles sur milieu liquide (test de kit) 

 
La procédure de dénombrement des bactéries sessiles NRB à l'aide d'un test de kit par 

la méthode du nombre le plus probable (NPP) a été décrite par Ru Jia et al (2017). 

Les valeurs de nombre le plus probable (NPP) obtenues ont été comparées par la 

méthode statistique de Cochran (1950) (annexe 2). Après incubation, la croissance des NRB a 

produit une turbidité dans la culture. 

Les étapes de préparation des kits sont les suivantes (figure 8). 

1. Le milieu LB-NO3 préparé auparavant est répartis dans des flacons de type pénicilline 

à raison de 9 ml. 

2. Les flacons sont scellés avec des bouchons en caoutchouc, puis capsulés à l’aide d’une 

sertisseuse avec des couvercles métalliques jetables. L’élimination de l’oxygène contenu dans 

les flacons est réalisée par un barbotage à l’azote ou à l’argan (gaz inerte) pendant 3 min en 

introduisant deux aiguilles à travers le bouchon en caoutchouc, l’une l’entrés d’azote et l’autre 

pour la sortie de l’oxygène créant ainsi les conditions d’anaérobiose pour les NRB. 

3. Ils sont ensuite stérilisés à l’autoclave pendant 20 minutes à 120°C et sous une  

pression de 1 bar. 
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4. Le milieu LB-NO3 préparé auparavant est répartis dans des flacons de type pénicilline 

à raison de 9 ml. 

5. Les flacons sont scellés avec des bouchons en caoutchouc, puis capsulés à l’aide d’une 

sertisseuse avec des couvercles métalliques jetables. L’élimination de l’oxygène contenu dans 

les flacons est réalisée par un barbotage à l’azote ou à l’argan (gaz inerte) pendant 3 min en 

introduisant deux aiguilles à travers le bouchon en caoutchouc, l’une l’entrés d’azote et l’autre 

pour la sortie de l’oxygène créant ainsi les conditions d’anaérobiose pour les NRB. 

6. Ils sont ensuite stérilisés à l’autoclave pendant 20 minutes à 120°C et sous une 

pression de 1 bar. 

7. Après autoclavage, les flacons ont été regroupés en trois séries de six, pour chaque 

culture (aérobies et anaérobies). 

(A)         (B)         (C)  

Figure.8. Étapes de préparation des Kits de dénombrement des NRB sessiles. (A) capsulation 

des  flacons à l’aide d’une sertisseuse; (B) barbotage à l’argan; (C) regroupement des Kits de 

dénombrement. 

8. A l’aide d’une seringue stérile et au près du bec bunsen, 1 ml de la pré-culture est 

prélevé et introduite dans le premier flacon de la première série de flacons pénicilline. Après 

homogénéisation, la dilution 10
-1 

est obtenue. Avec la même seringue on prélève 1ml du 1
er 

flacon et l’on introduit dans le 2
ème 

flacon pour la dilution 10
-2

, ainsi de suite jusqu’à l’obtention 

de la dilution 10
-6

. 

Les mêmes étapes ont été suivies pour la 2
ème 

et la 3 
ème   

séries de flacons (voir figure.9). 

9. Les premières séries sont incubées à 37°C pendant 72 heures. 

A signaler que les mêmes étapes ont était suivi pour le troisième Erlenmeyer de réactivation. 
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Figure 9. Procédure d’inoculation par la méthode des dilutions successives (sessiles) (Sayah, 2008). 
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III.5. Croissance des NRB 

 
III.5.1. Mesure de la densité optique (DO) 

 
Cette DO est définie par la loi de Beer –Lambert : A= L x C x ε 

(Béranger et Mazille, 2002). 

A : l’absorbance ; 

L : l’épaisseur de la cuve [cm] ; 

C : la concentration de la substance absorbante [mol/l] ; 

ε : le coefficient d’absorption moléculaire [l/mol.cm]. 

 Méthode. 1 

Le milieu a été testé pour la perte de nitrate à l'aide d'une méthode d'absorbance UV 220 

à 440 nm (Tiedje, 1982). Le tube NPP a été considéré comme positif pour la croissance de 

NRB sessiles s’il consomme plus de 10% du nitrate disponible par rapport au tube non 

ensemencé (Davidova et al., 2001). 

 Méthode. 2 

La DO est mesurée par un spectrophotomètre UV-V. La longueur d’onde de travail 

correspond au maximum d’absorption pour la culture bactérienne, qui est de 600 nm. 

Pour la mesure, une cuve en verre de 1cm d’épaisseur est remplie avec le milieu de 

culture stérile (LB-NO3) représentant le blanc. La même cuve est ensuite remplie avec : 

1- La pré-culture. 

 

2- La culture de la troisième génération. Le coupon a été légèrement rincé dans une solution 

tampon saline phosphate (PBS) (annexe1), de pH7,4 pour éliminer les cellules planctoniques et 

le milieu de culture (Ru Jia et al., 2017), ensuite, il a été immergé dans un autre Erlenmeyer 

contenant le milieu LB-NO3 stérile, et placé dans un nettoyeur à ultrasons pendant 15min, pour 

le détachement de biofilm.
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IV. Caractérisation du consortium NRB 

IV.1. Mise en évidence de la corrosivité des NRB 

L’effet corrosif des NRB a été mis en évidence sur une boite de Petri. Un coupon 

métallique est déposé au milieu d’une boite de Pétri contenant la gélosé NRB-NO3, ensemencée 

par les souches NRB sessiles, et incubé à 37°C pendant 72 heures. 

IV.2. Dénombrement des NRB sessiles sur la gélose LB-NO3 

Une série de six dilutions est préparée à partir de troisième Erlenmeyer de réactivation 

et de la pré-culture, cette suspension a été utilisée pour compter les organismes viables. Le milieu 

de croissance était de la gélose LB-NO3 sur 3boites de Pétri pour chaque dilution pour 

comptage, et les cultures ont été incubées pendant 3 jours à 72°C. 

IV.2.1. Technique d’ensemencement 

IV.2.1.1. Ensemencement en masse 

S’effectue par l’introduction de 1ml de l'échantillon de chaque dilution est incorporé 

dans le milieu de culture en surfusion à 45°C, bien homogénéiser puis laissé solidifier. Cela 

permet l'isolement des germes aéro-anaérobies facultatifs. Les colonies se développent à la fois 

dans la masse et en surface (Marchal et Bourdon, 1973). 

Afin de réaliser une caractérisation morphologique du consortium NRB sessiles de la pré- 

culture et la culture de la troisième génération présentes dans le milieu de culture. 

IV.3. Observations au microscope optique 

Cette caractérisation s’est basée sur le Gram, la forme des cellules, la mobilité des isolats 

bactériens ainsi que le mode de regroupement.  

L’observation à l’état frais permet d’apprécier au microscope optique la morphologie 

et la mobilité des bactéries. Elle est réalisée en disposant une goutte de suspension bactérienne 

entre la lame et lamelle puis observation sous microscope optique à un grossissement de 10x40 

(Delarras, 2007). 

IV.4. Observation au microscope électronique à balayage (MEB) 

Les observations effectuées sont réalisées à l’aide d’un microscope électronique à balayage 
(figure 10).  
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Figure10. Microscope électronique à balayage MEB 

IV.4.1. Préparation pour l’analyse au MEB 

Le deuxième échantillon de coupon prélevé en double a été traité pour observer la 

morphologie du biofilm et détecter les compositions élémentaires. 

Avant l'observation du biofilm, le coupon a été traité avec une solution de 

glutaraldéhyde à 5% pendant 8 heures pour fixer le biofilm. Ensuite il a été déshydraté avec, 

50, 60, 70, 90, 95 et 100 % d'éthanol (v/v) pendant 30 minutes (Li et al., 2021), puis sécher.  

Un autre coupon a été d’abord récupéré de son milieu liquide de troisième Erlenmeyer 

de réactivation, la solution de Clark a été utilisée pour éliminer les biofilms et les produits de 

corrosion sur les surfaces des coupons conformément à la norme ASTM G1-034 (Ru Jia et al., 

2017). 

Les coupons sont collés sur le porte-échantillon (plot) avec des pastilles en carbone qui 

s’agit de conducteurs à double rôle, ils servent à coller le coupon sur le plot et à conduire les 

électrons (John Lynch, 2001). 

Cette observation permet de visualiser l’attaque des bactéries corrosives sur une surface 

métallique qui se traduit par la formation d’un biofilm bactérien. Elle permit également de 

distinguer la morphologie de ces bactéries, leur distribution dans l’espace, la qualité des 

produits de corrosion, et la présence des polymères extra cellulaires. 
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I. Mise en évidence de l’isolement des bactéries sessiles réductrices du 

nitrate 

I.1. Réduction des nitrates 

Après l’ajout de NR I est NR II, nous n’avons pas eu une coloration rouge, même après 

l’ajout de la poudre de zinc (pas de coloration rouge) (figure 11), ce qui montre que les NRB 

sessiles isolées sont des nitrates réductase positives. 

 

(A) (B) 

             Figure 11. Réduction de nitrate  

            (A) NRB sessiles aérobies; (B) NRB sessiles anaérobies. 

Les NRB sont capable de réaliser deux voies pour la réduction des nitrates (Gevertz et 

al., 2007) : 

La voie dissimilatrice ou ammonification du nitrate 

 

Le nitrate est transformé en ammonium, celui-ci n’est pas nécessairement assimilé, 

surtout si le milieu contient déjà une source d’azote, l’opération n’est possible qu’en 

anaérobiose (équation.1). 

NO3
- NO2

- NH3 (équation.1) 

La voie assimilatrice ou respiration dénitrifiant ou dénitrification 

 

Il s'agit d'un processus biologique de respiration anaérobie dans lequel l'accepteur final 

des électrons n'est pas le dioxygène (équation.2). 

NO3→NO2→NO →N2O →N2 (équation.2) 

 

Chacune des étapes de la chaine de dénitrification est catalysée par une enzyme 

spécifique (nitrate réductase, nitrate réductase, N2O réductase). 
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L’oxydation de donneurs d’électron nécessite moins de nitrate si la première opération 

est stimulée. 

Les facteurs gouvernant la stimulation de telle ou telle voie lors de l’injection de nitrates 

sont encore méconnus. 

Strohm et al., (2007) ont montré que la voie dissimulatrice est plus favorable que celle 

de dénitrification, donc elle domine dans l’environnement ou la concentration en nitrate est 

faible (Teidjie, 1988; Burgin et Hamilton, 2007). 

Il n’est pas nécessaire que la réduction de nitrate soit complète en donnant de N2 ou du 

NH3. L’excès en nitrates et la disponibilité des donneurs d’électron aux NRB permet la 

production de nitrite comme produit fini de la réduction (Greene et al, 2003; Hubert et 

Voordouw, 2007; Grigoryan, 2008). 

II. Croissance et dénombrement des NRB sessiles sur milieu liquide (test de 

kit) 

La méthode NPP est une technique statistique efficace d’estimation des densités de 

populations microbiennes qui est obtenue par application du principe de vrai semblance, à partir 

de réponses positives observées pour une ou plusieurs dilutions successives de la suspension 

bactérienne. 

Dans la ligne la somme des flacons; choisir le nombre à 3chiffres le plus grand 333 se 

reporter au table de MAC GRADY pour 3 tubes de dilution (annexe 2) afin de trouver le NPP 

correspondant au nombre 333: le NPP est 140 cela signifie qu’il y a statistiquement 140 

bactéries dans l’inoculum de la dilution 10-3. 

          N=NPP/V inoculum X Fd 

          Fd: facteur de la dilution correspondant au chiffre des centaines du nombre caractéristique 10-3 

 V: volume d’inoculum= 1ml 
 

  N= 140/1 X 0.001=140 X104 bactéries/biostuds 

 
Après l’incubation des kits de la pré-culture et la culture de la troisième génération 

(anaérobies et aérobies), on a remarqué un trouble (figure.12(C)) dans les flacons de pénicillines 

à différentes dilutions. 
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(A) (B)                                        (C) 

Figure.12. Lecture sur le kit de dénombrement des NRB sessiles anaérobies et aérobies 

(A) Le kit de dénombrement; (B) les trois séries de dilutions; (C) le trouble dans les flacons. 

Les résultats du dénombrement, voir un exemple dans (annex2), sont apportés sur le 

(tableau. I). 

Tableau.1. Résultats du dénombrement des NRB sessiles sur le milieu liquide LB-NO3 
 

Nombre de bactéries NRB 

sessiles( cellule/cm2 ) 

Pré-culture Culture troisième génération 

Anaérobies 4,5X 103 1.4X 104 

Aérobies 9,5X 103 0.2X 104 

 

 La croissance est confirmée par : 

1- La perte de nitrate, plus de 10% du nitrate disponible par rapport au tube non ensemencé 

(tableau. II). 

                On a rapporté sur le tableau II un exemple de résultat positif pour le flacon de 10-1 
 
 

Tableau. II. Résultats du dosage de la perte de NO-
3dans la dilution 10-1

 

 
Concentration de NO-

3 

(mg/l) 

Concentration initial de 

NO- 3   dans les flacons 

de pénicillines 

Concentration de NO-
3 dans le 

flacon positif  

Anaérobies  
90 

78,62(pré- culture);55,76 

(culture  troisième génération) 

Aérobies  
90 

72,20(pré-culture);62(culture 

troisième génération) 
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Les résultats d’absorbance sur tous les flacons de différentes dilutions testées, exemple la 

dilution 10-1 ou la concentration du nitrate consommer est plus de 10%, sont considérés positifs. 

Ce qui confirme la croissance des NRB sessiles. 

2- La densité optique à 600nm 

 Les résultats sont rapportés sur le tableau III.  

Tableau. III. Les résultats d’absorbance à 600nm 
 

Densité optique à 

600nm 

Pré-culture Culture troisième génération Blanc (le milieu 

LB-NO3 

Anaérobies 0.4 0.944 0.1 

Aérobies 0.8 0.629 0.1 

 
 

D’après les résultats des tableaux I et III, les échantillons de biostuds du champ Hassi 

Messaoud que nous avons examinés contenaient des NRB sessiles, cela nous indique qu’ils 

peuvent facilement s'adapter au mode de croissance sur la surface en acier du pipeline (Liu et 

al., 2021). 

Le nombre de bactéries est variable, ceci suggère que le milieu LB-NO3 contenait tous 

les nutriments pour leurs croissances. 

 Le nombre détecté était variable, entre les anaérobies et les aérobies, cela est 

peut-être dû: 

-Les anaérobies sont sensibles aux différentes manipulations (O2 qui est toxique).
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-Les aérobies s’adaptent mieux au changement des conditions de culture, elles se trouvent en 

contact direct avec le milieu de culture, Elles peuvent facilement obtenir les nutriments en 

s'immobilisant. 

La réduction des nitrates s'est produite dans la couche inférieure du biofilm parce que la couche 

supérieure de cellules sessiles épuisait l’oxygène (Takao Iino et al., 2021). 

 Le nombre détecté était variable aussi entre la pré- culture et la culture de la 

troisième génération, cela peut être dû: 

-Le milieu de culture renouvelé (culture en continu). 

-Une corrosion plus sévère en augmentant les bactéries NRB existantes qui étaient dormantes 

en raison de l'absence de composés de nitrate (Vitor Silva al., 2022). 

-Le nombre de bactéries dénombrées dans la pré-culture, explique que c’était le nombre qui 

était présent sur l’acier exposé sur le terrain, donc la surface de l’acier était colonisée par 

différents groupes bactériens de corrosion cités dans la littérature (les BSR, BTR etc…), mais 

dans la culture de la troisième génération, seul le groupe des NRB s’est développé sur la surface 

de l’acier. 

III. Caractérisation du consortium NRB 

III.1. Mise en évidence de la corrosivité des NRB 

Après l’incubation des boites de Petri (figure 13(B) et (C)), nous avons noté sur l’acier 

immergé dans un milieu contaminé par les NRB sessiles la présence de couches plus 

importantes autour de l’acier. 

 

          (A) Avant incubation (B) NRB aérobies (C) NRB anaérobies. 

Figure 13. Effet corrosif des NRB 

D’après Normand et al., (2004), lorsqu’un acier est plongé dans un milieu contaminé par 

des bactéries, il est généralement colonisé par ces mêmes bactéries. Ces dernières formant un 
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biofilm qui cause une altération, suite à la réaction de réduction du nitrate sous la surface de 

l’acier. 

Cette altération était accompagnée par des dépôts noires, ce sont les produits de 

corrosion d’acier (rouille) selon le mécanisme illustré dans la figure 14 

 

Figure 14. Mécanisme proposé de la corrosion anaérobie du Fe induite par les NRB sessile 

(Takao Iino et al., 2021). 

III.2. Aspect morphologique des colonies en gélose LB-NO3 

Après ensemencement sur le milieu gélosé LB-NO3 les souches NRB sessiles sont 

apparues. Elles forment des grandes et petites colonies jaunes orangés, bombés, de contours 

réguliers, à surface lisse avec une consistance généralement visqueuse qui exprime leur pouvoir 

physiologique à secréter des polymères extracellulaires qui leur confèrent la faculté d’adhérer 

à  une surface solide (figure 15). 

 

Figure 15. Aspect des colonies NRB sessiles. 

III.3. Dénombrement des NRB sessiles sur la gélose LB-NO3 

Pour le dénombrement il faut que le nombre d’UFC soit significatif entre 30 et 300 

colonies, la formule mathématique AFNOR peut être utilisée. 

 

  N= la somme des colonies des boites interprétables /v (n1+0 ,1n2) d 
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 V :  1 ml volume d’ensemencement en masse 
 

-n1 : nombre de boites considéré à la 1er dilution retenue 

-n2 : nombre de boites considéré à la 2eme dilution retenue 

-d : facteur de la 1ère dilution retenue 

Les résultats de dénombrement des colonies des NRB sessiles sont mentionnés sur le 

tableau IV. 

Tableau IV.  Résultats du dénombrement des colonies sur la gélose LB-NO3 
 

Nombre de colonies 

UFC/cm2 

Pré-culture Culture de troisième 

Génération 

Anaérobies 1,20 X 107 Indénombrable (tapis) 

Aérobies 3,09 X 107 Indénombrable (tapis) 

 
 

L’augmentation de la charge microbienne, indénombrable dans la culture de la troisième 

génération et les chiffres élevés dans la pré-culture qui est supérieur à 107  UFC/cm2 (tableau 

IV), considérés comme supérieurs à la norme (tableau V). 

Tableau V.  Marge de nombre de bactéries sessiles (Saleh al-Sulaiman., 2016) 

 
Type bactériens Nombre de bactéries sessiles (cm2) 

SRB <102 

GAB (bactéries aérobies générales) <102 

GAnB (bactéries anaérobies générales) <102 

Cette charge peut nous donner une indication sur l’état d’altération de l’acier, qui nous 

permet de suivre la perte de masse de l’acier en fonction l’évolution de la croissance des NRB 

sessiles au cours du temps pour éviter toute perforation possible. 

III.4. Observations au microscope optique 

o L’observation microscopique (GX40) à l’état frais d’une culture bactérienne NRB 

sessiles aérobies a révélé un nombre très élevé de petits, coccis mobiles, isolés, 

diplocoques, en amas, en chainette, la coloration de Gram (GX100) a montré  que ces 

colonies appartiennent aux bactéries à Gram positif ( figure 16). 
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(A)  (B) 
 

Figure 16. Observation microscopique NRB sessiles aérobies 

(A) à l’état frais; (B) coloration de Gram 

o L’observation microscopique (GX40) à l’état frais d’une culture bactérienne NRB 

sessiles anaérobies a révélé la présence de grands et petits bâtonnets isolés, mobiles dans 

tous les sens, quelques formes de vibrio avec toutefois des coccis mobiles, la coloration de 

Gram a montré qu’elles appartiennent aux bactéries Gram positif (GX100)  ( figure 17). 

                                       (A) à l’état frais                                  (B) coloration de Gram 

               Figure 17. Observation microscopique des NRB sessiles anaérobies 

III.5. Observation au microscope électronique à balayage (MEB) 

Le microscope électronique à balayage est un appareil qui trouve actuellement son 

emploi dans tous les domaines de la recherche, particulièrement dans l’industrie pétrolière. Son 

principe consiste en un faisceau d’électrons balayant la surface de l’échantillon à analyser 
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qui en réponse, réémet certaines particules. Ces particules sont analysées par différents 

détecteurs qui permettent de reconstruire une image en trois dimensions de la surface. 

 Les résultats de l’observation sur le MEB du premier échantillon (culture mixte) de 

biostud pour l’isolement des anaérobies sont cartographiés et rapportés sur les pages A, 

B, C, D, E, F, G, et H. 

 

                                              
 

                                           Cartographe. A :  Observation de biofilm de la culture mixte 
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                                                   Cartographe. B : Observation de biofilm de la culture mixte  

 

                             
 

                                                       Cartographe .C : Observation de biofilm de la  culture mixte 
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                                                        Cartographe. D : Observation de biofilm de la culture mixte  

 

                                                     
 

                                                         Cartographe. E : Observation de biofilm de la culture mixte  
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                                                   Cartographe. F : Observation de biofilm de la culture mixte 
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                             Cartographe. G : Observation de biofilm de la culture mixte  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           Cartographe. H : Observation de biofilm de la culture mixte  

Les cartographes (D, E, F, G) nous montrent que le biofilm formé à la surface de biostud   

est un biofilm dense et hétérogène, présentaient notamment des agrégats de bactéries noyés 
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dans les produits de corrosion, on a pu voir quelques coccis de différentes tailles, isolés ou en 

division de 1.043μm, 1.319μm, 1.485μm et bien d’autres tailles. Selon Thierry (2011), la 

longueur des bactéries est généralement comprise entre 0.5 et 10 µm. 

Avec la colonisation et la propagation des bactéries, le nombre de bactéries attachées à 

la surface de l'échantillon (cartographes D, E, F) et les EPS se sont combinés pour former ce 

biofilm hétérogène. 

La synthèse intense d'EPS a dû caché la plupart des cellules du biofilm (cartographes D, 

E, F, G) ce qui a rendu l'observation difficile (Vitor Silva et al., 2022). 

L’épaisseur du biofilm peut représenter l'état de croissance bactérienne (cartographes 

(B, C, H) car les bactéries planctoniques peuvent plus facilement obtenir les nutriments en 

s'immobilisant. 

Les bactéries planctoniques tentent de s'attacher aux surfaces par divers mécanismes, et 

subir des changements phénotypiques qui déclenchent la formation des biofilms (Costerton, 

2012). 

Lorsque l'environnement interne des biofilms se détériore, les cellules sessiles peuvent 

mourir ou se détacher des biofilms (Liu et al., 2021), ce qui peut entraîner la migration et la 

fragmentation des biofilms (cartographe H). 

  Les résultats de l’observation sur le MEB de la surface d’échantillon de biostud de 

troisième génération des aérobies, sont rapportés sur les cartographies en dessous (I, J, 

K). 
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                                               Cartographe I : Observation de la surface de l’échantillon 

                                                                     des aérobies  de la troisième génération  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                  Cartographe. J : Observation de la surface de l’échantillon  

                                                                        des aérobies de la troisième génération  
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                                                       Cartographe. K : Observation de la surface de l’échantillon  

                                                                                      des aérobies de la troisième génération  

Les trois cartographes nous montrent clairement la formation d’un biofilm homogène 

sur la surface de l’acier. On voie des coccis séparés, en diplocoque et en cubes etc, qui se sont 

combinés avec les EPS. 

 Les résultats obtenus des deux observations (le MEB et au microscope optique) sont 

cohérents. 

-Le biofilm formé sur le biostud de premier échantillon des anaérobies est un biofilm dense et 

hétérogène (NRB, BSR, BTR…). 

-Le biofilm formé sur le biosted de la culture de la troisième génération des aérobies est un 

biofilm dense et homogène (NRB). 

-Les biofilms nouvellement formés (formé au laboratoire) sont souvent monocouches, à 

l’inverse des biofilms plus anciens (formé sur le terrain), qui sont stratifiés (Bury-Moné, 2007). 

 Les résultats de l’observation sur le MEB de la surface d’échantillon de biostud 

après le détachement de biofilm (cartographes L, M, N, O et P). 
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                                                        Cartographe. L : Observation de la surface de l’échantillon  

                                                                                      après le détachement de biofilm  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                       Cartographe. M : Observation de la surface de l’échantillon  

                                                                                       après le détachement de biofilm  
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                                                       Cartographe. N : Observation de la surface de l’échantillon  

                                                                                      après le détachement de biofilm  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   

                                                      Cartographe. O: Observation de la surface de l’échantillon  

                                                                                après le détachement de biofilm 
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                                                            Cartographe. P: Observation de la surface de l’échantillon  

                                                                                    après le détachement de biofilm  

Les cartographes L, M, N, O et P montrent la morphologie de la surface de l’échantillons 

après l'élimination du biofilm et des produits de corrosion. 

On observe la morphologie des puits. La profondeur et la largeur (cartographes     O et P) 

ont été mesurées afin de caractériser clairement les piqûres (Liu et al., 2021). 

Les zones de 10μm, 20μm, 50μm et 200μm montrent les échelles des cartographes, ils 

ont été sélectionnées au hasard pour caractériser le biofilm. Des piqûres plus prononcées et plus 

denses sont apparue 3.519μm, 4,941μm (l’épaisseur est évaluée par la distance entre le point 

focal haut du biofilm et le point focal bas). 

La morphologie et les images tridimensionnelles montrent que le NRB favorise la 

formation de corrosion par piqûres. 

Dans des conditions aérobies, les ions nitrate réagissent avec l'oxygène pour former de 

l'ammoniaque, ce qui entraîne une corrosion de l'acier, la corrosion induite par P. aeruginosa 

en milieu aérobie est plus grave qu'en milieu anaérobie (Jianhua Tang et al., 2022). 

Comparativement, la corrosion enclenchée par les NRB a favorisé une plus petite 

agrégation de piqûres, mais la plupart d'entre elles étaient très profondes. Alors que la corrosion 

enclenchée par les SRB a produit plus de piqûres, mais moins profondes. Cela peut s'expliquer 
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par le fait que la réduction des nitrates est thermodynamiquement plus rapide que la réduction 

des sulfates, qui consomme facilement plus d'énergie que la réduction des nitrates (Xu et al., 

2013). 

L’analyse des coupons métalliques par MEB a révélé la structure des biofilms qui se 

sont développés sur les coupons dans des conditions normales d'exploitation pétrolière, et nous 

a indiqué que les biofilms étaient associés à la corrosion localisée des surfaces métalliques des 

coupons des oléoducs. 

Les résultats démontrent que la corrosion par piqûres sur les métalliques en présence de 

micro-organismes est inévitable. 
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Au terme de ce travail relatif à la caractérisation d’un biofilm corrosif formé sur un acier 

inoxydable au niveau d’une installation du champ de Hassi Messaoud, il apparait que 

l’installation évaluée à l’aide des biostuds placés à l’intérieur d’un appareil de control de terrain 

bioprob, est dans un seuil critique de contamination par les bactéries sessiles de corrosion. 

Des concentrations très élevées en bactéries sessiles réductrices de nitrates de corrosion 

avec un niveau de contamination sévère de nature mixte aéro-anaérobies. 

Ce travail a fourni des preuves montrant que les bactéries sessiles réductrices de nitrates 

et les produits sécrétés accélèrent le processus global de corrosion. 

Les résultats des observations au microscope électronique à balayage ont montré que le 

biofilm formé par les NRB accélérait la formation de piqûres sur l’acier. 

Les informations recueillies par notre étude nous permettent de confirmer que le niveau 

de corrosion est critique, elles montrent également que le problème de la bio-corrosion est bien 

réel et nécessite une imminente prise en charge, surtout en ce qui concerne les zones les plus 

sensibles (soudures, coudes ...etc). 

Nous recommandons de procéder à l’évaluation et à la cartographie de la corrosion 

bactérienne au niveau de toutes les installations afin de mettre en avant les installations critiques 

en corrosion bactérienne et d’éviter d’éventuels percements de ces installations lors de leurs 

mises en service. 

Il est recommandé : 

 
de mettre en place une cellule de suivi de l’évolution de la bio-corrosion au niveau des 

installations du champ; 

de procéder à l’homologation des produits de traitement par biocide, au niveau du 

laboratoire et sur site, afin de traiter les installations; 

de surveiller régulièrement les facteurs influant; 

 
d’élaborer un plan descriptif d'inspection des équipements en service ou en arrêt pour 

l’évaluation des risques de dégradation, de la réparation et définition des moyens et des 

périodicités des contrôles à effectuer en service et aux arrêts ultérieur. 
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L'ensemble de ce travail pluridisciplinaire est une partie intégrante d'un domaine de 

recherche en pleine expansion nécessaire à une meilleure connaissance des microorganismes 

NRB sessiles, l’identification des espèces les plus corrosifs et à l'amélioration des méthodes de 

prévention et de lutte contre la corrosion. 
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Annexe1 

Composition des milieux de culture 
 

Milieu de culture liquide LB-NO3 

 

Sa composition est la suivante (g/L) : 

 

Nitrate de potassium KNO3 10 

Chlorure de sodium NaCl   5 

Trypone 10 

Extrait de levure 5 

 

pH de 7,0-7,2  

Stérilisé à 121°C pendant 20 min. 

 Argan gaz inerte 1bar 

Eau distillée  

Milieu de culture gélosé LB-NO3 

 

Sa composition est la suivante (g/L) : 
 

Nitrate de potassium KNO3 10 

Chlorure de sodium NaCl 5 

Trypone 10 

Extrait de levure 5 

Agar 10 

          Eau distillée  

Le tout stérilisé à 121°C pendant 20 min. 

Bouillon nitraté 

Infusion cœur-cervelle 25 g 

Nitrate de sodium 10 g 

pH = 7.2 ± 0.2 

Eau distillée  

Le tout stérilisé à 121°C pendant 20 min. 
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Composition des réactifs 

Violet de Gentiane 

Violet de Gentiane 01 g 

Ethanol à 90 %10 ml 

Phénol 02 g 

Eau distillée100 ml 

Lugol 

Iode 01 g 

Iodure de potassium 02g 

Eau distillée300 ml 

Fuchsine 

Fuchsine basique 01 g 

Alcool éthylique à 90°10 ml 

Phénol 05 g 

Eau distillée 100 ml 

Réactif de Griess I (NRI) 

Acide parasulfanilique 8g 

Acide acétique 5N1L 

         Réactif de Griess II (NRII) 

α-naphtylamine6 g 

Acide acétique 5N1L 

Alcool 

Ethanol 30, 50, 70, 90 et 100 % 

La solution saline tampon phosphate (ABS) 

 

NaCl 8.7g 

KH2PO4 0.4g 

K2HPO4 1.23g 

Eau distillée 1000 millilitres 

 
La Solution de Clark 

2,5 % de SnCl2 et  

 Sb2O3 dans du HCl concentré 
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Annexe 2 

Exemple de calcul de nombre de bactéries sessiles dans les bio probes en utilisant les 

tables NPP. 

 
 

 Figure.9. Procédure d’inoculation par la méthode des dilutions successives (sessiles). 
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Table du nombre le plus probable NPP DE MAC GRADY 



 

 

 

 

Résumé 

La corrosion sous influence microbiologique (MIC) ou bio-corrosion est un phénomène associé   aux 
activités bactériennes par la formation de biofilms complexes, créent des conditions favorables à la 

dégradation des surfaces métalliques, ce qui provoque des dommages connus sous le nom de piqûres. 

L’objectif de cette étude est de caractériser un échantillon de biofilm NRB sessile aérobies et 

anaérobies formé sur un coupon métallique (biostud) en acier inoxydable placé dans un dispositif de 

terrain (bioprob) après 45jours dans une exploitation pétrolière et gazière. Cette étude a permis d’isolé 

les NRB sessiles aérobies et anaérobies sur le milieu gélose LB- NO3, voir la forme bâtonnets, cocci, 

la mobilité et le Gram. Le dénombrement des colonies  sur la gélose LB-NO3 et sur le milieu liquide 

LB-NO3 par la méthode NPP de plus, est réalisé le test de corrosivité sur boite, réduction de nitrate et 

de la densité optique, a permis de déterminer la croissance favorable des NRB sessiles anaérobies 

facultatives sur le coupon d’acier comme donneur d’électron et le nitrate comme accepteur finale 

d’électrons. Les dommages provoqués par le processus dynamique de biofilm NRB sessiles 

anaérobies facultatives sur le coupon a révélé des piqures profondes à l’observation au microscope 

électronique à balayage. 

Mots-clés: bio-corrosion, NRB sessiles, réduction de nitrate, piqûres. 

 

Abstract: 

Microbiologically influenced corrosion (MIC) or bio-corrosion is a phenomenon associated with 

bacterial activity through the formation of complex biofilms, creating favorable conditions for the 
degradation of metal surfaces, resulting in damage known as pitting. The aim of this study was to 

characterize an aerobic and anaerobic sessile NRB biofilm sample formed on a stainless steel metal 

coupon (biostud) placed in a field device (bioprob) after 45 days in oil and gas operations. This 

study isolated sessile aerobic and anaerobic NRBs on LB-NO3 agar medium, looking at rod shape, 

cocci, mobility and Gram. Colony counts on LB-NO3 agar and LB-NO3 liquid medium using the 

MPN method medium. The corrosivity test on plate, nitrate reduction and optical density, 

determined the favorable growth of facultative anaerobic sessile NRB on steel coupon as electron 

donor and nitrate as final electron acceptor. The damage caused by the dynamic process of 

facultative anaerobic sessile NRB biofilm on the coupon revealed deep pitting on SEM observation.  

Keywords: bio-corrosion, sessile NRB, nitrate reduction, stings.  

 

 ملخص

حيوية ( أو التآكل الحيوي هو ظاهرة مرتبطة بالأنشطة البكتيرية من خلال تكوين أغشية MICالتآكل تحت التأثير الميكروبيولوجي )

 معقدة، مما يخلق ظروفًا مواتية لتدهور الأسطح المعدنية، مما يسبب الضرر المعروف باسم التنقر.

( مصنوعة من biostudالمتشكل على قسيمة معدنية ) NRBالهدف من هذه الدراسة هو توصيف عينة من الغشاء الحيوي اللاهوائي 

 يومًا من استغلال النفط والغاز. 54( بعد bioprobالفولاذ المقاوم للصدأ موضوعة في جهاز ميداني )

والجرام.  والتنقل، والمكورات، ،عصياتشكل  ،3NO-LBوسط الهوائية واللاهوائية على  NRBsجعلت هذه الدراسة من الممكن عزل 

 .MPNبطريقة  NO3-LBالوسط السائل  وعلى 3NO-LB الوسط الصلب وبالتالي حساب المستعمرات على
ت تحديد النمو الملائم للنوع اللاهوائي الاختياري على قسيمة الفولاذ كمانح للإلكترون والنترا والكثافة،وتقليل النترات  التآكل،أتاح اختبار 

 كمستقبل نهائي للإلكترون.

على القسيمة عن تأليب عميق على مراقبة المجهر  NRBكشف الضرر الناجم عن العملية الديناميكية للأغشية الحيوية اللاهوائية 

 .SEMالإلكتروني لمسح 

  العض. النترات، اختزال اللاطئ، NRB الحيوي،التآكل  الكلمات المفتاحية:


