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Résumé

L’¢limination du pétrole dans le sol nécessite 1’intervention de différents facteurs
biotiques et abiotiques. Parmi ces facteurs, la biodégradation par les microorganismes.

L’objectif de notre travail est I’isolement et la caractérisation de bactéries
hydrocarbonoclastes a partir sol prélevé autour des bacs de stockage dans la région de Hassi
Messaoud.

Tous les isolats ont été purifies sur un milieu contenant 1% de pétrole brut comme
source de carbone et d’énergie.

Trois tests ont été réalises afin de détecter la production de biosurfactants : le test
d’émulsification, le déplacement d’huile et le parafilm M .Les vingt isolats ont montré cette
capaciteé synthétique.

Le suivi d’un schéma d’identification dichotomique nous a permis de regrouper nos
isolats en six genres principaux : Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Micrococcus,
Enterobacter, Staphylococcus.

Mots clés : Biodégradation, biosurfactant, pétrole brut, hydrocarbonoclastes.



Abstract

The removal of oil from the soil requires the involvement of various biotic and

abiotic factors. Among these factors the biodegradation by microorganisms.

The objective of our work is to isolate and to characterize hydrocarbonoclaste
bacteria surrounding the storage tanks of crude oil at the refinery of Hassi Messaoud.

All pure isolates obtained and purified, on medium containing 1% of crude oil,

as source of carbon and energy.

Three tests were performed to detect the production of biosurfactants: emulsion
index, oil spreading technique and parafilm M. the twenty isolates showed ability to

produce biosurfactants with different rates.
Followed by dichotomous schema, allowed us to classify bacteria isolated in

six genres : Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Micrococcus, Enterobacter, and

Staphylococcus.

Key words: Biodegradation, biosurfactants, crude oil, hydrocarbonoclaste.
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Introduction

Le sol constitue un environnement favorable pour la dégradation des polluants
organiques. Il renferme de I’eau, des nutriments minéraux, de ’oxygeéne et possede une
grande surface spécifique qui permet un contact et des échanges importants entre les polluants
et les organismes dégradeurs. C’est aussi un réservoir d’organismes et notamment de
microorganismes, qui participent activement a la dégradation des matiéres et contaminants

organiques.

Le rejet des hydrocarbures d’origine pétroliere dans I’environnement constitue 1’un
des phénomeénes de pollution les plus préoccupants. Il entraine la prolifération des
microorganismes aptes a dégrader les hydrocarbures, de plus la communauté microbienne du
sol semble présenter de fortes capacités de résistance et/ou d’adaptation : elle supporte

souvent I’arrivée de polluants toxiques (Amellel et al., 2001).

La solution la moins couteuse et la plus efficace est I'utilisation des microorganismes
tels que les bactéries. 90% des bactéries présentes dans la nature sont utiles pour la

biodépollution.

La bioremédiation est définie comme un processus d'élimination complete ou de
conversion des produits récalcitrants toxiques en des produits non toxiques par des bactéries

ou un ensemble de microorganismes (Desai et al., 2008).

Les bactéries hydrocarbonoclastes ont la capacité de synthétiser des biomolécules
appelées biosurfactants possédant les mémes propriétés tensioactives que leurs homologues

chimiques, mais ont l'avantage d'étre biodégradables, non toxiques. (Banat et al., 2000).

Les biosurfactants synthétisés par les microorganismes extréemophiles sont aussi
efficaces dans les conditions de température, de salinité et de pH extrémes.
Ils constituent des outils tres intéressants dans beaucoup d’applications industrielles et

environnementales.



Introduction

Cette étude a pour objectifs d’isoler et de caractériser les bactéries
hydrocarbonoclastes a partir de sols pollués par les hydrocarbures présentant un potentiel de
production de biosurfactants autour des bacs de stockage de pétrole brut au niveau de la

raffinerie de Hassi Messaoud, région du Sud Algérien.

Nous avons structuré notre mémoire en trois chapitres : le premier chapitre présente
une synthése bibliographique, le second décrit le matériel et les méthodes utilisées, et un
troisieme chapitre consacré aux résultats et discussion qui sera suivi d’une conclusion et des

perspectives de cette recherche.



Chapitre 1.
ReVue Biblio graphique
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I- Généralités
I-1- Apergu historique

Le mot « Pétrole est issu des deux mots latins « Petra » et « oléum » qui signifie « huile
de pierre » ; dés l’antiquité il pouvait étre utilisé comme revétement étanche, médicament
miracle ou arme de guerre.

Le peétrole est repéré la premiére fois au Moyen-Orient a la surface de la terre. Dés 1852,
I'utilisation du pétrole n’a cessé d’augmenter avec la découverte du Kéroséne ou « Pétrole
lampant » utilisé pour I’éclairage.

En 1859, il y’a eu forage du premier puits destiné a la production de petrole par le
« Colonel Drake » dans I'état de Pennsylvanie en USA.

Des les années 1950 le pétrole constitue la premiére source d’énergie et de puissance

mondiale (www.univ.ency-education.com).
I-2- Définition du pétrole brut « Crude oil »

Le pétrole brut est un mélange liquide complexe d’hydrocarbures, c'est-a-dire de
combinaisons chimiques de carbone (C) et d’hydrogéne (H). Il est généralement extrait du sous-
sol «bassins sédimentaires » ou il occupe les vides de roches poreuses appelés «roches
réservoirs». Il contient de faibles quantités de soufre, ainsi que des traces d’azote, d’oxygéne et de
métaux (Www.univ.ency-education.com).

Le pétrole est aussi souvent appelé « or noir » en référence a sa couleur noire et a son prix
élevé (Nilles. 2008).

I-3- Son origine

Suite a la sédimentation de matiéres organiques végétales et animales et a leur
enfouissement sous d’autres couches sédimentaires, la pétrogenése commence.
La décomposition de ces matiéres organiques provoque une perte d’oxygene dans le milieu

induisant des réactions réductrices donnant du kérogene.
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Puis, sous I’action combinée de la chaleur (60°C) et de la pression (enfouissement d’environ 1500

a 2000 metres), la transformation en hydrocarbures débute.

Ce pétrole en formation est moins dense que la roche qui I'entoure, il va donc migrer
vers la surface. Si le pétrole est arrété dans sa progression par des roches imperméables, il se

concentre pour former des poches qui sont a ’origine des réservoirs actuels (Nilles. 2008).

Matiére organique o 0 ] 40 80 80 100 (%)
{composée de Carbone, d Hydrogéne, d Oxygéne of o Azote) T ' I T T I I 1 1 T | |
Kérogéne
{comporsé de Carbone et d Hydrogéne sous forme salide) 1000
Pyrolyse
(decompasition

sous haute température)

2000

Résidus de Carbone Pétrole et Gaz ;
(composés de Carbone et d'Hydrogéne Pétrole

sous forme Bguide et gazeu)

3000

Gaz

4000

Profondeur
(m)

Figure 1. Les étapes de la formation du pétrole a partir de la matiére organique

(www.petrole-et-medicament.e-mon,site.com).
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I-4- Sa composition
I-4-1- Les hydrocarbures

Le pétrole brut est formé essentiellement d’hydrocarbures qui sont des molécules
organiques exclusivement composées de carbone et d’hydrogene, ou le carbone présente 83 a
87% en volume et I’hydrogéne 10 a 14 % de formule brute : CnHm ou n et m sont des entiers

naturels.

De part leur abondance naturelle, ils font partie des produits chimiques les plus
importants pour ’humanité et sont notamment utilisés comme source d’énergie primaire

(Chakraborty et Coates. 2004).

Les hydrocarbures contenus dans le pétrole sont regroupeés en trois familles :

- les paraffines (alcanes) CnH2n+2 sont composées de liaisons simples, qu’elles soient
aliphatiques ou cycliques,

- les naphténes (Cyclo-alcanes) CnH2n composés de liaison simple ou chaque atome de
carbone est reliée a deux atomes de carbone et a deux atomes d’hydrogéne,

- les aromatiqgues CnH2n-6 composés aromatiques possedent des cycles a doubles

liaisons alternées (Tarayre. 2012).

Figure 2. La formule brute des hydrocarbures (Perron et al., 2010).
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I-4-2- Les composés soufrés

Les composés soufrés sont présents dans le pétrole brut sous forme de composes
organiques soufrés, le sulfure d’hydrogene H,S est le seul composé non organique présent dans

le brut.

I-4-3- Les autres Composés

Parmi les autres composés constituant le pétrole, les composés oxygéneés, les
composeés azotés et les métaux (dont 75% du Nickel et de Vanadium), on peut aussi trouver le

Sodium, Calcium, Magnésium, Aluminium, et le fer.
I-5- Pollution de I’environnement par les hydrocarbures
I-5-1- Définition

La pollution est une modification défavorable du milieu naturel (degradation,
altération) qui apparait en totalité ou en partie comme le sous-produit de l'action humaine
(Bouderhem. 2011).

On peut considérer qu’il y a pollution par les hydrocarbures lorsque 1’action de
ceux-ci peut étre considérée comme néfaste aux conditions de vie de ’'Homme directement,
ou indirectement, si elle affecte les populations animales et végétales qui lui sont utiles
(Bouderhem. 2011).

I-5-2- Type de polluants

Les groupes de composés pétroliers polluants pour les quelles la biodépollution est
possible sont :
- les hydrocarbures pétroliers (gasoils, fuels, kérosene, huiles minérales),
- les déchets d’exploitation du pétrole (boues et résidus d’huile de forages)

(Bouderhem. 2011).
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I-6- Impact des hydrocarbures sur I’environnement

Les impacts environnementaux, sanitaires et économiques de la pollution par les
hydrocarbures sont de plus en plus importants en premier lieu la pollution du milieu souterrain
par les hydrocarbures concernent la qualité des eaux souterraines, les rendant impropres pour

certaines utilisations (eau potable en particulier) (Scriban. 1999).

Les sols contaminés par les hydrocarbures présentent un danger lors d’un contact

direct avec I’Homme ou I’animal ou lors de leur transfert dans la chaine alimentaire.

Au niveau de la phase gazeuse du sol, les risques sont réels avec la présence de
substances volatiles: émanations toxiques, incendies et explosions avec des produits

inflammables et explosifs en atmosphére confinée (Scriban. 1999).

Il est donc nécessaire de décontaminer des milieux pollués, la bioremédition s’avere

étre une alternative tres intéressante.

I1- Biodégradation des hydrocarbures
11-1- Définition

La biodégradation est I’ensemble des mécanismes de transformation d’un
contaminant en différents sous-produits par I’action des microorganismes. Ce phénoméne peut
S’effectuer a n’importe quel milieu (sol, eau) ainsi que dans différentes phases du polluant

(liquide, solide, gazeuse) (Lecomte. 1995).
I1-2- Types de biodégradation
11-2-1- Biodégradation aérobie

La biodégradation aérobie d'une substance organique est le degré de modification
physique et chimique que subit cette matiere organique par les microorganismes en présence

d’oxygene.
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La premiére étape dans la dégradation aérobie de ces composés est 1’introduction dans
le substrat d’un atome d’oxygene dérive de I’oxygene moléculaire. Cette étape critique est

effectuée par les oxygénases (Olivier et al., 2005).

La figure 3 illustre les processus de biodégradation d’unesubstance organique en

condition aérobie.

Oxidization

Products (CO2, H20..... )= Energy

Organic substances
+ 02 _— Endogeneous respiration

+Microorganism

Synthesis

——» New cytoplasm ——» Residue

Figure 3. Dégradation aérobie de la matiére organique (Bouderhem. 2011).

Celle-ci peut étre affectée par la modification de I'un des facteurs suivants :
- vitesse de dégradation des composés organique,
- quantité de l'oxygene consommée,

- produits résultant de la dégradation,

activité microbienne.
11-2-2- Biodégradation anaérobie

La biodégradation anaérobie d'une substance organique est le degré de modification
physique et chimique que subit cette matiére organique par les microorganismes en conditions

d’anaérobiose (Bouderhem. 2011).
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La figure 4 illustre les processus de biodégradation que subit lamatiére organique en

condition anaérobie.

Decompose products (CH4, CO2.....)

Anaerobic "

Microorganisms
An organic compound —— decompose

Synthesize

——  » New cytoplasm — Residue

Figure 4. Dégradation anaérobie de la matiere organique (Bouderhem. 2011).
11-3- Bactéries dégradant les hydrocarbures

Le sol est composé de matiere minérale provenant de I'érosion des roches et de matiere
organiques : I’humus ; provenant de la décomposition partielle des végétaux.

Le sol comprend des bactéries, des champignons, des protozoaires, des algues et des
virus (Soltani. 2004).

Une grande diversité de bactéries et champignons peut dégrader les polluants
organiques dans le sol, tels que les hydrocarbures et leurs produits de dégradation.
Ces derniers deviennent de nouvelles sources de carbone dans le sol. Les

microorganismes s’en nourrissent et les transforment en eau et en CO».

La biodégradation des hydrocarbures par les microorganismes appelés

« hydrocarbonoclastes » a été mise en évidence des 1946 par ZoBell.

L’existence d’organismes susceptibles de métaboliser les hydrocarbures a été signalée

des le début du 20eme siécle par Sohgen (Gatellier. 1970).

En revanche, la culture de bactéries étant plus rapide, ajouté au fait que les bactéries
assimilent mieux certaines molécules, I’'usage de ces derniéres est préféré. Dans cette optique,

cette synthese traitera donc des bactéries dégradant les hydrocarbures.

9
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Lorsque 1’on nomme les bactéries capables de dégrader les hydrocarbures, presque
tous les clades phylogénétiques sont représentées. Aussi, on retrouve aussi bien des bactéries
Gram négatives que des bactéries Gram positives (Técher. 2011).

On peut y retrouver tous les types de bactéries, des autochtones, des hétérotrophes, des
aerobies ; des anaérobies ; des mésophiles ; des psychrophiles et des thermophiles.

De nombreux genres bactériens ont été recensés et décrits comme aptes a dégrader des
hydrocarbures (Tarayre. 2012).

Tableau 1. Les différents genres bactériens dégradant les hydrocarbures (Tarayre. 2012).

Aeromonas Acetobacter Achromobacter Acinetobacter Actinomyces
Alcaligenes Alcanivorax Bacillus Beneckea Brevibacterium
Burkholderia Corynebacterium Cycloclasticus Cytophaga Erwinia
Flavobacterium Klebsiella Lactobacillus Leucothrix Micrococcus

Moraxella Mycobacterium Nocardia Myxobacterium Peptococcus
Pseudomonas Rhodococcus Sarcina Serratia Shewanella
Spherotilus Xanthomonas

10
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Selon Pelmont (1995), Les caractéristiques des bactéries aptes a biodégrader les

hydrocarbures sont les suivantes :

apte a se reproduire rapidement suite a un entreposage de longue durée,
génétiquement stable,

apte a biodégrader une vaste étendue de polluants pétroliers,

activité  enzymatiqgue et croissance des bactéries dans des
environnementales optimum,

aucun effet secondaire néfaste et produits finaux non toxiques,

63% pigmentés (orange, jaune et rouge),

la majorité des souches batonnées Gram négatives,

32% des bactéries motiles ou mobiles,

20% des bactéries a Gram positives, filamenteux.

11-2- Les Modes d’assimilation des hydrocarbures par la cellule bactérienne

conditions

Il y’a quatre modes d’assimilation bactérienne de 1’hydrocarbure liquide, soit :

par I’utilisation de composés organiques préalablement solubilisés,

par contact direct de la cellule avec le composé organique. Cela peut étre facilité par
des modifications cellulaires telles que la formation de fimbriae ou I’augmentation de
I’hydrophobicité de la surface cellulaire qui favorise I’attachement de la cellule au

composé organique (Maier et al., 2009),

par contact direct avec les microgouttelettes dispersées dans la phase aqueuse,

une assimilation améliorée via la synthése des biosurfactants, qui augmentent la
solubilité¢ des hydrocarbures dans I’eau, ou peuvent encore faciliter I’attachement des

cellules aux hydrocarbures (Maier et al., 2009).

11
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I11- Les biosurfactants
111-1- Définition

Les microorganismes utilisent des hydrocarbures comme source de carbone et
excrétent par la suite une variété de biosurfactants qui sont des produits naturels,

biodégradables et donc respectueux de I'environnement.

Les surfactants (Surface Active Agents) sont des agents a activité de surface
(tensioactifs), synthétises chimiquement ou par voie biologique (biosurfactants) (Al- Arajil
et al., 2007).

Les Biosurfactants sont des composés amphiphiles présents a la surface des cellules
microbiennes, ou sécrétés par voix extra cellulaires. lls contiennent deux fractions; une
fraction hydrophobe non polaire et une fraction hydrophile polaire.

Le groupement hydrophile est constitué dacides amineés, peptides ou de
polysaccharides (mono ou di) et le groupement hydrophobe est constitué d'acides gras saturés
ou non saturés (Desai et Banat.1997).

Ils réduisent la tension de surface et possedent une propriétés d'émulsification donc, ils

sont souvent bio émulsifiants (Deo et al., 2005).

Tensioactif : g ; i =

paxte
Lipophile hydro phile

Micelle :

Partie
by dropkhd ke
cokable \\.A.

dans I'san

Partie
lipopkdle
sohbable
dans 1Ttoaile

Figure 5. Représentation schématique d'une micelle de biosurfactants (Abouseoud. 2008).
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I11-2- Classification

Les biosurfactants sont classés suivant leur nature biochimique en cing grandes

classes : les glycolipides, les lipopeptides, les phospholipides, les liposaccharides et les

lipides neutres.

Les glycolipides, sont constitués d'hydrates de carbone en combinaison avec une
longue chaine d'acides aliphatiques ou d'acides hydroxyaliphatiques. Les glycolipides
les plus étudiés sont les rhamnolipides, les tréhalolipides et les sophorolipides.

Les lipopeptides, sont composés d'un lipide attaché a une chaine polypeptidique.

Les phospholipides, sont formés de groupements alcool et phosphate et de chaine
lipidique.

Les lipopolysaccharides ou polymériques, sont constitués d'une ou plusieurs unites

saccharides et d'acides gras.

Les acides gras et lipides neutres, sont les biosurfactants qui possédent la masse

molaire la plus élevée (Djarbaoui. 2011).

Du fait de leur forte production et de leurs propriétés tensioactives importantes, les

biosurfactants les plus communs et les plus étudiés sont les glycolipides et les phospholipides
(Desai et al., 1997).

13
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(Desai et al., 1997).

Biosurfactants

Organismes

Glycolipides

Rhamnolipides

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas sp.

Trehalolipides

Rhodococcuserythropolis
Nocardiaerythropolis
Mycaobacterium sp.

Sophorolipides

Torulopsisbhombicola
T.apicola
T.pitrophilum
Ustilagozeae
U.maydis

Lipopeptides et lipoprotéines

Peptides-lipides

Bacillus licheniformis

Serrawetine

Serratiamarcescens

Viscosine P.fluoresens
Surfactine B.subtilis
Subtilisine B.subtilis
Gramicidine B.brevis
Polymyxine B.polymyxa

Acides gras, lipides neutres et phospholipides

Acides gras

Candida lepus

lipides neutres

N.erythropolis

Phospholipides

Thiobacillusthiooxidans

Surfactants polymériques

Emulsane

Acinetobactercalcoaceticus

Biodispersane

A. calcoaceticus

Mammane-lipide-protéine

Candida tropicalis

Liposane

C.lipolytica

Hydrate de carbone-protéine-lipides

P.fluorescens
Debaryomycespolymorphis

Protéine PA

P.aerugenosa

Biosurfactants particuliers

Veésicule et fimbriae

A.calcoaceticus

La cellule entiére

Variété de bactéries

14
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I11-3- Applications

Les biosurfactants sont reconnus pour étre non-toxiques, biodegradables et peuvent

étre utilisés dans des conditions extrémes (Banat et al., 2000). C'est pourquoi ils peuvent étre

utilisés dans de nombreux domaines:

environnement, récupération assistée du pétrole, le taux de récupération est 60-95 %
dans des conditions extrémes (Abouseoud. 2008),

agriculture, élimination des pesticides a partir des plantes et des sols, amélioration de
la photosyntheése, croissance des plantes (Abouseoud. 2008),

agroalimentaire, amélioration de la texture et de la saveur des aliments

(Abouseoud. 2008),

antiadhésive, elimination des biofilms bactériens par adsorption de couche de
biosurfactant sur la surface (verre, polymere, acier...) (Abouseoud. 2008),

chimie, détergent domestique et industriel (Abouseoud. 2008),

cosmétique, préparation de cremes hydratantes, préparation de shampoings et savons
riches en huiles essentielles (Abouseoud. 2008),

industrie  pharmaceutique, comme agents thérapeutiques présentant des
activitésantibactériennes, antifungiques et antivirales pour combattre les différentes

maladies infectieuses (Guergouri. 2010).
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I- Présentation de la zone d’étude de prélevement
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Figure 6. Localisation de la région de Hassi Messaoud (Google Map).

I-1- Situation géographique

Le champ de Hassi Messaoud se situe a 798 KM au Sud-Est d’Alger et a 650 KM de
Constantine.

I-2- Situation géologique
Le champ de Hassi Messaoud occupe la partie centrale de la province triasique. De par

sa superficie et ces réserves, il est le plus grand gisement de pétrole d’Algérie et, s’étend sur

prés de 2200 Km? de superficie.
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Il est limité :

- au Nord Ouest par les gisements de Ouargla (Gellala, Ben Kahla et Houd
Berkaoui),

- au Sud Quest par les gisements d’El-Gassi, Zotti et EI Agreb,

- au Sud Est par les gisements Rhoude EI Baguel et Mesdar.

Géologiquement, il est limité :

a I’Ouest par la dépression deOude M’ya,

au Sud par le méle d’Amguid El Biod,

au Nord par la structure Djammaa-Touggourt,

a I’Est par les hauts fonds de Dahar, Rhoude El Baguel et la dépression de

Ghadames.
I-3- Caracteristiques géo climatiques
- Climat : Desertique, une zone éco-climatique aride

- Temperature : 0°C - 47°C.
- Vents dominants :Nord/ Nord-Est

I-4- Historique de recherche

La découverte du champ remonte a 1956 et sa mise enproduction a démarré en 1958.
Depuis cette date, le champ ne cesse de produire.La zone d’étude a été choisie sur la base de

son degré de pollution (banque de donnée Hassi Messaoud).

I1- Prélevement des échantillons

A partir d’échantillon de sol pollué aux hydrocarbures prélevé au niveau de la
raffinerie de Hassi Messaoud prevenant des fuites de stockage et de transport autours des
bacs, des bactéries sont isolées afin d’étre purifiées caractérisées et utilisées dans la

production de biosurfactants.
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Les prélevements ont été effectués a une profondeur de 10 cm a trois distances différentes
des bacs de stockage :

- adistance de 1m,
- adistance de 5m

- prés de la végétation qui pousse autour des bacs.

La stratégie est congue de cette maniere dans l'esprit de faire varier les echantillons prélevés
selon la concentration du polluant.

Les échantillons de sol sont transférés dans des flacons stériles jusqu’au laboratoire.

" metres
\‘ .
L ——— ..

Prés de la végétation
e == =
B e gpc Y5 g ¥ 5 ek
Figure 7. Stratégie du prélévement des échantillons de sol contaminés (Guergouri. 2010).

11-1- Analyse physicochimique du sol

Une observation de la couleur et de la texture du sol a été réalisée au niveau du

laboratoire afin de décrire les caractéristiques physiques.

Peser 20g de sol.

Ajouter 5S0mL d’eau déminéralisée dans un bécher et agiter une minute.

Laisser reposer 2h.

Effectuer la mesure en plongeant 1’¢électrode du pH metre dans le liquide

surnageant.

- Laisser la lecture se stabiliser durant plusieurs secondes et noter les valeurs
(AFNOR).
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11-2- Analyses microbiologiques du sol
11-2-1- Dénombrement de la microflore totale

Afin de dénombrer la microflore totale existante dans les échantillons de sol
contaminés par les hydrocarbures, nous avons procédé a une culture sur bouillon nutritif selon

la technique du dénombrement sur milieu liquide ou (NPP : le nombre le plus probable).

Les prises d’essais de 1’échantillon desdilutions sont incorporées dans un milieu de
culture liquide congu pour permettre la croissance d’un micro-organisme ou de groupe de

microorganismes. La croissance se traduit par 1’apparition d’un trouble du milieu.
Une série de dilution variant de 10™ & 10 a été préparée selon les étapes suivantes :
- préparation de la solution mére

A partir d'un échantillon de sol destiné a I'analyse microbiologique, 1 g de sol est pese
puis introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d'eau physiologique. Le tube est ensuite

agité énergiquement pendant 2 minutes.Lecontenu du tube représente la solution mere,

- préparation des dilutions

Dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau physiologique stérile, est ajouté 1 ml de la
solution mére. Le mélange bien agité représente la dilution 101 ml de cette dilutionmélangé
a 9 ml d’eau physiologique, correspondra a la dilution 102 On continue ainsijusqu'a

I'obtention de la dilution 10°°.
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- ensemencement sur bouillon nutritif

0,1 ml de chaque dilution est ensemencé dans les bouillons correspondant.Une répétition de
trois tubes pour chaque dilution est faite.

Le premier chiffre du nombre caractéristique correspond a la dilution la moins concentré.La

table de Mac Grady pour 3 tubes de dilution permet de lire le NPP correspondant
(www.technobio.fr).

Le matériel :

Tubes de diluant Pipette graduée
de 9 mL

La technique :

Prendre 1 mL

s /w%%%‘/mbw‘ﬁ% L‘% ey P4

Suspension
bactérienne a
mesurer
,_ - 9
10

Dilution : 10° 100° 1077

Figure 8. Schéma d’isolement et dénombrement des bactéries telluriques.

11-2-2- L’isolement

Cette étape nous permet de mettre en évidence la microflore bactérienne dégradante

les hydrocarbures dans les échantillons des sols pollués par les hydrocarbures pétroliers.

A partir de la solution mere 1ml est ensemencé en masse sur milieu M2 (modifi€)
additionné de 1% de pétrole brut comme source unique de carbone puis incubé 24h a 30°c.
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11-2-2-La purification

Aprés 24 h d’incubation, 1’étape de purification des cultures permet d’obtenir des
cultures pures des isolats obtenues.

La sélection est basée sur I'aspect macroscopique des colonies : la couleur, la forme,
lediamétre, I’opacité...etc.

Un échantillon de chaque type de colonie est prélevé et ensuite purifié par repiquages
successifs selon la méthode des stries.

11-2-3- Conservation des souches isolées

Les souches isolées sont conservées dans des tubes a essai contenant de la gélose
nutritive inclinée. Les souches sont ensemencées en stries sur la pente des tubes, puis
incubées a 30°C pendant 24 heures. Les tubes dans lesquels il y a eu une croissance seront
conserves a 4°C pour une durée de 4 a 6 semaines. Afin de pouvoir toujours disposer des

souches viables.
La réactivation doit se faire tous les mois (Bourdon et Marchal.1982).
11-2-3- Caractérisation des souches purifiées

L'identification des souches isolées est réalisée en se basant sur les études

morphologiques et biochimiques.

a- Aspect macroscopique

L’observation de I’aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une premicre

caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de I’identification.
D’apres Joffinet Leyral (2006), les éléments d’identifications macroscopiques sont:

- la forme des colonies : rondes, irrégulicres,...etc,
- la taille des colonies par la mesure du diamétre,

- la couleur de la colonie,

- I’é1évation : convexe, concave, plate,

- Popacité : opaque, translucide ou transparente,

- la surface : lisse, rugueuse, séche, dentelée,...etc.
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b- Aspect microscopique

L’observation microscopique consiste a observer les cellules bactériennes aprés une

coloration au bleu de méthyléne et de Gram.

- Coloration au bleu de méthyléne : permet de visualiser la forme et le mode de
regroupement.
- Coloration de Gram : est une double coloration qui permet de connaitre la forme,

la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées.

Cette coloration permet de classer les bactéries selon leur capacité a fixer le Cristal
violet. Celles qui possédent une couche de peptidoglycane mince sont décolorées lors du
lavage a 1’éthanol (Gram-), alors que celles qui possédent une couche de peptidoglycane

épaisse vont retenir le colorant (Gram+).

La consistance et la valeur de la coloration de Gram correspond a des différences

biochimique entre la paroi des bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif.

I11- Sélection des souches productrices de biosurfactants

I11-1- Test d’émulsification

A fin d’estimer ’activité d’émulsification, la valeur calculée est appelée index
d’émulsion ou E24 en utilisant le pétrole brut et le kéroséne.

Nous ajoutons 4mL de kéroséne coloré et ou de pétrole brut a 4mL de bouillon nutritif,
le tout est vortexé et agité au vortex a la vitesse maximale pendant 2 minutes. Les mesures
sont prises 24h apres.

L’index d’émulsion selon (Tabatabaee et al., 2005) représente la hauteur de 1’émulsion

formé (He) devisée par la, hauteur totale du liquide dans le tube (Ht) multipliée par 100 :

E24 = (He /Ht) .100
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I11-2- Test parafilm M

25l de surnageant bactérien est ajouté a la surface hydrophobe du parafilm. La forme
de la goutte a la surface est appréciée apres une minute et son diamétre et mesuré en se

référant a un méme volume d’cau distillée comme témoin négatif (Hewald,et al., 2005).
I11-3- Déplacement d’huile

Dans une boite de pétri de 10 cm de diametre, on transfert 20 ml d’eau distillée

additionné de 10 ul de pétrole brut et de 10 pl de suspension bactérienne successivement.

Un halo de déplacement de pétrole est observé dont le diamétre formé sera mesuré en cm?
(Morikawa et al., 1993).

On refait les trois tests avec des tubes contenant 5 ml de bouillon nutritif auxquels on

ajoute 1% de pétrole brut les tubes seront partiellement dévissé et agité pendant une semaine.
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IV-Caractérisation biochimique
IV-1- Galerie biochimique

Tableau 3. Les différents tests biochimiques effectués (Joffin et Leyral. 2006).

Milieux de | Test recherché Ensemencement Incubation | Réactifs a Résultats positifs Résultats
culture ajouter négatifs
Fermentation du Rouge brun— Rouge brun
-lactose -pente jaune
-glucose -culot jaune
TSI gélose- | -saccharose -Stries serrées pour - pente rouge
glucose- la pente. 24h a 37°C -culot rouge
lactose- -Simple piqQre pour
saccharose le culot Bulles d’air a Pas de
Production de gaz I’intérieur de la changement
gélose ou fissure de I td
de la gélose © aSPec ©
la gélose
Production de Noircissement Absence de
’H2S noircissement
Eau Production Quelques gouttes de | 24h a 37°C Kovacs Formation d’un Absence
peptonée d’indole a partir la su;pension anneau rouge a la d’anneau ou
(e;qampte du tryptophane bactérienne surface anneau jaune
indole
Production Rouge de jaune—rouge Jaune
d’acétoine a partir méthyl
du glucose Quelques gouttes de (RM) - - mmm
Clark et suspension 24h a 37°C | |
Lubs _ bactérienne S L] _
Production Voges- jaune—rouge a Jaune
d’acide pyruvique Proskawer rose
a partir du glucose (Vpl et
Vp2) " ™ ™
o
Déposer une goutte
d’eau oxygénée sur
une lame et
émulsionner
Recherche Enzyme directement une
de la catalysant partie de la colonie
catalase I’hydrolyse du prélevée avec
peroxyde I’anse. Pas de
d’hydrogéne - ou verser 1ml Dégagement de dé t
formé lors de d’H202 dans une gaz €gagemen
réactions en culture de 24h en de gaz

aérobiose.

bouillon ou sur une
gélose inclinée.
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Milieux de | Test recherché Ensemencement Incubation | Réactifs a Résultats positifs Résultats
culture ajouter négatifs
un disque
détection de la d’oxydase
phényléne- contenant de Apparition d'une
diamine-oxydase | I'oxalate N- coloration
Recherche | enzyme entrant dimethylparanitrop Violette Absence
de ’oxydase | dans divers hényléne-diamine d’une
couples d'oxydo- | est déposé coloration
réduction une lame et mis Violette
encontact avec une
colonie bactérienne
fraichement
cultivée ou bien en
contact avec le
bouillon
-Aérobie strict :
croissance dansla | Apsence de
czjgngeéIscl)JspeetflmelIe croissance
-Anaéraobie strict :
croissance dans la
Gélose Détermination du | Plonger Ieffilure 24h a 37°C zone profonde de
viande foie type respiratoire d’une pipette la gélose ;
(VF) pasteur boutonnée

dans la suspension
bactérienne

- Aéro-anaérobie
facultative :
croissance sur
toute la hauteur de
la gélose.
-Micro-aérophile :
croissance dans
un cylindre de
gélose d’environ
0.5cm de hauteur
et situé a environ
ala2cmdela
surface.
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IV-2- Test d’hydrolyse de ’amidon

L’amidon est un polysaccharide, polymére du glucose o, constitu¢ d’amylose et
d’amylopectine. La gélose a ’amidon est une gélose nutritive, additionnée de 1% d’amidon
de pomme de terre. Elle permet de mettre en évidence la dégradation de ce polysaccharide par
certaines especes appartenant notamment au genre Bacillus et Pseudomonas.

L’ensemencement s’effectue par touche, ’incubation a 30° pendant 1 a 5 jours.
L’hydrolyse de I’amidon s’exprime par un halo d’éclaircissement autour de la colonie.
L’observation est plus nette en inondant la surface du milieu avec du lugol (Delarass. 2014).

IV.3. Test d’hydrolyse de la lécithine
La lécithinase est une enzyme recherchée sur une gélose au jaune d’ceuf coulée en

boite de Pétri ; elle produit une opacification par rupture de I’émulsion du jaune d’ceuf.

Le jaune d’ceuf, substrat complexe, est composé de lécithine, de triglycéride et d’une
lipoprotéine. Il permet donc de rechercher 3 enzymes :la lécithinase, la lipase, et la

lipoprotéinase pour I’identification des genres Pseudomonas, Bacillus et Clostridium.

Ce milieu de culture est préparé en ajoutant 2ml d’une émulsion de jaune d’ceuf et
d’cau physiologique stérile a 20 ml de gélose nutritive, fondue est ramenée a 47+ ou — 2°C,

couler dans les boites de Pétri et laisser solidifier.
Ce test a été effectué pour les isolats Y5 et N6.
Ensemencer en touches avec les souches a étudier.Incuber de 1 a 5 jours a 30°C.
L’aspect de la colonie sur la gélose par ’apparition d’un :
Halo d’éclaircissement autour de la colonie apparaissant en premier : lipoprotéinase positive.
Halo opaqgue blanc jaunatre, bord net sous la colonie ou en limite : lécithinase positive.
Si licithinase - : opacité floue limité a la surface de la colonie : présence d’une lipase.

Si licithinase + : ajout d’une solution saturée de sulfate de cuivre, si coloration bleu vert des

cristaux d’acides gras a la surface de la colonie : présence d’une lipase (Delarass. 2014).
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IV-4-Recherches des Staphylococcus aureus sur gélose Baird-Parker

Apres autoclavage du milieu de base, on ajoute 10 ml d’émulsion de jaune d’ceuf (eau
physiologique et jaune d’ceuf v/v), et une ampoule de tellurite de potassium.

Ce test est effectué pour les coques Gram +

Aprés ensemencement et incubation & 37°C pendant 24 a 48h, trois caracteres sont
lus :

- présence d’une lipoprotéinase par un halo transparent autour des colonies,
- presence d’une lécithinase par un halo trouble autour des colonies.

- reduction du tellurite noir par la couleur de la colonie (Joffin et Leyral., 2006).
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Résultats et discussion

I- Caractéristiques du sol prélevé

I-1- Analyse physicochimique du sol

Figure 9. Echantillon de sol prélevé.

L’observation des prélévements de sol, montre que la couleur et la texture différent d’un
échantillon a un autre, rapportés dans le tableau 4.

Le premier échantillon préleve & une distance de 1 m du bac est de couleur noire et d’une
texture agrégée, compacte et humide, tandis que le deuxieme, prélevé a 5 m du bac est de couleur
cuivre et de texture sableuse ainsi que celui prés de la végétation.

Les échantillons contiennent probablement des concentrations différentes de pétrole.
Logiquement, plus nous nous approchons du bac de stockage, plus la terre est saturée par le

pétrole, chose qui explique la couleur et la texture du premier échantillon.

La mesure du pH au niveau du laboratoire montre des valeurs proches de la neutralité.
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Résultats et discussion

Tableau 4. Caractéristiques physico-chimiques des échantillons de sol.

Bac | Distance pH Couleur Texture
R1 | 1m 6.50 Marron foncé Sableuse humide
R1 | 5m 6.56 Marron clair Sableuse
R1 | Présde la végétation | 7.19 Jaune Sableuse
R3 | 1m 6.69 Marron foncé Sableuse humide
R3 | 5m 6.27 Marron clair Sableuse
R3 | Prés de la végétation | 6.66 Jaune Sableuse

Ce pH proche de la neutralité, favorise la croissance des bactéries et des champignons et
par conséquent assurait un déroulement efficace de la biodégradation des hydrocarbures

(Leahy et Colwell. 1990).

I-2- Analyses microbiologiques du sol
I-2-1- Dénombrement de la microflore totale

Le dénombrement de la microflore totale dans notre échantillon de sol pollué par les
hydrocarbures fait ressortir un taux de :

Bac R3 a une distance de 1m : N = 21.10% unité formant trouble UFT/ml.
Bac R3 a une distance de 5m : N = 9,3.10? unité formant trouble UFT/ml.
Bac R3 Prés de la végétation : N = 7,5.107 unité formant trouble UFT/ml.

Les bactéries de la microflore totale ont développées une adaptation aux polluants, elles se

nourrissent a partir des dérivés du pétrole ce qui explique la charge microbienne élevé prés du bac.
Par contre prés de la végétation les bactéries se nourrissent des produits synthétisés par les plantes.

Tableau 5. Dénombrement de la microflore totale.

Dilution | SM | 10" | 10° | 10° | 10* | 10 | 10° | 107 | 10° | 107
Distance 1m I e e e e B e A e e I
Résultat 1m 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Distance 5m P R T R D T T D .
Résultat 5m 3 1 1 1 1 1 1 1 0 0
Distance | Présdela | +++ | +4- | ++- | ++- | ++- | +-- | === | === | = | ---
vegétation
Résultat | Présde la 3 2 2 2 2 1 0 0 0 0
vegétation
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Résultats et discussion

I-2-2- Caractérisation des isolats purifiés

a- Aspect macroscopique

L’ensemencement sur le milieu M2 additionné de 1% de pétrole brut comme source de
carbone nous a permis d’isoler vingt colonies distinctes par leur aspect, leur taille et leur couleur,
le temps d’adaptation différe d’un isolat a un autre pour accéder a cette source de carbone.

les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 6 figure (10 ; 11; 12 ; 13 ; 14).

Tableau 6. Résultats de 1’étude macroscopique des colonies isolés sur milieu M2 a partir
de I’échantillon du sol contaminé par les hydrocarbures.

Critére
Forme Taille Couleur Contour | Elévation | Opacité Consistance
Isolats | coloniale
N1 Ronde Petite Orange régulier | Convexe | Opaque crémeuse
N2 Ronde Grande Beige régulier | Plate Opaque crémeuse
N3 Ronde Petite Blanche régulier | Convexe | Opaque crémeuse
N4 Ronde Petite Beige régulier | Plate translucide | crémeuse
N5 Ronde Grande Beige régulier | Plate translucide | crémeuse
N6 Ronde Moyen Beige régulier | Plate translucide | crémeuse
N7 Ronde Grande Beige régulier | Plate Opaque crémeuse
beige et
N8 Ronde Moyen diffusion de | irrégulier | Plate Opaque Séche
pigment
jaune
verdatres du
milieu
N9 Ronde Petite Blanche régulier | Convexe | translucide | Crémeuse
N10 Ronde Petite Jaune régulier | Convexe | Opaque Crémeuse
N11 Ronde Petite beige foncé | régulier | Plate Opaque Séche
Y1 Ronde Petite Beige régulier | Plate Opaque Crémeuse
Y2 Ronde Petite transparente | régulier | Convexe | translucide | Crémeuse
Y3 Ronde Moyen Beige régulier | Convexe | Opaque Crémeuse
Y4 Ronde Petite Beige régulier | Convexe | Opaque Crémeuse
Y5 Ronde Moyen Jaune régulier | Convexe | Opaque Crémeuse
Y6 Filamente | Grande Blanche régulier | Plate Opaque Crémeuse
use
Y7 Ronde Petite Blanche régulier | Plate Opaque Crémeuse
Y8 Ronde Petite Blanche régulier | Plate Opaque Crémeuse
Y9 Ronde Petite Jaune régulier | Plate translucide | Crémeuse
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Figure 10. Aspect colonial des isolats N, N2, N3, N4.
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Résultats et discussion

Figure 11. Aspect colonial des isolats N5, N6, N7, N8.
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N9 N10

N11

Figure 12. Aspect colonial des isolats N9, N10, N11.
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Figure 13. Aspect colonial des isolats Y1, Y2, Y3, Y4.
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Y9

Figure 14. Aspect colonial des isolats Y5, Y6, Y7, Y8, Y9.
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Résultats et discussion

b- Aspect microscopique
L’observation microscopique a été réalisé suivant trois étape : apres coloration de Gram,
I’observation a 1’état frais et aprés une coloration des spores.

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau 7 (figurel5).

Tableau 7. Résultats de 1’étude microscopique des souches isolées.

Isolats | Gram | Forme des cellules Arrangement Présence de spores
N1 + Coque Isolées ou en paire _
N2 _ Coccobacille Isolées ou en paire _
N3 _ Coque Isolées ou en paire _
N4 _ Bacille Isolées _
N5 _ Bacille Isolées _
N6 + Gros bacille Isolées ou en chainette +
N7 _ Bacille Isolées _
N8 _ Coque Isolées ou en paire _
N9 _ Coque Isolées ou en paire _
N10 _ Coque Isolées ou en paire _
N1l _ Coque Isolées ou en paire _
Y1l _ Coque Isolées ou en paire _
Y2 _ Coccobacille Isolées ou en paire _
Y3 + Coque Isolées ou en paire _
Y4 _ Coque Isolées ou en paire _
Y5 _ Coque Isolées ou en paire _
Y6 + Gros bacille Isolées ou en chainette +
Y7 _ Bacille Isolées _
Y8 + Coque Isolées ou en paire _
Y9 _ Bacille Isolées _
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N7

N10

Figurel5. Photographie de 1’aspect microscopique des isolats N1, Y6, N10, N7 et la coloration de la

spore pour les isolats N6, Y6 (Gx100).
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11- Sélection des souches productrices de biosurfactants

11-1- Test d’émulsification

Afin de confirmer et d’estimer la production des biosurfactants par les souches isolées
nous avons réalisé le test d’émulsification qui permet de calculer I’indice d’émulsion (Ez4).

D’aprés les résultats obtenus, il en ressort que certaines souches produisent des
biosurfactant avec des différences dans le taux et le type d’émulsion obtenus.

Figure 16. Test d’émulsification du pétrole apres 24h.

Figure 17.Test d’émulsification du kéroséne apres 24h.
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Tableau 8. Comparaison entre I’indice d’émulsification du pétrole et du kéroséne.

Isolats Pétrole Kérosene
T 0 0
N1 0 7
N2 4 0
N3 4 11
N4 14 0
N5 9 11
N6 7 0
N7 0 4
N8 7 0
N9 0 11
N10 0 9
N11 21 7
Y1 11 9
Y2 4 11
Y3 0 19
Y4 0 11
Y5 0 4
Y6 16 0
Y7 11 16
Y8 9 0
Y9 0 0
E
20
15
10 - m Pétrole
m Kéroséne
5 .
0 .
TZZ22222Z222Z55R5RRESS
Isolats

Figure 18. Histogramme représentant I’estimation de la qualité d’émulsion par les valeurs d’E,, du pétrole
et du kérosene de chaque isolat.
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Tableau 9. Résultat de 1’indice d’émulsification du kérosene.

P’indice d’émulsification E,,
Isolats 24h 7 jours
Témoin 0 0
N1 7 23
N2 0 0
N3 11 21
N4 0 0
N5 11 30
N6 0 23
N7 4 30
N8 0 0
N9 11 35
N10 9 42
N11 7 45
Y1 9 30
Y2 11 0
Y3 19 7
Y4 11 33
Y5 4 35
Y6 0 0
Y7 16 28
Y8 0 0
Y9 0 19
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Pour mieux visualiser la différence entre les isolats sélectionnés en termes de productivité
et rendement en biosurfactants, les résultats obtenus par le calcul des E,4 sont représentés sous
forme d’un histogramme (figurel9).

E24 9% 90
40
30
20
m24H
10 ® 7 Jours
0_
—TA AN M <L O~ 0O O A1 AN M S O O~ 0O
zzzzzzzzzgdgd>>>>>>>>>
Isolats

Figure 19. Histogramme représentant 1’estimation de la qualité d’émulsion par les valeurs d’Ey4 du
kéroséne de chaque isolat.

L’index E24 permet une estimation quantitative du taux d’émulsification par les
différents isolats. Certaines bactéries émulsifient totalement la quantité du kérosene ajoutée (N11,
Y5, N9, N5, N7, Y1, Y4) tandis que d’autres forment des émulsions partielles (N1, N3, N6, Y3,
Y7,Y9).

Ces résultats peuvent étre comparés avec les résultats obtenus par Guergouri 1. en 2010,
qui montrent que le taux de biodégradation des hydrocarbures est différent d’un groupe bactérien a
un autre.

Figure 20. Test d’émulsification du kéroséne apres 7 jours.
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11.2.Test parafilm M

- : Résultat négatif /

Tableau 10. Résultat du test de parafilm M.

Isolats

Test de parafilm M

24h 7jours
Témoin _ —
N1 + +
N2 ++ +
N3 + +
N4 ++ +
N5 + +
N6 + _
N7 + +
N8 _ ++
N9 + +
N10 + +
N11 + +
Y1 + -
Y2 - ++
Y3 ++ +
Y4 ++ ++
Y5 ++ +
Y6 ++ +
Y7 + +
Y8 + +
Y9 +

+ : faible production
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Résultats et discussion

L’effondrement de la goutte dépends de la présence de biosurfactants , si le surnageant ne
contient pas de biosurfactants la partie polaire de la molécule d’eau est repoussée par la surface
hydrophobe du parafilm la goutte reste stable, si le surnageant contient le biosurfactant la tension
interfaciale entre la goutte et la surface hydrophobe est réduite, la goutte diffuse.

Ces résultats peuvent étre comparés avec les résultats obtenus par (Walter et al., 2010).
Démontre que la stabilité de la goutte dépend de la concentration en biosurfactant.

Figure 21. Test parafilm M.
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I1-3- Test de déplacement d’huile

Résultats et discussion

La mesure par pied a coulisse a aboutit aux résultats suivant :

Tableau 11. Résultat du test de déplacement d’huile.

Surface en cm?
Isolats
24h 7 jours
Témoin 0 0

N1 0.09 5.21
N2 4.96 6.84
N3 6.97 7.66
N4 2 6.84
N5 8 11.74
N6 3.83 471
N7 3.83 6.21
N8 2.83 7.09
N9 7.85 10.42
N10 4.39 4.08
N11 3.83 6.46
Y1 0 1.44
Y2 0 4.89
Y4 0 7.41
Y5 0 9.04
Y6 3.89 2.95
Y7 3.26 3.01
Y8 0.62 11.55
Y9 0 3.26
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Le déplacement d’huile est une technique rapide et efficace pour la détection de
biosurfactant, I’activité de production a été observée chez nos isolats par ’apparition d’une zone
claire a la surface d’huile-eau, de telle sorte que la zone claire est proportionnelle a la
concentration de biosurfactants produit.

Le taux de production de biosurfactants augmente proportionnellement avec
I’augmentation de I’agitation et 1’aération.

Ces résultats peuvent étre comparés avec les résultats obtenus par (Cipinyte et al., 2011)
qui montrent que le taux de production de biosurfactants différe d’un isolat a un autre.

Amaral. 2010 montre que le taux de production de biosurfactants augmente
proportionnellement avec 1’augmentation de 1’agitation et I’aération.

I11- Caractérisation biochimique
I11-1- Galerie biochimique

Les résultats des tests biochimiques sont regroupés dans le tableau 12.

Tableau 12. Résultats des tests biochimiques.

TSI
Isolats | Indole | Viande | RM | VP [ pente | Culot | Production | H2s | Catalase | Oxydase
fOie de gaz
N1 - AS + - + - - - + -
N2 - AAF + - + + - - - -
N3 - AS + - + - - - + -
N4 - AS + - + + - - + -
N5 - AS + - + - - - + -
N6 - HAF + - + - - - + -
N7 - AAF | + | - + + - - - -
N8 - AS + - - - - - + +
N9 - AS + - - - - - + -
N10 - AS + - - - - - + -
N11 - AAF | + | - + - - - - -
Y1 - AAF + - - - - - + -
Y2 - AS + - - - - - + -
Y3 - AAF | + | - + + - - + -
Y4 - AAF + - - + - - + -
Y5 - AS + - + - - - + -
Y6 - AAF + - + + - - - -
Y7 - AS + | - - - - - + -
Y8 - AAF | + | - + + - - + -
Y9 - AAF + - + + - - ¥ n

+ : Résultat positif /-: Résultat négatif
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I11-2- Interprétation des tests biochimiques

111-2-1- Production d’indole

Certaines bactéries désaminent puis hydrolyse le tryptophane pour donner une molécule
d’indole. L’indole réagit avec la fonction aldéhyde du paradiméthyl amino benzaldéhyde pour
donner un composé coloré en rouge.

Touts nos isolats ne produisent pas d’indole (figure 22).
I11-2-2- le métabolisme respiratoire

a- Type respiratoire

Les résultats obtenus sur le milieu VF montrent que les isolats (N1, N3, N4, N5, N8, N9,
N10, Y2, Y5, Y7) se développent uniqguement dans la partie supérieure du milieu dans les tubes,
se sont des bactéries aérobies strictes. Les autres isolats peuvent croitre tout au long du milieu, il
s’agie donc de bactéries aérobies anaérobies facultatives, tandis que 1’isolat (N6) se développe
dans une zone étroite du milieu situé au dessous de la zone aérobie, donc ¢’est une bactérie micro
aérophile (figure 22).

b- Catalase

En présence d’oxygene moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent a la
formation d’eau oxygénée. La catalase est une enzyme qui dégrade I’eau oxygéné en eau et
OXygene.

Nous avons détecté une catalase chez les isolats (N7, N11, Y6) (figure22).

c- Oxydase

Ce test est basé sur 1’oxydation d’une forme incolore de dérivés N-méthtylés du para (4)
phényléne diamine en leur forme oxydée, semi -quinone rose violacé.
Nous avons détectés une oxydase chez les isolats (N8, Y9) cela signifie qu’elles possédent une
chaine respiratoire (figure 23).
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111-2-3- Etude de la destinée de I’acide pyruvique

Le milieu Clark et Lubs permet de savoir le devenir de 1’acide pyrivique.

Tous nous isolats utilisent la fermentation acide mixte qui se traduit par une couleur rouge apres
adjonction du rouge de méthyle (figure23).

Par contre la réaction de (\VVP) est négative pour tous les isolats (figure 23).

I11-2-4- Le métabolisme glucidique et énergétique

Les isolats (N2, N4, N7, Y3, Y4, Y6, Y8, Y9) fermentent le glucose et produisent assez
d’acide pour que I’indicateur deviennent jaune dans le fond qui est relativement anaérobie mais
non sur la pente.

Les isolats (N1,N2,N3,N4,N5N6,N7,N11,Y3,Y5,Y6,Y8,Y9) ferment le lactose ou le
saccharose font viré la pente au jaune.

Touts les isolats ne produisent pas d’H2S ni de gaz (figure 23).
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Figure 22. A- Test eau peptonée exempte d’indole.
B- Test viande foie.
C1- Test d’hydrolyse de la catalase sur lame.
C2- Test d’hydrolyse de la catalase gélose incliné.
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C1 C2

Figure 23. A- Test RM et VVP.
B-Test TSI.

C1-Test sur disque d’oxydase a partir de colonie.
C2-Test sur disque d’oxydase a partir de bouillon nutritif.
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I11-2- Test d’hydrolyse de I’amidon

Résultats et discussion

Tableau 13. Résultat test d’hydrolyse de I’amidon.

Isolats Révélateur Observation Résultat
N1 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
N2 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
N3 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
N4 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
N5 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
N6 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
N7 Le Lugol Zone rouge a jaune doré au tour

des colonies +
N8 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
N9 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
N10 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
N11 Le Lugol Zone bleu autour des colonies +
Y1 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
Y2 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
Y3 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
Y4 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
Y5 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
Y6 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
Y7 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
Y8 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _
Y9 Le Lugol Zone bleu autour des colonies _

+ : Résultat positif /- : Résultat négatif.
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Résultats et discussion

Figure 24. Test d’hydrolyse de I’amidon.

111-3- Test d’hydrolyse de la lécithine

Figure 25. Test d’hydrolyse de la lécithine.

Résultat : positif pour Y5 en bas / Résultat : négatif pour N6 en haut.
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I-4- Recherches des Staphylococcus aureus sur gélose Baird-Parker

Figure 26. Mise en évidence des Staphylococcus.

Résultat : positif pour Y3 et Y8.

V- Identifications des isolats susceptible de dégrader les hydrocarbures
Afin d’identifié nos isolat, nous nous somme basés sur des clés dichotomiques.

Selon les résultats obtenus, on constate une prédominance des bactéries Gram négatives par
rapport aux Gram positives.

Bacille et coque Gram négatif

— T~

Bacille Coque o_u
Coccobacille
Oxydase + Oxydase - Oxydase + Oxydase -
Nz N
Aérobie Aérobie

Aérobie
stricte

Aérobie
anaérobie

Aérobie

stricte

Aérobie
anaérobie

Aérobie

stricte

anaérobie

facultatif

stricte

facultatit facultatif v
¢ ’ Acietobacter
‘ - -
Pseudomonas || vipbrio || Pseudomonas || Enterobacteriacea | || Neisseria
Maraxella | | |EiiiGrODGIEHiaCEAEH
Kingella

Figure 27. Clé dichotomique pour la différenciation des bacilles et coques Gram négatif.
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Coque Gram positif

Catalase +

-

N

Résultats et discussion

Oxydase + Oxydase -
Production de Staphylocoque

pigment orange

'

Micrococcus

Figure 28. Clé dichotomique pour la différenciation des coques Gram positif.
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Figure 29. Clé dichotomique pour la différenciation des bacilles Gram positif.



Résultats et discussion

Tableau 14. Genres bactériens identifiés.

Isolats Genre présumé
N1 Micrococcus
N2 Enterobacteriacea
N3 Acinetobacter
N4 Acinetobacter
N5 Acinetobacter
N6 Bacillus
N7 Enterobacteriacea
N8 Acinetobacter
N9 Acinetobacter

N10 Acinetobacter
N11 Enterobacteriacea
Y1 Enterobacteriacea
Y2 Acinetobacter
Y3 Staphylocoque
Y4 Enterobacteriacea
Y5 Acinetobacter
Y6 Bacillus

Y7 Acinetobacter
Y8 Staphylocoque
Y9 Pseudomonas
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Conclusion et perspectives

De nombreux micro-organismes sont capables d’utiliser des composés polluants
comme nourriture. Le pétrole brut, qui est déversé dans le sol accidentellement ou de fagon
chronique est constitué de nombreuses et différentes molécules composées essentiellement
d’atomes de carbone et d’hydrogeéne ; ce sont les hydrocarbures.

Ces molécules peuvent étre utilisées, métabolisées, assimilées par certaines bactéries
mangeuses de pétrole et productrices de substances naturelles dénommées surfactants qui
stimulent la formation des émulsions facilitant ainsi 1’acces a la source de carbone complexe

et constituant un processus biologique de remédiation de sol pollué.

Le principal objectif de ce projet était d’isoler et de caractériser sur un plan
phénotypique les bactéries hydrocarbonoclastes autrement dit capables de dégrader le pétrole
brut dans un sol subissant une pollution trés ancienne et continuelle par deversement de ce
dernier autour des bacs de stockage dans une base située au Sud de I’Algérie (région

saharienne aride) dans la Wilaya de Hassi Messoud.

Dans un premier temps nous avons réalis¢é une étude préliminaire concernant d’une
part, la caractérisation physico-chimique et microbiologique du sol pollué et d’autre part la
sélection d’isolats dégradant le pétrole en se basant sur leur capacité a produire les
biosurfactants et enfin, nous nous somme basé sur des clés dichotomiques pour présumer les

genres bactériens.
L’ensemble des résultats que nous avons obtenus se résume ainsi :

- Les résultats d’isolement bactérien de sol contaminé nous ont permis d’isoler vingt
souches bactériennes mangeuses de pétrole brut. Une assimilation qui demande un
certain temps d’adaptation et préparation d’équipement enzymatique pour pouvoir

accéder a cette source de carbone huileuse.
- En se basant sur leurs caractéres macroscopiques, microscopiques et biochimiques

nous avons présumé les genres bactériens suivants : Bacillus, Pseudomonas,

Staphylococcus, Enterobacter, Micrococcus, Acinetobacter.
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Conclusion et perspectives

La réalisation de trois tests : d’émulsification Ezs, déplacement d’huile et parafilm M
nous a permis de suggérer qu’il y’a production de biomolécules spécifiques ayant des

propriétes tensioactives.

La souche la plus productrice de biosurfactants a partir du pétrole est kéroséne est la
souche N11 (coque a Gram négatif) avec un E»4 = 21% et 45% en ce qui concerne le

. . 2
déplacement d’huile est de 6.46 cm “.
En matiere de perspectives, nous préconisons plusieurs volets a I’avenir

Les souches qui ont dégradé le pétrole et qui ont donnés des biosurfactants comme
produits peuvent étre utilisées comme agents de dépollution une fois mieux

caractérisées.

Tester les souches et leur pouvoir dégradant sur les polluants et autres rejets

industriels.

Production, extraction et étude de propriétés biologiques des biosurfactants issus de

I’activité métabolique de différentes souches et ceci vis-a-vis de plusieurs substrats.

Une étape de séquengage aprées amplification de I’ADN 16sdans un but de taxonomie

moléculaire.
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Annexes

Annexe | : Matériel utilisé

1. Matériel du laboratoire

Equipement Verrerie et matériel en plastique
Etuve (Heraeus) Fioles de 50 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml
Autoclave (Webco) Béchers de 1000 ml
pH métre (Sartorius) Boites de pétrie en plastique
Vortex -plaque chauffante (VELP/ Sanijders) Pipettes Pasteur
Centrifugeuse a froid (Sigma) Tubes a essai
Agitateur (GFL) Lames et lamelles
Microscope photonique (Will Wetzlar) Parafilms
Balance analytique (OHAUS) Anse de platine
Bain marrie (Memmert) Pinces (métalliques)

Bec bunsen (Nahita)

Annexe Il : Milieux de culture et reactifs
A. Composition des milieux de culture et tests biochimiques préparés

1. Gélose nutritive

Ingrédients Quantité
Extrait de viande 1,09
Extrait de levure 2,09
Peptone 5,09
Chlorure de sodium 5,09
Agar 15,09
Eau distillée 1000 ml

pH 7,4
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2. Bouillon nutritif

Ingredients Quantité
Peptone 5,009
Extrait de viande de beeuf 2,009
Extrait de levure 1,00 g
Na ClI 5,009
Glucose 1,00 g
Eau distillée 1000 ml
pH 7,2

3. Milieu M2 (modifié) :
Ingrédients Quantité
NH, ClI 2,00 g
KCI 0,109
KoHPO, 1,00 g
CaCl, 0,01¢g
KH,PO,4 0,50 g
FeSO4 7H,O 0,01g
MgSO, 7H20 0,50 g
Extrait de levure 0,50 ¢g
Eau distillée 1000 ml
pH 6,50

4. Clark et Lubs
Ingrédients Quantité
Peptone trypsique 79
Glucose 5¢
K2HPO4 5¢
H20 1L
pH 7.5
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5. Gélose a ’amidon

Ingrédients Quantité
Péptone 59
Amidon 10h

Agar 209

H20 1L

ph 6.8

B. Réactifs et solutions

Alcool,

Disques d’oxydases,
Eau distillée,

Eau oxygénée 10 V,
- Violet de gentiane,

- Fuchsine,

- Vert de malachite,

- Bleu de méthyléne,

- Pétrole brut,

- Huile a immersion,

- Réactifs de Kovacs,

- Solution de lugol,

- HCI,

- NaOH,

- Nitl, Nit2

- Réactif VP 1 et VP 2,
Acétone,

- Kéroséne,

- Oil red (colorant d’huile).
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Annexe |11 :

Coloration de Gram D’aprés SINGLETON(1999), la coloration de Gram s’effectue selon
les étapes suivantes :

- Préparer et fixer un frottis bactérien a la chaleur du bec Bunsen.

- Recouvrir au violet de Gentiane pendant 1 minute. Eliminer I'excés par I'eau courante;
- Ajouter du Lugol : deux bains de 45 secondes, jeter I'exces par l'eau courante;

- Traiter a l'alcool 95° pendant 30 secondes, puis rincage a I'eau;

- Recolorer a la Fuschine pendant 1a 2 minutes, ringage a l'eau puis sechage;

- L'observation se fait en ajoutant de I'huile a immersion ; les bactéries Gram positif se
colorent en violet alors que les Gram négatif se colorent en rose.

Annexe IV :

La coloration de spores s’cffectue, selon les étapes suivantes :

- Réaliser un frottis et le fixer

- Coloration : recouvrir la lame d’une solution de vert de malachite. Chauffer jusqu'a
émission de vapeur. laisser refroidir et chauffer a nouveau .I’opération doit durer 10
minutes ;

- Epreuve : Laver soigneusement ;

- Contre coloration : Recouvrir la lame de fuchsine pendant 1 minute ;

- Laver, sécher entre deux feuilles de papier absorbant ;

- Observer a I’objectif 100 a immersion ;

- Les spores apparaissent en vert foncés, les sporanges en vert pale et les corps
bactériens en rose.

Annexe |V :

Obtention du surnageant :

Le surnageant a été obtenu aprés une centrifugation a 4000 rpm pendant 10 mn a 4°C.



Annexes

Annexe V :

- Table de Mac Grady :

Tables NPP (d'aprés la norme ISO 7218 :1996(F))

Catégorie lorsquele |

Nombre de NPP
résultats positifs nombre d'essais de

mesures est de 1 pour

le lot considére >85% >95% >09% >089%
01010 <030 000 | 094 | 0,00 1,40
0|01 0 0,30 3 001 | 095 | 0,00 1,40
0| 1 0 0,30 2 0,01 | 1,00 | 0,00 1,60
0] 1 1 0,61 0 012 | 170 | 0,05 2,50
0|2 |0 0,62 3 012 | 170 | 005 250
0| 3]0 0,94 0 035 | 350 | 0,18 4,60
1100 0,36 1 002 | 170 | 0,01 2,50
110 1 0,72 2 0,12 |1,70 0,05 2,50
1101 2 1.1 0 04 3.5 0.2 4.6
1 1 0 0,74 1 013 | 200 | 006 2,70
1 1 1 1.1 3 04 3.5 0.2 4,6
11210 1,1 2 04 36 0.2 4.6
1| 2 1 1.5 3 05 38 0.2 52
11310 1,6 3 05 38 0,2 52
21010 0,92 1 015 | 350 | 007 460
2 10 1 1.4 2 04 35 0.2 4.6
2 10| 2 2 0 05 3.8 0.2 5,2
2] 1 0 1,5 1 04 3.8 0.2 5,2
2 11 1 20 2 05 38 0.2 5,2
2 11 2 27 0 09 9.4 0,5 14,2
21210 21 1 05 4,0 0.2 5,6
21 2 1 28 3 09 9.4 05 142
212 | 2 35 0 09 94 05 142
21310 28 3 09 94 05 14,2
2 1 3 1 36 0 09 9.4 0,5 14,2
3 /0] 0 23 1 0,5 9.4 0,3 14,2
3 | 0 1 38 1 09 | 104 0,5 15,7
3 | 0| 2 6.4 3 16 | 181 10 25,0
3 [ 1 0 43 1 09 | 181 05 25.0
3 [ 1 1 75 1 1,7 | 199 11 27,0
3 [ 1 2 12 3 3 36 2 44
3 |1 3 16 0 3 38 2 52
3 | 210 8.3 1 18 | 36,0 12 43,0
3 | 2 1 15 1 3 38 2 52
3 | 2] 2 21 2 3 40 2 56
3 | 2 3 29 3 9 99 5 152
3 | 310 24 1 44 99 3 152
3| 3 1 46 1 9 198 5 283
3 | 3] 2 110 1 20 400 10 570
3| 3 3 =110

autres valeurs

non cité dans la table 1SO 7218 : 1996 (F)
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