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Traitement de sol pollué par les hydrocarbures pétroliers par biostumilation (biochar
_biosurfactant)

Résumé

Cette ¢étude a évalué I’efficacité d’une stratégie de biostimulation et bio augmentation
fondée sur I’action synergique du biochar, des biosurfactants et des micro-organismes
autochtones pour la remédiation des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers issus des
régions de Hassi Messaoud et de Haoud Berkaoui et Rhourd Nouss (Illizi). Dans cette optique,
les souches bactériennes et fongiques hydrocarbonoclastes isolées ont €té immobilisées sur
des biochars synthétisés a partir de feuilles de palmier dattier et de marc de café ; les résultats
expérimentaux ont mis en évidence la supériorité du biochar de feuilles de palmier en termes
de capacité de rétention microbienne, confirmant ainsi son aptitude en tant que support

biologique optimal.

En outre, le traitement appliqué a permis une réduction significative des métaux lourds.
L’¢évaluation du taux de dégradation des hydrocarbures totaux pétroliers (HTP) a montré que
le procédé basé sur le biochar immobilisé associé¢ aux biosurfactants a obtenu le rendement
épuratoire le plus €élevé, atteignant 22,9 %, contre 17,6 % pour le traitement biologique reposant
uniquement sur les micro-organismes. Parallélement, une diminution de la biodisponibilité des
métaux lourds a été observée apres traitement, avec des taux de réduction atteignant 37,25 %
pour le mercure (Hg), 8,70 % pour le chrome (Cr) et 7,84 % pour le plomb (Pb). L’ensemble
de ces résultats met en évidence que la combinaison biochar—biosurfactants—micro-organismes
autochtones constitue une approche biotechnologique efficace, écologique et durable pour la

bioremédiation des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers.

Mots-clés : Biostimulation, Bio augmentation, Biochar, Biosurfactants, Hydrocarbures

pétroliers, Métaux lourds, Bioremédiation.



Treatment of soil polluted by petroleum hydrocarbons by biostumilation (Biochar

_Biosurfactant)

Abstract :

This study evaluated the efficacy of a biostimulation and bioaugmentation strategy based
on the synergistic action of biochar, biosurfactants, and indigenous microorganisms for the
remediation of soils contaminated with petroleum hydrocarbons in the Hassi Messaoud, Haoud
Berkaoui, and Rhourd Nouss (Illizi) regions. Hydrocarbonoclastic bacterial and fungal strains
were immobilized on biochars synthesized from date palm leaves and coffee grounds.
Experimental results demonstrated the superiority of date palm leaf biochar in terms of

microbial retention capacity, confirming its suitability as an optimal biological support.

Furthermore, the applied treatment enabled a significant reduction in heavy metal
content. The evaluation of total petroleum hydrocarbon (TPH) degradation rates showed that
the process utilizing immobilized biochar combined with biosurfactants achieved the highest
purification yield, reaching 22.9%, compared to 17.6% for biological treatment using only
microorganisms. Concurrently, a decrease in heavy metal bioavailability was observed post-
treatment, with reduction rates reaching 37.25% for mercury (Hg), 8.70% for chromium (Cr),
and 7.84% for lead (Pb). These findings indicate that the combination of biochar,
biosurfactants, and indigenous microorganisms constitutes an effective, ecological, and

sustainable biotechnological approach for the bioremediation of petroleum-contaminated soils.

Keywords: Biostimulation, Bioaugmentation, Biochar, Biosurfactants, Petroleum

Hydrocarbons, Heavy Metals, Bioremediation.
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Introduction générale

La contamination des sols par les hydrocarbures pétroliers constitue aujourd'hui 1'une des
problématiques environnementales les plus préoccupantes a I'échelle mondiale. L'essor rapide
des activités industrielles liées a I'exploration, a l'extraction et au raffinage du pétrole a
engendré des perturbations profondes de I'équilibre des écosystémes terrestres, compromettant
les propriétés physiques, chimiques et biologiques des sols, et menagant la santé des

organismes vivants ainsi que la durabilité des ressources naturelles (Fuentes et al., 2014 ) .

En Algérie, la région de Hassi Messaoud représente l'un des poles pétroliers les plus
importants du pays, ou l'exploitation intensive des ressources souterraines a conduit a une
contamination chronique des sols environnants. Les prélévements effectués au niveau du puits
pétrolier OMM?763 ainsi qu'au sein de la zone de Haoud Berkaoui témoignent d'une pollution
avérée par les hydrocarbures totaux du pétrole (HTP).Incluant les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) et les composés monocycliques de type BTEX (Benzene, Toluéne,
Ethylbenzéne, Xyléne). Ces polluants, en s'accumulant dans les horizons pédologiques, altérent
significativement la structure des agrégats du sol, réduisent la disponibilité des nutriments et
inhibent les communautés microbiennes autochtones, compromettant ainsi les fonctions

¢cosystémiques fondamentales du sol. (Boudiaf et al., 2023)

Face a 'ampleur de ce phénomene, les techniques de remédiation conventionnelles de
nature physico-chimique — se révelent souvent coliteuses, peu sélectives et susceptibles de
générer des impacts environnementaux secondaires indésirables. C'est pourquoi la
bioremédiation s'est imposée comme une alternative écologique, efficiente et économiquement
viable. Parmi les stratégies biologiques disponibles, la biostimulation occupe une place centrale
: elle consiste a stimuler l'activité¢ des microorganismes indigenes déja présents dans les sols
contaminés, en leur apportant les conditions favorables a leur développement et a I'expression

de leurs capacités cataboliques vis-a-vis des hydrocarbures (Gilan et al., 2022) .

Dans ce contexte, le biochar — matériau carboné issu de la pyrolyse de la biomasse
végétale en conditions hypoxiques — présente des propriétés physico-chimiques remarquables
: une grande surface spécifique, une porosité €élevée et une capacité d'adsorption prononcée.
Ces caractéristiques en font un support d'immobilisation microbienne privilégié, permettant de
concentrer et de protéger les populations bactériennes et fongiques impliquées dans la
dégradation des polluants organiques. La présente ¢tude exploite deux sources de biomasse

locales et disponibles ,les feuilles de palmier dattier (Phoenix dactylifera) et le marc de café

14



(Coffea arabica) ou (Coffea robusta) pour la production de biochar, valorisant ainsi des sous-

produits agro-industriels dans une perspective d'économie circulaire .

Par ailleurs, I'utilisation de biosurfactants ( molécules tensioactives d'origine microbienne
) est envisagée comme complément a la biostimulation. Ces composés amphiphiles facilitent
la biodisponibilité des hydrocarbures hydrophobes en réduisant leur tension interfaciale,
augmentant ainsi leur accessibilité aux enzymes microbiennes dégradantes. La synergie entre
biochar, biosurfactants et consortiums microbiens autochtones constitue ainsi le socle de la

stratégie thérapeutique proposée dans cette étude .

C'est dans ce cadre scientifique et environnemental que s'inscrit la problématique centrale
de ce travail : dans quelle mesure les microorganismes autochtones isolés a partir de sols
contaminés par les hydrocarbures pétroliers, immobilisés sur un biochar d'origine végétale
locale et associés a des biosurfactants, sont-ils capables d'assurer une bioremédiation efficace,

reproductible et écologiquement durable de ces sols pollués ?

Pour répondre a cette question, la présente recherche poursuit plusieurs objectifs
complémentaires : (I) l'isolement et la caractérisation morphologique, biochimique et
fonctionnelle des souches bactériennes et fongiques autochtones a potentiel dégradant ; (I) la
préparation et la caractérisation physico-chimique du biochar issu de deux biomasses végétales
locales ; (III) I'immobilisation des consortiums microbiens sur ce biochar et la vérification de
I'adhésion cellulaire par mesure de la densité optique ; et (IV) 1'évaluation comparative de
l'efficacité de traitement des sols pollués selon différents dispositifs expérimentaux incluant

biostimulation par biochar enrichi, inoculation directe et témoin sans apport exogene .

Le présent mémoire est structuré en trois chapitres. Le premier chapitre développe la
synthése bibliographique ; il aborde successivement les généralités sur le sol et ses propriétés
physico-chimiques, la pollution des sols par les hydrocarbures pétroliers et ses impacts
écosystémiques, les différentes techniques de bioremédiation microbiologique, ainsi que le role
du biochar dans la stimulation et la modulation des communautés microbiennes du sol. Le
deuxieme chapitre décrit le matériel et les méthodes expérimentales mis en ceuvre, tandis que
le troisieme chapitre présente et discute les résultats obtenus. Enfin, le travail se clot par une

syntheése des apports scientifiques de I’étude et les perspectives envisagées.
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Chapitre I :

I.1. Pollution par les hydrocarbures pétroliers

La pollution des sols est définie comme 1’accumulation dans les milieux de composés
toxiques persistants, de produits chimiques, de sels, de matériaux radioactifs ou d’agents
pathogenes, qui ont des effets néfastes sur la croissance des plantes et la santé des animaux
(Okrent, D., 1999) Ces composés different toutefois par leur nature chimique, leur structure
moléculaire et leur comportement dans le sol, ce qui influence fortement leur degré de
persistance et de biodégradabilité. Certains polluants, tels que les hydrocarbures aliphatiques
simples ou certains composés organiques biodégradables, peuvent étre relativement
rapidement décomposés par 1’activité microbienne du sol. En revanche, d’autres substances,

notamment les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) (Kebede et al., 2021).

I.1.1.Hydrocarbures pétroliers

Les hydrocarbures sont des composés organiques contenant exclusivement des atomes
de carbones (C) et d'hydrogeéne (H), le terme « hydrocarbure pétrolier » est un terme générique
qui désigne les mélanges de composés organiques présents dans des maticres géologiques
comme 1’huile, le bitume et le charbon ou dérivés de ces matiéres. Ils constituent la fraction la
plus importante d'un brut pétrolier, ils représentent entre 65 et 95 % de la plupart des pétroles
bruts. Ces hydrocarbures peuvent étre classés en quatre familles principales qui sont présentes
en proportions variables selon leur origine : les hydrocarbures saturés (30 a 70 %), les
hydrocarbures aromatiques et poly-aromatiques (20 a 40 %), les composés polaires (5 a 25 %)
et les asphaltenes (0 a 10 %) (Guermouche et al.,2015).

I.1.2. Fluide de forage

1.1.2.1.Définition

Le fluide de forage, appel¢ aussi boue de forage, est un systeme composé de différents
constituants liquides (eau, huile) et/ou gazeux (air, gaz naturel) contenant en suspension
d'autres additifs minéraux et organiques (argiles, polymeres, tensioactifs, déblais, ciments,
etc.), ces produits doivent conférer a la boue des propriétés qui permettent d’obtenir des
rendements élevés au cours des forages (Aitoumeraci., 2020) .

I.1.2.2 .Classification des fluides de forage

Les fluides de forage sont classés en trois catégories principales selon la nature du fluide

de base utilisé dans leur formulation : 1'air, I'eau ou I'huile (Aitoumeraci., 2020).
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a) Fluides de forage a base de gaz

Ce sont des fluides dont la phase continue est constituée d'un gaz, généralement mélangé
avec de l'eau en proportions variables. Le gaz utilisé peut étre de 1'air ou du gaz naturel. Ces
fluides se présentent sous forme de mousse ou de brouillard (Aitoumeraci., 2020).

b) Fluides de forage a base d'eau

Ces fluides sont couramment désignés par l'appellation anglo-saxonne « Water-Based
Muds » (WBM). Ils sont dans la majorité des cas constitués de suspensions de bentonite dans
'eau, avec des concentrations généralement comprises entre 30 et 60 g/L (Aitoumeraci.,
2020).
¢) Fluides de forage a base d'huile

Les fluides a base d'huile, généralement dénommés « Oil-Based Muds » (OBM), sont des
systémes dans lesquels la phase continue est constituée d'une huile minérale (pétrole brut, fuel,
gasoil, etc.), tandis que la phase dispersée est composée d'eau. La phase continue la plus
couramment utilisée jusqu'aux dernieres années était le gasoil (Aitoumeraci., 2020 ).

1.1.3. Bourbiers

Sur les champs pétroliers, les systémes a base d'eau (WBM) sont généralement employés

pour le forage des premicres phases du puits, tandis que des systémes a base d'huile (OBM)
sont utilisés pour les phases ultérieures.
L'utilisation du gasoil comme constituant majeur dans une formulation de boue a base d'huile
varie en fonction du rapport huile/eau. Pour un volume de 1 m? de boue formulée, ce rapport
peut osciller entre 50 % et plus de 90 % par rapport au volume total de la boue préparée
(Khodja., 2008).

A la sortie du puits, le fluide de forage remonte charger de déblais de forage. Ces déblais
sont séparés du fluide de forage par un procédé de tamisage. Les déblais solides ainsi séparés
sont généralement stockés dans une grande excavation spécialement réalisée a cet effet,

communément appelée bourbier (Aitoumeraci., 2020 ).
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Figure 1 .Bourbier pétrolier dans la région de Haoud Berkaoui, Ouargla.

1.1.4. Effets des hydrocarbures sur les sols

Les hydrocarbures pétroliers sont principalement constitués de carbone et d’hydrogene,
accompagnés parfois de faibles proportions de soufre, d’azote et d’oxygene. Leur accumulation
dans le sol entraine une perturbation importante des propriétés physico-chimiques et
biologiques du sol, ce qui affecte directement son fonctionnement écologique et sa fertilité

(Majeed et al., 2025).

La présence de ces composés dans le sol provoque un déséquilibre du rapport
carbone/azote (C/N), entrainant une carence en azote assimilable par les microorganismes.
Cette situation limite leur activité métabolique et ralentit les processus naturels de
décomposition de la matiere organique et de recyclage des €léments nutritifs essentiels au

maintien de la fertilité du sol (Haider et al., 2021).

Par ailleurs, les hydrocarbures pétroliers modifient les propriétés physiques du sol en
réduisant sa porosité, sa perméabilité et sa capacité de rétention en eau. Leur caractere
hydrophobe favorise I’obstruction des pores du sol et diminue I’infiltration de I’eau et de
I’oxygeéne vers les horizons profonds, ce qui crée des conditions défavorables au
développement des microorganismes aérobies et a la croissance racinaire des plantes

(Kuppusamy et al., 2017; Sakshi &Haritash., 2019).En outre, la contamination par les

hydrocarbures entraine une diminution de la biomasse microbienne et de la diversité des
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communautés microbiennes du sol. Certaines fractions toxiques, notamment les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP), peuvent inhiber 1’activité enzymatique du sol et perturber
les cycles biogéochimiques du carbone, de I’azote et du phosphore, affectant ainsi la qualité

biologique du sol (Alrumman et al., 2015) .

De plus, plusieurs études ont montré que la contamination par les hydrocarbures
provoque des effets phytotoxiques importants, notamment la réduction du taux de germination
des graines, I’inhibition de la croissance racinaire et la diminution de la teneur en chlorophylle
des plantes. Ces effets contribuent a la dégradation progressive de la productivité agricole des

sols contaminés (Haider et al., 2021) .

Enfin, la persistance des hydrocarbures dans le sol peut favoriser leur migration vers les
nappes phréatiques et entrainer une contamination secondaire des ressources en eau
souterraine. Cette situation représente un risque environnemental majeur pour les écosystémes
terrestres et aquatiques et souligne la nécessité de développer des stratégies efficaces et

¢cologiques de remédiation des sols contaminés (Varjani., 2017) .

La contamination des sols par le pétrole et ses dérivés altére de maniére significative
'ensemble des propriétés édaphiques, incluant les paramétres physiques, physico-chimiques et
chimiques (Zahermand et al., 2020). L'ampleur de ces modifications dépend étroitement de
la nature du sol, de son état initial, ainsi que du type et de la concentration du contaminant.
Sous I'effet de la pollution et de la formation d'un film pétrolier enrobant les particules de terre,

la couleur du profil pédologique vire au gris ou au brun foncé (Abu-Khasan et al., 2021).

Cette modification chromatique de la surface réduit les propriétés de réflexion lumineuse
du sol (Salimnezhad et al., 2021). On observe toutefois que 1'albédo des sols pollués augmente
proportionnellement au temps, sous l'effet de la transformation des hydrocarbures, un
phénomene qui favorise un réchauffement plus important de ces substrats. En raison de
I'enrobage des particules par des films hydrophobes composés de molécules pétrolieres a haut
poids moléculaire, le sol perd sa capacité d'absorption et de rétention d'eau. Il en résulte une

diminution considérable de la conductivité et de la capacité hydrique.

L'accentuation de I'hydrophobie provoque le desséchement des couches superficielles
contaminées, tandis que les horizons inférieurs, plus propres, subissent une humidité excessive.
Ce déséquilibre hydrique et gazeux favorise l'installation de processus anaérobies (Wang et

al., 2021 ; Hewelke et al., 2018). Ces conditions hydriques anormales réduisent la solubilité
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et la biodisponibilité¢ des oligo-¢léments pour la végétation, inhibant ainsi les processus de

nitrification et d'ammonification.

Par ailleurs, les eaux adjacentes aux zones pétrolieres présentent souvent de fortes
concentrations en sodium. Les ions sodium intégrent le complexe adsorbant du sol et se
substituent aux cations régulateurs de pH, entrainant ainsi une élévation du pH du sol
(Camenzuli et al., 2015 ; Klamerus-Iwan et al., 2015). Le pétrole altére également les
propriétés rédox : le défaut d'aération et I'anaérobiose en profondeur abaissent le potentiel

d'oxydoréduction, pouvant causer un engorgement, voire un ennoiement de la surface.
1.2. Bioremédiation des sols pollués par les hydrocarbures

La bioremédiation est une approche efficace, économique et écologique, qui a
progressivement gagné en popularité pour la minéralisation des contaminants organiques dans
les eaux usées (Aragaw., 2021) et les sols (Sayara et Sanchez., 2020). En particulier, la
bioremédiation des sols contaminés par les PHCs a suscité un intérét croissant en raison de son
caractere respectueux de I’environnement (Roy et al., 2018). Les microorganismes jouent un
role essentiel dans la biotransformation des mélanges complexes de polluants lors de la

restauration des sols contaminés (Macaulay et Rees., 2014).

La littérature scientifique montre qu’un grand nombre de microorganismes (bactéries,
champignons et certaines algues), ainsi que diverses especes végétales, sont capables de
minéraliser complétement les PHCs en CO-, H20, composés inorganiques, protéines cellulaires
et composés organiques simples présents dans le sol et I’eau (Das et Chandran., 2011).
Cependant, I’activité biologique des microorganismes est influencée par de nombreux facteurs
environnementaux, notamment les sources d’énergie, la biodisponibilité, la bio activité, la
biochimie, la disponibilité¢ en oxygene et en nutriments, le pH, la température et I’inhibition

métabolique (Kebede et al., 2021).

1.2 1. Role des microorganismes dans la dégradation des hydrocarbures
Les microorganismes constituent un ¢élément clé du fonctionnement des sols, en
intervenant activement dans la décomposition de la matiére organique, le recyclage des

¢léments nutritifs et la biodégradation des polluants (Kebede et al., 2021).
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1.2.1.1. Microorganismes dégradant les hydrocarbures aliphatiques

Les microorganismes capables d’oxyder les hydrocarbures aliphatiques sont
essentiellement des bactéries et diverses levures présentes en abondance dans les sols

(Aitoumeraci., 2020).

a) n-alcanes

La dégradation des hydrocarbures aliphatiques par les microorganismes alcanotrophes
montre une spécialisation dépendant de la longueur de la chaine hydrocarbonée (Guermouche,
2015 ; Fuentes., 2014). Dans le cas du gasoil, les alcanes a longue chaine (C10 a C20) sont
généralement mieux assimilés et plus rapidement biodégradés par les microorganismes que les

alcanes a chaine moyenne (Aitoumeraci., 2020).

Les bactéries capables d’utiliser ce type de substrat appartiennent principalement aux
genres Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia et surtout Rhodococcus, connus pour leur
efficacité dans la dégradation des hydrocarbures a longue chaine. Par ailleurs, certaines
bactéries Gram négatif, notamment Pseudomonas et Alcaligénes, participent également

activement a la biodégradation de ces composés pétroliers (Aitoumeraci., 2020).
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Figure 2 .Structures squelettiques (ou liaisons carbone-carbone) des n-alcanes présents dans
le pétrole (D'apreés Hunt., 1996).
b) Les iso-alcanes:

La biodégradation des iso-alcanes est généralement plus lente que celle des n-alcanes en
raison de leur structure ramifiée, qui limite D’attaque enzymatique initiale par les
microorganismes alcanotrophes. En effet, la ramification de la chaine carbonée réduit
I’accessibilité des enzymes oxydatives, notamment les monooxygénases, responsables de
I’oxydation terminale des hydrocarbures aliphatiques. Ainsi, la dégradation des iso-alcanes
nécessite souvent 1’intervention de microorganismes spécialisés appartenant a des genres tels
que Rhodococcus, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas et Acinetobacter, capables
d’utiliser ces composés comme source de carbone et d’énergie en conditions aérobies. Par
conséquent, la biodégradabilit¢ des hydrocarbures aliphatiques suit généralement I’ordre
suivant : n-alcanes > iso-alcanes > cycloalcanes, ce qui reflete I’influence directe de la structure
moléculaire sur leur vitesse de dégradation dans les sols contaminés par les hydrocarbures

pétroliers (Fuentes et al., 2014 ; Guermouche et al., 2015).
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Figure 3 .Structures des iso-alcanes (alcanes a chaine ramifiée) présents dans le pétrole
(D'apres Hunt., 1996).
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1.2.1.2. Microorganismes dégradant les hydrocarbures aromatiques

La biodégradation des hydrocarbures aromatiques est généralement plus lente et plus
complexe que celle des hydrocarbures aliphatiques en raison de la stabilité ¢levée du noyau

benzénique (Guermouche et al., 2015).

Cette structure aromatique confére une résistance importante a 1’attaque enzymatique

microbienne, ce qui limite leur biodégradabilité dans les sols contaminés (Fuentes et al., 2014).

Toutefois, certaines bactéries spécialisées appartenant notamment aux genres
Pseudomonas, Rhodococcus, Mycobacterium, Acinetobacter et Bacillus sont capables de
dégrader ces composés en conditions aérobies grace a I’action d’enzymes spécifiques telles

que les dioxygénases, initiant I’ouverture du cycle aromatique (Guermouche et al., 2015).

La dégradation des hydrocarbures aromatiques dépend fortement de leur poids
moléculaire, les composés monocycliques (BTEX) étant généralement plus facilement
biodégradables que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), plus persistants dans

I’environnement (Fuentes et al., 2014 ).

CH.
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Figure 4 .Structures chimiques du groupe d'hydrocarbures mono aromatiques connus
collectivement sous le nom de BTEX (Montoya et al., 2018).
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1.2.1.3 Microorganismes dégradant les cycloalcanes

La biodégradation des cycloalcanes dans I’environnement est généralement plus lente et
plus difficile que celle des alcanes linéaires, en raison de la stabilité de leur structure cyclique,
qui rend D’ouverture de I’anneau récalcitrante a 1’attaque enzymatique (par exemple
cyclohexane) . Sous conditions aérobies, certaines bactéries isolées, notamment des souches
de Pseudomonas ont montré la capacité de transformer ces cycloalcanes en alcools cycliques
puis en cétones, indiquant une activité enzymatique spécialisé . Dans des environnements
anaérobies, la dégradation peut se produire via une activation par addition a la fumarate,
produisant des dérivés tels que le cyclohexylsuccinate, une étape catalysée par des bactéries

réductrices de sulfates affiliées au groupe Desulfosarcina-Desulfococcus (Jaekel et al., 2015).

Cette résistance relative fait que les cycloalcanes sont généralement plus persistants dans
les sols contamings par rapport aux alcanes linéaires et iso-alcanes, les rendant des indicateurs
de pollution durable.

cycloalcane
Cn H 2n

cyclopropane

o
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Figure 5 .Structures des cyclo-alcanes présents dans le pétrole (D'apres Hunt., 1996).
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1.2.2. Différentes techniques de bioremediation

1.2.2.1. Atténuation naturelle

L’atténuation naturelle désigne la dégradation des sols contaminés par un ensemble de
processus naturels (biologiques, chimiques et physiques), sans intervention humaine directe.
Dans les environnements tres froids comme 1’ Arctique, ce processus est trés lent en raison des
basses températures, de la faible activité microbienne et des contraintes environnementales, ce

qui limite I’efficacité de la biodégradation naturelle des hydrocarbures (Géngora et al., 2022).

1.2.2.2 Bioaugmentation

La bioaugmentation est une méthode consistant a appliquer des microorganismes
autochtones ou allochtones, de type sauvage ou génétiquement modifiés, sur des sites de
déchets dangereux pollués afin d’accélérer 1’élimination des composés indésirables (Mrozik
& Piotrowska-Seget., 2010).1a figure(f 6) illustre le processus de bioaugmentation. La
bioaugmentation est principalement réalisée dans les environnements contaminés par des

hydrocarbures, en tant que stratégie alternative de bioremédiation.

La bioaugmentation repose sur I’introduction de microorganismes capables de dégrader
les polluants afin d’augmenter la vitesse et/ou le degré de biodégradation des contaminants
complexes présents dans les sites pollués. Cette stratégie permet de renforcer la communauté
microbienne indigene du sol contaminé, ce qui favorise une élimination plus efficace des

polluants (Goswami et al., 2018 ; Adams et al., 2015).

En outre, la bioaugmentation contribue a 1’augmentation du potentiel génétique
fonctionnel du site contaminé, en enrichissant le réservoir de genes impliqués dans la
dégradation des composés polluants. Ainsi, cette approche entraine une amélioration de la
diversité génétique microbienne, laquelle peut étre renforcée davantage par 1’augmentation de
la diversité des populations microbiennes introduites dans le milieu contaminé (Goswami et

al., 2018).
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Microorganismes
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Environnement contaminé
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indigenes
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° ‘ —> Souches introduites réussie

] —> Contaminant

Environnement exempt de contaminants

Figure 6.Schéma de principe du procédé de bioaugmentation pour la décontamination d'un
milieu (Goswami et al., 2018).

Tableau I .Microorganismes utilisés dans les études de bioaugmentation (Goswami et al.,

2018)
Microorganismesutilisés Polluants degrades
Pseudomonas putida PaW340/pDH5 4 chlorobenzoic acid
Cupriavidusnecator RW112 Chlorobenzoates
Burkholderia xenovorans LB400 (ohb) Arochlor 1221 and 123294
Arochlor 124295
Pseudomonas putida KT2442 Napthalene
Rhodococcus sp. StrainRHA 1 4-chlorobenzoate
Eschirichia coli AtzA Atrazine
Rhodococcussp.F92 Various petroleum products
Arthrobacter, Burkholderia, Pseudomonas, | Petroleum hydrocarbons
Rhodococcus etc.

1.2.2.3. Biostimulation

La biostimulation est une technique de rémédiation qui se distingue par son efficacité,
son faible colit et son caractére écologique. La biostimulation consiste en I’apport de nutriments
limitants, tels que le phosphore, 1’azote, 1’oxygeéne ou des donneurs d’électrons, sur des sites
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fortement pollués afin de stimuler les bactéries existantes pour dégrader les contaminants
dangereux et toxiques (Tyagi, da Fronseca& de Carvalho., 2010 ; Elektorowicz., 1994 ;
Rhykerd et al., 1999). La figure 06 illustre le processus de biostimulation.

Aout de
Nutriments

[11 Environnement Contaminé
[Al Contaminant

)"0 [Bl Microorganismes

Indigénes 2] Remédiation
‘ ‘ ‘ [C] Souches Réussie

Nouvellement

Développées

@ D] Nutriments

[3] Environnement Sain

Figure 7 .Schéma de principe du procédé de biostimulation pour la décontamination d'un
milieu (Goswami et al., 2018)

1.2.2.4. Combinaison Biostimulation et Bioaugmentation

C’est un procédeé utilisant des micro-organismes pour dégrader ou immobiliser les
polluants, notamment les hydrocarbures. Elle repose sur des réactions biologiques de type
oxydoréduction permettant la transformation des composés organiques complexes en produits
simples (minéralisation). Son efficacité dépend de plusieurs facteurs, tels que la présence de
micro-organismes adaptés, la disponibilité en nutriments, et les conditions environnementales
(oxygene, accepteurs d’électrons), les communautés microbiennes autochtones jouent un role
clé grace a leur capacité d’adaptation aux polluants, tandis que 1’utilisation de consortiums
microbiens permet d’élargir le spectre de dégradation des hydrocarbures. Globalement, elle

constitue une méthode efficace, écologique et durable pour le traitement des sols contaminés
(Gilan et al., 2022) .
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1.3.Role du biochar dans la stimulation et la modulationdes communautés microbiennes

du sol

L.3. Biochar

Le biochar est un matériau carboné issu de la conversion thermochimique de la biomasse
dans des conditions limitées en oxygene (Hou., 2021a, 2021b). Le chauffage de la biomasse,
utilisée comme matiére premicre, a une température optimale (température de pyrolyse)
pendant une durée déterminée (temps de résidence), avec une vitesse d’élévation de
température appropriée (vitesse de chauffage), permet d’obtenir le biochar comme produit

solide, accompagné de sous-produits tels que le bio-huile et le gaz de synthése (syngaz).

Généralement, le rendement en biochar se situe entre 30 % et 60 % (Al-rumaihi et al.,
2022 ; Elkhalifa et al., 2022). Grace a sa production durable a partir d’une grande variété de
matériaux résiduels, le biochar est disponible a I’échelle mondiale et ne nécessite pas
d’exploitation miniére, contrairement a deux supports commerciaux couramment utilisés, la
tourbe et la vermiculite, dont 1’extraction constitue un inconvénient majeur (Herrmann et

Lesueur., 2013 ; Schoebitz et al., 2013).

1.3.1. Interet de biochar

Le biochar se distingue par ses multiples avantages pour l'environnement et
l'agriculture, contribuant au combat contre le changement climatique, 1'amélioration de la
fertilité des sols, la sécurité alimentaire et la réduction de la pollution. Il est économique,
coltant moins que le charbon actif et ne nécessite pas de traitement d'activation (Banu et
al.,2023). Sa capacité d'adsorption des contaminants, due a ses groupes fonctionnels oxygénés
et sa grande capacité d'échange ionique, le rend supérieur aux charbons actifs. Il stimule
l'activité microbienne, conserve l'eau, améliore la porosité et réduit la perte de nutriments, tout

en étant riche en nutriments lorsqu'il est produit a partir de déchets organiques (Xu et al.,2023).

1.3.2. Mécanismes d'interaction entre le biochar et les communautés microbiennes du
sol

Les interactions des micro-organismes avec le biochar peuvent €tre comprises a travers

plusieurs mécanismes fonctionnels majeurs :

a) Efficacité de dégradation
Certains groupes microbiens, en particulier les Actinobactéries et les champignons,

possédent des systémes enzymatiques performants leur permettant de dégrader des composés
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organiques complexes tels que la lignine et la cellulose, entrainant ainsi des modifications
progressives des surfaces du biochar au cours du temps (Hsin et al. 2025). Les champignons
ligninolytiques, par exemple, sécrétent des enzymes oxydatives, notamment des peroxydases
et des laccases, qui favorisent I’oxydation de la surface du biochar, augmentant ainsi sa porosité
et son potentiel de rétention des nutriments. De méme, les bactéries solubilisatrices du
phosphore améliorent la biodisponibilité de cet élément en métabolisant les acides organiques

adsorbés sur le biochar (Wang et al. 2025 ; Zhang et al. 2025).

b) Adaptabilité environnementale

Les communautés microbiennes présentent des tolérances variables aux conditions
environnementales telles que le pH, I’humidité et le potentiel rédox. Le biochar contribue a la
régulation de ces parametres en tamponnant ’acidité du sol, en améliorant la capacité de
rétention en eau et en créant des microenvironnements microaérophiles(He et al. 2022) Les
microorganismes acidophiles peuvent se développer dans les sols acides amendés en biochar,
tandis que les rhizobiums fixateurs d’azote bénéficient de la neutralisation du pH dans les sols
alcalins (Hailegnaw et al. 2019 ; Huang et al. 2023) En outre, la matrice poreuse du biochar
offre des refuges protecteurs permettant aux microorganismes sensibles a la sécheresse de

mieux résister aux conditions de stress hydrique (He et al. 2023).

¢) Synergie communautaire

Les communautés microbiennes fonctionnent souvent selon des interactions
métaboliques coopératives, dans lesquelles les produits du métabolisme d’un groupe servent
de substrats a d’autres microorganismes. Le biochar favorise ces relations synergétiques en
fournissant des niches hétérogenes a sa surface, réduisant ainsi la compétition directe pour les
ressources et stimulant la spécialisation fonctionnelle. Par exemple, les bactéries
méthanotrophes et les microorganismes nitrifiants peuvent coexister sur les surfaces du
biochar, I’oxydation du méthane par Methylomonas soutenant les processus de nitrification
(Le et Lee., 2023). De plus, le transfert d’¢lectrons facilit¢ par le biochar renforce les
interactions syntrophiques entre les bactéries fermentaires et les méthanogeénes, notamment

dans les systémes anaérobies (Huang et al., 2025).

1.3.3. Immobilisation des microorganismes sur le biochar

1.3.3.1 .Processus d’immobilisation microbienne

L’immobilisation microbienne est une biotechnologie consistant a confiner les

microorganismes dans un espace spécifique afin de préserver leur activité biologique (Karel
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et al.,, 1985) . Les mécanismes d’immobilisation microbienne ainsi que les applications
environnementales des microorganismes immobilisés sur le biochar ont été synthétisés par Li
et al. (2022a, 2022b). Ce processus repose généralement sur la fixation des microorganismes
a la surface et dans les pores du biochar par adsorption, interactions électrostatiques, formation
de réseaux ioniques et liaisons covalentes (Liu et al., 2020 ; Vasilieva et al., 2021 ; Zhang et
al., 2014). L’encapsulation des microorganismes dans le biochar est réalisée a 1’aide de
stabilisateurs tels que ’alginate de calcium et I’alginate ferrique pour produire des billes de
biochar contenant des microorganismes immobilisés destinées a des applications agricoles et
environnementales (Zhao et al., 2021 ; Zheng et al., 2021). Par ailleurs, des protocoles
utilisant 1’alginate de calcium et I’alcool polyvinylique en présence d’agents de réticulation ont

été proposés pour la synthése de ces billes immobilisées (Yang et al., 2020a, 2020b) .

Visions d’Ensemble: Du Site Pollué a la Remédiation

Site Pollué aux Hydrocarbures Processus de Remédiation et Fixation

Repousse
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\
Pétrole =

Sols Remédiés @ -
brut 5 . Sol saturé

®

Fixation par Particules de =7 Repousse
Manganeése Stabilisées Végétale

Biochar Microbien: W |
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Transfornation 2 /
bactérie “
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Bactéries 2 . >
> e Xy i> Biodégradation et
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5 . des PAHs
(Particule stabilisée) QQ

immobilisées
dans la matrice

Remédiation des sols contaminés assistée par
des micro-organismes immobilisés dans le biochar

Figure 8 .Schéma de principe du procédé de biostimulation pour la décontamination d'un
milieu (Goswami et al., 2018)

L’interaction électrostatique représente 1’un des principaux mécanismes impliqués dans
I’immobilisation des microorganismes par le biochar, les surfaces microbiennes étant
généralement chargées négativement, tandis que les supports a charge positive favorisent leur
fixation. Des travaux ont montré que les microalgues immobilisées sur le biochar participent
efficacement a la remédiation du cadmium grace a ces interactions ¢électrostatiques (Shen et
al., 2017a). Par ailleurs, le biochar produit a basse température, riche en groupes fonctionnels

oxygénés et azotés, présente une meilleure capacité d’immobilisation des microorganismes
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ainsi que des métaux et métalloides (Baser et al., 2021). Toutefois, certaines limites persistent,
notamment 1’instabilité de I’immobilisation et la faible tolérance des microorganismes aux
fortes concentrations de contaminants, ce qui nécessite de renforcer leur résilience (Li et al.,
2022a, 2022b). En outre, I’encapsulation des microorganismes dans des réseaux polymériques
fins, appelée formation de réseau ionique, permet de limiter leur libération tout en facilitant les
échanges de petites molécules avec le milieu extérieur, favorisant ainsi leur croissance, leur
tolérance aux contaminants et leur capacité de biodégradation (Lu et al., 2020 ; Wu et al.,

2022).

1.3.3.2.Facteurs influencant I’immobilisation des microorganismes sur le biochar
a) Propriétés physico-chimiques du biochar
La surface spécifique, la taille et la distribution des pores du biochar favorisent 1’adhésion
et la colonisation des microorganismes. Ces propriétés dépendent principalement du type de
biomasse utilisée et de la température de pyrolyse, qui déterminent la stabilité structurale et

chimique du biochar. (Zhao et al., 2020; Das et al., 2021; Wu et al., 2022)

b) Composition nutritive et teneur en cendres
Le biochar peut fournir des éléments nutritifs essentiels (azote, soufre, phosphore) et sa
teneur en cendres favorise la stabilité métabolique des microorganismes. Cette provision de
nutriments soutient les fonctions microbiennes nécessaires au cycle des nutriments dans le sol.

(Adnan et al., 2015; Xu & Chen, 2013; Fox et al., 2014)

¢) Température de pyrolyse
La température de pyrolyse influence la porosité, la surface spécifique et la composition
chimique du biochar. Une pyrolyse a haute température augmente la stabilité du biochar et
favorise 1’enrichissement microbien, mais peut entrainer une perte des nutriments et des

groupes fonctionnels. (Das et al., 2021; Hossain et al., 2021; Tomczyk et al., 2020)

d) pH environnemental
Le pH du milieu affecte la viabilité des microorganismes et la charge de surface du
biochar, influengant ainsi 1’adsorption et la biodégradation des contaminants. Dans des
conditions optimales, le pH se situe généralement entre 6 et 8, ce qui favorise la reproduction

microbienne. (Wu et al., 2022; Zhang et al., 2022; Hu et al., 2019; Wang et al., 2021b)

e) Concentration initiale des contaminants

32

Synthese bibliographique



Chapitre I :

Des concentrations ¢levées de contaminants peuvent inhiber I’activité microbienne et
provoquer la mort cellulaire. L’immobilisation sur biochar améliore la tolérance a la toxicité et
augmente 1’efficacité de I’¢limination des polluants, grace a la combinaison de 1’adsorption et

de la biodégradation. (Wahla et al., 2020; Zhao et al., 2020).

f) Compétition microbienne et conditions environnementales
Dans les sols, les microorganismes indigénes peuvent limiter la survie des inoculums
introduits. Le biochar agit comme un support protecteur, offrant un micro-habitat favorable qui
réduit la compétition et améliore la colonisation et la survie des microorganismes. (Wu et al.,

2022; Shi et al., 2018; Shi et al., 2019).

g) Structure poreuse et protection contre les prédateurs
Les pores du biochar offrent des niches écologiques qui protégent les microorganismes
des prédateurs tels que les protozoaires et les nématodes, tout en permettant la rétention des
nutriments essentiels a leur croissance et activité métabolique. (Wildman & Derbyshire.,

1991; Brewer et al., 2014; Tao et al., 2018)

h) Propriétés chimiques du biochar et survie de I’inoculum
La teneur en azote, le pH et les matic¢res organiques volatiles influencent la survie des
microorganismes immobilisés sur biochar. Les propriétés physiques, comme la porosité et la
taille des pores, déterminent également la survie apres incorporation dans le sol. (Hale et al.,

2015; Vanek et al., 2016).
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L’objectif principal de cette étude est d’évaluer le potentiel des souches microbiennes
autochtones isolées a partir des sols pollués par les hydrocarbures et de les utiliser pour la
réhabilitation de ces sols. Plus précisément, le projet vise a mettre en ceuvre ces souches en
combinaison avec des biostimulant, biologique afin d’améliorer la biodégradation des

hydrocarbures.

I1. Méthodologie

IL.1.Echantillonnage
Dans le cadre de cette étude expérimentale portant sur le traitement biologique des sols
contaminés par les hydrocarbures pétroliers, des échantillons de sol ont été prélevés au niveau
du puits pétrolier OMM763, situé dans la région de Hassi Messaoud, ainsi que au niveau de la
zone pétroliere de Haoud Berkaoui et de bourbier de Bourbier de Rhourd Nouss Illizi
Le site d’étude faisait I’objet d’un dispositif de confinement technique préalablement
mis en place afin de limiter la migration verticale des sols contaminés et de réduire la dispersion

des hydrocarbures vers les horizons profonds du sol.

Tableau II.Caractéristiques des sites de prélévement

Echantillons | Origines Localisation = Age de bourbier | Date de
prélévement
1 Hassi 84 Km 3 mois 20-01-2026
Messaoud (20/10/2025)
2 Haoud 35 Km 3 ans 07-02-2026
Berkaoui (2023)
3 Bourbier de 347Km lan 07-02-2026
Rhourd Nouss
Ilisi

Les opérations de prélevement ont ¢été réalisées dans des conditions strictement
aseptiques, et les échantillons ont été conditionnés dans des récipients stériles avant leur

acheminement vers le laboratoire.
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Figure 9 . puits pétrolier OMM?763, situé¢ dans la région de Hassi Messaoud et Haoud
Berkaoui.
I1.2. Isolement et sélection des microorganismes aérobies hydro-carbonoclastes
Afin d'isoler les souches microbiennes hydrocarbonées, nous cultivons les bactéries
prélevées dans les deux échantillons dans les milieux MM additionnée de 100 ul pétrole , Pour
cela, nous avons réalisé une série de dilutions de 1/2 a 1/4, les boites sont incubées pendant

72h a une température de 30°C et 40C.

I1.2.1. Purification

Aprées une premiere étape d’isolement, les souches bactériennes et fongiques capables de
se développer sur un milieu (MM supplémenté en pétrole, utilisé comme unique source de
carbone, ont été sélectionnées. Ces souches ont ensuite été repiquées sur de nouvelles boites
de Petri contenant le méme milieu (MM + pétrole), en veillant a cultiver chaque souche
séparément afin d’obtenir des cultures pures. Cette étape correspond au processus de
purification des souches microbiennes. Les cultures ont été incubées dans des conditions

controlées, a savoir une température de 40 °C et 30C.

I1.2.2. Etude des interactions microbiennes
a. Interactions entre les souches bactériennes
Les souches bactériennes isolées ont été évaluées pour leurs interactions en utilisant des
boites de Petri divisées en deux compartiments, contenant du milieu gélose nutritive (GN).
Chaque test consistait a inoculer cote a cote les différentes souches afin d’observer la synergie

ou I’antagonisme éventuel entre elles. Les boites ont été incubées a 40 °C pendant 24 a 48
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heures, et la croissance des colonies ainsi que les zones d’interaction ont été¢ soigneusement
observées. Cette méthode permet de sélectionner les combinaisons bactériennes les plus

compatibles, capables de collaborer efficacement pour la dégradation des hydrocarbures.

b. Interactions entre les champignons

Les souches fongiques ont été préalablement mélangées dans un tube a essai avec de I’eau
physiologique afin de préparer une dilution permettant de réduire la concentration initiale du
mycélium. Ce mélange a ensuite été inoculé sur des boites de Petri contenant du milieu gélose
Sabouraud pour tester les interactions entre les différentes souches fongiques. Les boites ont
été incubées a 30 °C pendant 4 jours, et I’expansion du mycélium a été suivie afin d’identifier
la fusion, la compatibilit¢ ou la compétition entre les champignons. Cette étape permet de
constituer des consortiums fongiques stables et adaptés a une application conjointe avec les

bactéries.

c. Interactions entre les bactéries et les champignons
Les interactions entre bactéries et champignons ont été évaluées en coculture, avec le
mycélium placé au centre de la boite de Petri et les colonies bactériennes inoculées autour.
Cette configuration a permis d’observer les effets réciproques des bactéries et des champignons

sur leur croissance et leur activité métabolique.

I1.2.3 Pré -identification des souches sélectionnées
I1.2.3.1. Caractérisation morphologique

L’examen macroscopique des colonies bactériennes constitue une étape préliminaire
essentielle permettant d’obtenir une premicre orientation avant 1’identification précise des
especes bactériennes. Cette observation repose sur 1’étude de plusieurs critéres morphologiques

visibles a I’ceil nu apres incubation sur milieu de culture.

Les principaux caractéres macroscopiques analysés sont :

. I’aspect des colonies (lisse, rugueux ou sec)

. I’opacité (colonies opaques, translucides ou transparentes)

. le relief ou 1’¢lévation (plane, convexe ou bombée)

. la pigmentation correspondant a la coloration des colonies

. la taille des colonies déterminée par la mesure de leur diametre (petite, moyenne ou
grande)

. la forme des colonies (ponctiforme, circulaire, irrégulicre, etc.) (Bahaz , 2018).
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I1.2.3.1. Caractérisation microscopique
. Coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique fondamentale en microbiologie permettant de
distinguer les bactéries selon la structure de leur paroi cellulaire. Les bactéries a Gram positif
se caractérisent par une paroi riche en peptidoglycane et relativement épaisse, ce qui leur
permet de retenir le cristal violet apres 1’étape de décoloration et d’apparaitre en violet a
I’observation microscopique. En revanche, les bactéries a Gram négatif possédent une couche
de peptidoglycane plus mince associée a une membrane externe riche en lipides, ce qui favorise
la perte du colorant primaire lors de la décoloration. Elles prennent ensuite la coloration de

contraste et apparaissent en rose au microscope (Paray et al., 2023).

11.2.3.2. Caractérisation biochimiques

Les analyses biochimiques constituent une étape fondamentale dans 1’identification et la
différenciation des microorganismes, puisqu’elles reposent sur 1’é¢tude de leurs activités
métaboliques spécifiques. Parmi les systémes couramment utilisés, la galerie bio-Mérieux API
20E est composée de 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés permettant la
réalisation simultanée de plusieurs tests biochimiques standardisés. Ces micro-tubes sont
ensemenceés a 1’aide d’une suspension bactérienne qui assure la reconstitution des milieux de
culture. Au cours de I’incubation, les réactions métaboliques bactériennes provoquent des
changements de coloration spontanés ou révélés par I’ajout de réactifs spécifiques. La lecture
des résultats est effectuée a 1’aide du tableau d’interprétation fourni, puis I’1dentification de la
souche est obtenue par comparaison avec I’index du profil analytique ou via un logiciel

d’identification dédi¢ (BioMérieux, n.d.;bioMérieux APIWEB™, n.d.).

e Recherche de catalase

Le test de la catalase est une analyse biochimique couramment utilisée pour mettre en
évidence la présence de I’enzyme catalase chez les bactéries. Cette enzyme joue un rdle
important dans la protection cellulaire contre les effets toxiques du peroxyde d’hydrogeéne en
catalysant sa décomposition en eau et en oxygene. Sur le plan pratique, une petite quantité de
culture bactérienne est déposée sur une lame propre, puis une goutte de peroxyde d’hydrogene
a 3 % est ajoutée. L’apparition immédiate de bulles d’oxygene traduit une réaction positive
indiquant la présence de I’enzyme catalase, tandis que 1’absence de bulles correspond a un

résultat négatif (Hartline, 2023)
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e Recherche de I’oxydase

Le test de I’oxydase constitue une méthode qualitative couramment utilisée pour détecter
la présence de I’enzyme cytochrome ¢ oxydase, qui joue un role clé dans la chaine respiratoire
aérobie des bactéries. Cette enzyme catalyse le transfert final des électrons vers 1’oxygeéne
moléculaire, servant ainsi d’accepteur terminal dans la respiration cellulaire. Lorsqu’une
bactérie possede cette enzyme, le réactif d’oxydase est rapidement oxydé, entrainant
I’apparition d’une coloration violette ou bleuatre, ce qui traduit un résultat positif. A I’inverse,
I’absence de changement de coloration indique une réaction négative et I’absence de 1’enzyme

dans la souche bactérienne testée (Hartline, 2023).

I1.3. Préparation de biochar

Le biochar est un matériau carboné obtenu par la pyrolyse de biomasses
lignocellulosiques en conditions limitées en oxygéne. Il est largement utilisé dans les domaines
de I’agriculture, de la remédiation environnementale et de la gestion des sols contaminés,

notamment pour ’adsorption des polluants organiques tels que les hydrocarbures pétroliers.

L’objectif de ce protocole est de décrire la méthode expérimentale de production de
biochar a partir de feuilles de palmier en utilisant un systéme de pyrolyse a double
compartiment, sous une température contrélée comprise entre 350 et 500 °C pendant une durée

de 3 heures (Seddiki & Bessaci , 2024) .

Notre travail de recherche porte sur la production, par une méthode traditionnelle, de
biochar a partir de deux types de biomasses d’origines végétales : le marc de café et les feuilles
de palmier dattier (biomasses végétales). Ces maticres premicres ont été sélectionnées en raison
de leur disponibilité locale, de leur caractére renouvelable ainsi que de leur fort potentiel pour
la production de biochar destiné a des applications environnementales, notamment en tant que
support d’immobilisation des micro-organismes impliqués dans la dégradation des

hydrocarbures pétroliers.

39



Chapitre 11 : Meéthodologie

Figure 10 .Dispositif de pyrolyse (four a moufle) .

I1.3.1. Analyse du biochar
I1.3.1.1. Caractéristiques physiques

MEB couplée avec EDX

Dans le cadre de cette étude, le MEB a ¢été utilisé pour examiner la structure des biochars
obtenus a partir des feuilles de palmier dattier et du marc de café. Cette analyse permet de
mettre en évidence la porosité, la distribution des pores ainsi que 1’état de surface du biochar,
des parametres déterminants pour I’immobilisation des micro-organismes et I’amélioration des

processus de biostimulation.

En outre, le couplage du MEB avec un spectrometre a dispersion d’énergie (EDX) a
permis d’identifier et de quantifier les éléments chimiques présents a la surface des biochars
étudiés, fournissant ainsi des informations essentielles sur leurs propriétés et leur aptitude a

servir de support pour les communautés microbiennes (Shi et al., 2021).

I1.3.1.2.Caractéristiques chimiques
a. pH du biochar
La détermination du pH du biochar a été réalisée par la méthode de suspension aqueuse.
Un échantillon de 20 g de biochar séché et tamisé a été mélangé a 100 mL d’eau distillée
(rapport 1:5 m/v), puis agité mécaniquement afin d’obtenir une suspension homogene. Apres
décantation et filtration, le pH du filtrat a été mesuré a I’aide d’'un pH-métre €lectronique

préalablement étalonné avec des solutions tampons standards (pH 4, 7 et 10). Les mesures ont
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¢été effectuées a température ambiante aprés stabilisation de la lecture (Afnor 1999; Soltner

2005).

b. Mesure du la conductivité électrique (CE) de biochar
La conductivité électrique (CE) du biochar a été déterminée selon la méthode de
suspension aqueuse. Une masse de 20 g de biochar préalablement séché et tamisé a été
introduite dans un bécher contenant 100 ml d’eau distillée, correspondant a un rapport
solide/liquide de 1:5 (m/v). Le mélange a été agité pendant 30 minutes afin de favoriser la
dissolution des sels solubles, puis laissé au repos pour permettre la décantation des particules
solides. La conductivité électrique de la suspension a ensuite été mesurée a 1’aide d’un

conductimetre préalablement calibré. Les résultats ont été exprimés en ms/cm (Baize ,2000).

11.3.2. Préparation du nano-biochar par traitement ultrasonique

Le biochar a été transformé en nano-biochar par traitement ultrasonique (37 kHz,
puissance 100 %, durée 2 h) dans un milieu aqueux. L’effet de cavitation généré par les
ultrasons a provoqué la fragmentation des particules, réduisant leur taille jusqu’a 1’échelle
submicronique a nanométrique. Ce traitement a également amélioré la dispersion des
particules, augmenté leur surface spécifique et modifi¢ leur structure poreuse, renfor¢ant ainsi
leurs capacités d’adsorption et leur potentiel comme support d’immobilisation microbienne.
L’efficacité du procédé dépend des conditions opératoires, notamment la fréquence, la

puissance et la durée de sonication.

I1.4. Inoculation (Formation des biofilms microbiens)

I1.4.1. Préparation d’inoculum bactérienne et fongique

Les consortiums bactérien et fongique ont été préparés a partir de souches compatibles
préalablement sélectionnées apres vérification de 1’absence d’interactions antagonistes. Les
souches bactériennes ont été cultivées dans un bouillon nutritif a 30 °C pendant 48 h, tandis
que les souches fongiques ont été incubées dans le méme milieu a 30 °C pendant 5 jours afin

d’obtenir des inoculés homogenes destinés aux essais expérimentaux.

II. 4.2. Immobilisation les cellules microbiennes sur le biochar

Une culture mixte de bactéries et de champignons a été préparée dans un bouillon nutritif,
puis concentrée par centrifugation. Le culot microbien obtenu a été€ remis en suspension dans
400 ml d’eau physiologique stérile avant I’ajout de biochar stérile d’origine végétale(100g). Le
mélange a été incubé a 30 °C sous agitation (100 tr/min) pendant 48 heures afin de favoriser

I’adhésion et I’immobilisation des microorganismes sur le biochar. Aprés centrifugation, le
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biochar colonisé¢ a été récupéré et utilis€ comme support biologique actif contenant des

microorganismes immobilisés.

I1.4.3. Vérification de ’immobilisation des microorganismes sur le biochar

Dans cette ¢tude, une culture microbienne mixte (bactéries et champignons) a été mise
en contact avec du biochar afin d’évaluer son aptitude a immobiliser les microorganismes. La
densité optique de la culture a été mesurée avant et aprés incubation avec le biochar aux
longueurs d’onde de 540nm et 600 nm. Apres plus de 48 heures d’incubation sous agitation, le
mélange a été centrifugé et la densité optique du surnageant a ét¢ de nouveau déterminée. La
diminution de la densité optique observée aprés contact avec le biochar a permis d’estimer
I’efficacité de I’immobilisation microbienne, traduisant 1’adsorption et la fixation des cellules
sur ce support.
I1.5. Mise en place du dispositif expérimental de traitement d'un sol pollué

Le traitement des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers a été réalisé a travers
un dispositif expérimental comprenant trois conditions distinctes, chacune effectuée en triplicat

afin d’assurer la reproductibilité et la fiabilité des résultats.

Le sol utilis¢ dans cette étude pour les essais de traitement biologique correspond a un
mélange homogene de deux échantillons prélevés au niveau de bourbiers pétroliers. Ces
¢chantillons provenaient respectivement du champ pétrolier de Haoud Berkaoui et de la zone
de Haoud El Hamra (Hassi Messaoud). Le mélange a été réalisé afin d’obtenir une matrice
contaminée représentative des sols impactés par les hydrocarbures pétroliers et les résidus

d’huiles de forage.
I1.5.1. Analyses d echantillon de sol

I1.5.1.1. pH du sol

La détermination du pH du sol a été réalisée par la méthode de suspension aqueuse selon
un rapport sol/eau de 1/5 (m/v). Un échantillon de 20 g de sol séché et tamisé a ¢t¢ mélangé a
100 ml d’eau distillée, puis agité afin d’obtenir une suspension homogene. Apres décantation
et filtration, le pH du filtrat a ét¢ mesuré a I’aide d’un pH-métre préalablement étalonné avec
des solutions tampons standards (pH 4, 7 et 10). Les mesures ont été¢ effectuées a température
ambiante apres stabilisation des valeurs afin d’assurer la fiabilité et la reproductibilité des

résultats (Afnor 1999) ; (Soltner 2005).

42



Chapitre 11 : Meéthodologie

I1.5.1.2. Mesure du la conductivité électrique (CE)

La conductivité électrique (CE) du sol a été déterminée selon la méthode de suspension
aqueuse. Une masse de 20 g de sol a été introduite dans 100 ml d’eau distillée, correspondant
a un rapport sol/eau de 1/5 (m/v). Le mélange a été soigneusement homogénéisé afin d’obtenir

suspension uniforme, puis soumis a une agitation pour favoriser la dissolution des sels solubles.

Apres homogénéisation, la suspension a été filtré a 1’aide d’un papier filtre afin d’obtenir
un filtrat clair. La conductivité électrique de la solution obtenue a ensuite ét¢ mesurée a I’aide
d’un conductimétre préalablement étalonné. Les mesures ont été réalisées a température
ambiante, et les valeurs ont été relevées apres stabilisation de 1’appareil afin d’assurer la

fiabilité des résultats (Baize ,2000).

I1.5.1.3. Dosage des métaux lourds par spectrométrie d’absorption atomique (SAA)
Selon (Norme ISO 11466) le dosage des métaux lourds a été réalisé par spectrométrie
d'absorption atomique (SAA) apres minéralisation par voie humide. Pour ce faire, des prises
d'essai de 2 g de sol (séché et tamisé) ont été traitées a chaud (100 °C) avec un mélange de 15
ml de Hcl (37 %), 6 ml de HNO2 (65 %) et 2 ml de H202. La digestion de la matrice organique
et des hydrocarbures s'est traduite par I'obtention d'une solution claire et d'un résidu blanchatre.
Apres refroidissement et filtration, le filtrat a ¢ét¢ analysé pour quantifier 1'efficacité
d'adsorption du biochar immobilisé par comparaison des concentrations métalliques avant et

apres traitement.

Le dosage des métaux lourds a été réalisé afin d’évaluer le degré de contamination des
sols étudiés ainsi que I’efficacité du traitement appliqué. Trois métaux lourds ont été analysés
: le mercure (Hg), le plomb (Pb) et le chrome (Cr) en raison de leur toxicité élevée et de leur
présence fréquente dans les sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers selon Norme NFX

31-151.

I1.5.1.4. Evaluation de la contamination pétroliére

Le dosage des hydrocarbures a été réalis¢ selon la norme API RP 13B-2 :2014-04. La
méthode consiste a extraire les hydrocarbures présents dans 1’échantillon a I’aide d’un solvant
organique approprié, puis a quantifier la teneur en hydrocarbures par mesure gravimétrique ou
par analyse instrumentale. Apres extraction, le solvant est évaporé et le résidu d’hydrocarbures
est pes¢ afin de déterminer sa concentration. Les résultats sont exprimés en pourcentage (%)
ou en mg/kg de matiere.

11.5.1.5. Evaluation de flore microbienne totale du sol
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Le dénombrement des bactéries présentes dans le sol contaminé par les hydrocarbures a
¢té réalisé par la méthode des dilutions décimales successives. Une quantité de 1 g de sol a été
introduite dans 9 ml d’eau physiologique stérile afin d’obtenir la dilution mére (107"). Des
dilutions successives ont ensuite ét¢ préparées jusqu’a la dilution 10~° par transfert aseptique
de 1 ml de chaque dilution dans 9 ml d’eau physiologique stérile. A partir des dilutions
obtenues, un volume déterminé a été ensemencé sur un milieu de culture approprié puis incubé
dans des conditions favorables au développement bactérien. Aprés incubation, les colonies
visibles sont été comptées et le nombre de bactéries viables a été exprimée unité formant
colonies par gramme de sol (UFC/g). Cette méthode a permis d’estimer la charge bactérienne
présente dans le sol pollué et d’évaluer la capacité des microorganismes autochtones a survivre

dans un environnement contaminé par les hydrocarbures.

2. C

N =
(ny +0.1n,) Xd X v

N : nombre de microorganismes exprim¢é en (UFC/g).

Y. C:Somme des colonies comptées sur deux dilutions successives
N4 :Nombre de boites comptées a la premiére dilution retenue

N, : Nombre de boites comptées a la deuxieme dilution retenue

d: facteur de dilution correspondant a la premiere dilution retenue

v : volume inoculé dans chaque boite de Pétri
I1.5.2. Dispositif de traitement

Le protocole de traitement adopté pendant quarter semaines est le suivant:

v Bac 1 : échantillon témoin

Les bacs témoins contiennent uniquement 2 kg de sol contaminé, sans ajout de

biochar ni de suspension microbienne, afin de suivre I’évolution naturelle du systéme.

v' Bac 2 : Echantillons bio augmenté et bio stimulé
Les bacs sont été rempli avec 2 kg de sol contaminé, auxquels ont été ajoutés 200
g de biochar préalablement enrichi par immobilisation d’un consortium microbien
compos¢ de bactéries et de champignons.L'amendement en biochar représente 10 % de

la masse totale du sol . Ces échantillons sont aussi stimuler par ajout de 200ml de
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solution contenant par 2% de mélange des biosurfactants produisés par des souches

microbiennes autochtones.

v' Bac 3 : échantillon bio augmenté

Dans cette condition, 2 kg de sol contaminé ont été¢ mélangés avec 200 ml d’une
suspension microbienne contenant le méme consortium bactérien et fongique. Cette

approche permet d’évaluer I’efficacité de 1’inoculation directe sans support solide.

10%.

—_—

sol témoin

Figure 11 . Différentes modalités du sol au cours de l'expérimentation

Les bacs bio augmentes a ét¢ maintenu dans des conditions controlées, avec un arrosage
régulier tous les trois jours afin de maintenir un taux d’humidité favorable a D’activité
microbienne. Cette humidification est essentielle pour assurer des conditions optimales de
biodégradation des hydrocarbures.

Apres 4 semaines de traitement, les hydrocarbures totaux et les métaux lourds des

échantillons traités sont quantifiés.
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Chapitre III : Réesultats et
discussion
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Isolement des souches bactériennes et fongiques hydrocarbonoclastes

Apres les étapes d’isolement et de purification, plusieurs colonies bactériennes ont été
obtenues sur milieu minéral supplémenté en gasoil comme unique source de carbone. Les
colonies observées présentent des morphologies variées en termes de forme, taille, couleur,

relief et texture.

Sept souches bactériens retenus ont été codifiés comme suit : B1, B2, B3, B5, B6, B7 et

B10.

Les isolats fongiques obtenus présentent également des différences morphologiques
remarquables. Les colonies fongiques se distinguent par leur couleur, leur texture et leur vitesse

de croissance.

Sept isolats fongiques purifiés ont été désignés par les codes C1, C2, C3, C4, C5, C6 et
C7.

La sélection des isolats bactériens et fongiques a été effectuée sur la base de criteres
fonctionnels essentiels afin de constituer un consortium microbien performant pour la

bioremédiation des sols contaminés par les hydrocarbures.
111.2.Pré -identification des souches sélectionnées
1I1.2.1.Pré -identification des souches bactérienne

II1.2.1.1. Caractéristiques macroscopiques des isolats bactériens

B1 : Colonies circulaires, lisses et brillantes, de couleur blanc créme, a bords réguliers et

légérement convexes.

B2 : Petites colonies circulaires, lisses et opaques, de couleur blanchatre, présentant des marges

régulieres.

B3 : Colonies irrégulieres, a surface rugueuse et mate, de couleur beige clair, avec des contours

ondulés et un relief plat.

BS : Colonies circulaires, lisses et muqueuses, de couleur créme jaunatre, a bords réguliers et

relief 1égérement convexe.
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B6 : Grandes colonies opaques, de couleur blanche, a surface séche et rugueuse, avec des
marges irrégulieres et un relief convexe.

B7 : Colonies circulaires, lisses et brillantes, de couleur jaunatre, présentant des contours

réguliers et un relief bombé.

B10 : Petites colonies circulaires et translucides, a surface lisse, de couleur blanc pale, avec des

bords réguliers et un relief légeérement surélevé.

Figure 12.Aspect macroscopique des isolats bactériens.

I11.2.2. Pré-identification des souches bactériennes isolées

Tableau III . Identification préliminaire et caractéristiques microscopiques et biochimiques
des souches bactériennes isolées

EXAM B1 B2 B3 B5 B6 B10 B7
API 20
ONPG - - + - + + =

ADH n ; - ; ; - ;

LDC - ; 5 - - - +

ODC - - - - - - -
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CIT

H2S

URE

TDA

IND

VP

GEL

GLU

MAN

INO

SOR

RHA

SAC

MEL

AMY

ARA

OXYDASE

GRAM

G+

G+

G+

G+

La forme

BACILLE

COCCI

BACILL
E

BACILLE

BACILLE

COcCcCI

BACILLE

Catalase

+

Souche B1 : est un bacille a Gram- qui présente des réactions positives pour l'oxydase, la

catalase et l'arginine dihydrolase (ADH+). Sur la galerie API 20E, elle manifeste une réaction

ONPG+ mais s'avere incapable de dégrader le mannitol (MAN-). En se basant sur cet ensemble

de caractéristiques biochimiques, cette souche est plus proche d'étre assimilée a l'espece

Pseudomonas sp selon les critéres de Leyral et Joffin(1998) .

Les bactéries des groupes Gamma et Beta-proteobacteria jouent un role trés important dans le

nettoyage des sites pollués. Parmi elles, le genre Pseudomonas est souvent le plus abondant

,ces bactéries agissent des le début de la décontamination lorsque les polluants sont facilement

accessibles (Kaplan et Kitts, 2004). Des especes comme Pseudomonas putida, Pseudomonas
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stutzeri et Pseudomonas aeruginosa sont tres étudiées car elles sont capables de dégrader des
hydrocarbures comme le naphtaléne et le phénanthréne, et elles ont méme la capacité de se

déplacer vers ces polluants grace au chimiotactisme (El-sayed et Rossi 2024).

Souche B2 : se caractérise par une morphologie de bacille 8 Gram+ et une activité gélatinase
positive (GEL+), tandis que les tests ONPG, ADH, LDC et ODC sont strictement négatifs. De
plus, elle montre une capacité a oxyder le mannitol (MAN+) sans production d' H2S. En se
référant a ces propriétés enzymatiques, cette souche apparait comme la plus proche de l'espece
Micrococcus sp (Bergey, 1984 ; Leyral et Joffin, 1998).

Souche B10 : présente une morphologie microscopique en coques a Gram+ (Gram+\ Cocci) et
s'avere oxydase négative. Ses tests biochimiques révelent des réactions positives pour 'ONPG
et la gélatinase. Compte tenu de ces critéres morpho-trimétriques et enzymatiques, cette souche
est plus proche d'étre définie comme Micrococcus sp selon les descriptions établies par Bergey
(1984).

Selon les conclusions de 1'é¢tude de Kumar et al. (2013), la bactérie B2 et B10 a ét¢ identifiée
comme appartenant au genre Micrococcus sp. et a démontré une aptitude significative a
biodégrader les hydrocarbures, les souches ont démontré une aptitude a utiliser les
hydrocarbures pétroliers comme source de carbone et d’énergie(Kumar et al., 2013)..

L'é¢tude de Kumar et ses collégues. démontre I'efficacité de *Streptococcus sp.3 et Micrococcus
sp.4 dans la biodégradation des hydrocarbures, avec un net avantage pour la premiere souche
(58 % de dégradation contre 29 % en 45 heures, a un pH de 8 et 35 °C). L'optimisation du
procédé par immobilisation cellulaire dans des billes d'alginate améliore significativement la
stabilité et le taux d'élimination des polluants, soulignant le role clé de la complémentarité
enzymatique et des plasmides cataboliques au sein des consortia microbiens (Kumar et al.,
2013).

L'étude de Kumar et ses collegues démontre l'efficacité de Micrococcus sp.Dans la
biodégradation des hydrocarbures, cette souche permettant d'atteindre un taux de dégradation
de 29 % en 45 heures d'incubation sous des conditions environnementales optimales fixées a
un pH de 8 et une température de 35 °C. L'optimisation du procédé par immobilisation
cellulaire dans des billes d'alginate améliore significativement la stabilité de la biomasse et le
taux d'élimination des polluants lors des essais en colonne, soulignant l'importance de la
complémentarité enzymatique et des plasmides cataboliques au sein des consortia microbiens
(Kumar et al., 2013).

Souche B3 : se présente sous forme de bacille a Gram- négatif pour 1'oxydase et positif pour
la catalase. Son profil métabolique révele des réactions positives pour I'ONPG, le VP
(production d'acétoine), la gélatinase, ainsi qu'une utilisation nette du citrate (CIT+). Suite a
ces résultats biochimiques, cette souche est plus proche d'étre rattachée a I'espece Enterobacter
sp conformément aux descriptions de (Benammar et al., 2023).
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Souche BS5 : est un bacille a Gram+ et catalase+ capable d'utiliser le citrate (CIT+), de liquéfier
la gélatine (GEL+) et d'oxyder activement les sucres, tout en affichant une réponse positive a
I'ONPG. Au vu de ces caractéres physiologiques, et malgré un caractére oxydase positif, cette
souche est au plus proche d'étre identifiée comme Bacillus sp selon Bergey (1984) et Leyral
et Joffin".(1998)

Souche B7: se présente sous forme de bacille 8 Gram+ et catalase+. Son profil biochimique
sur galerie APl 20E se distingue par des activités LDC et TDA positives, une production
d'indole (IND+), et une capacité a fermenter le mélibiose (MEL+), tout en étant négative pour
la gélatinase (GEL-). En se fondant sur cette morphologie bacillaire et la spécificité de ces
réactions enzymatiques, cette souche au plus proche d'étre classée parmi le genre Bacillus sp,
décrites par Bergey (1984).

L’action de Bacillus sp. sur les hydrocarbures aromatiques monocycliques a été faible;
Toutefois ,cette bactérie dégradait les % des LHA et la moitié des NHA. Cette bactérie
posséderait des dioxygénases capables de s’associer aux NHA pour transformer les
hydrocarbures aromatiques en catéchol (Ladino -orjuela et al. 2016).

L’action de Bacillus sp. sur les hydrocarbures aromatiques monocycliques a été faible;
Toutefois ,cette bactérie dégradait les % des LHA et la moitié des NHA. Cette bactérie
posséderait des dioxygénases capables de s’associer aux NHA pour transformer les
hydrocarbures aromatiques en catéchol (Ladino -orjuela et al. 2016).Le cycle de ce dernier
composé s’ouvrirait alors pour que le pyruvate et le succinate formés soient utilisés par la
bactérie comme source d’énergie a travers le cycle de Krebs (El-sayed et Rossi 2024).

Souche B6 : B6 affiche une morphologie de bacille a Gram- avec une oxydase négative
(oxydase-) et un profil non-fermenteur vis-a-vis des glucides. Elle montre néanmoins des
activités positives pour 'ONPG et la gélatinase. Sur la base de ces traits distinctifs, cette souche
est considérée comme la plus proche de 1'espece Acinetobacter sp au sens de (Guedidi et al.,
2024).

I11.2.3. Pré-identification des isolats fongiques
1. Etude macroscopique

Tableau IV. Etude morphologique des souches fongiques

Espéce Milieu | Description PHOTO
de P Py
Face supérieure Face inférieure
cultur
o / recto /verso
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Penicilliu
m
SP1

SD

Cl: Colonie
verte a texture
poudreuse et
veloutée,
présentant une
surface rugueuse
avec des marges
irrégulieres et une
croissance
mycélienne

étalée,30°C.

Penicilliu
m
SP2

SD

C2 : Colonies vert
foncé a texture
granuleuse et
poudreuse,  trés
denses, avec une
surface irrégulicre
fortement plissée.
Présence d’un
pigment vert
diffusant dans le
mycélium et le
milieu de culture,
accompagné  de
zones

jaunatres,30°C.

Aspergillu
s Sp

SD

C3: Colonie
beige clair a
texture cotonneuse
et dense,
caractérisée  par
une surface

plissée, un relief
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convexe et une
croissance rapide

envahissante,30°C

Aspergillu
s sp

SD

C4: Les colonies
présentent une texture
veloutée a floconneuse ¢
le centre est gris-verdatre
tandis que la périphérie
est blanche.Un pigment
jaunatre diffuse dans le

milieu de culture ,40°C.

Aspergillu
s sp

SD

C5: Les colonies
présentent une texture
rase a finement veloutée,
avec une coloration
brun-jaunatre. La surface
est marquée par des
sillons radiaux profonds,
et un pigment brun
diffusant est observé
dans le milieu de

culture,30°C.

Aspergillu
S Sp

SD

C6 :L'isolat présente
une colonie
filamenteuse circulaire,
plane et a symétrie
radiaire réguliére,
montrant une texture
feutrée a duveteuse due
a un réseau dense de
mycélium aérien. La
surface est caractérisée
par une sectorisation
pigmentaire nette : une

large bordure

53



Chapitre 111 :

Résultats et discussion

périphérique blanche,
stérile et en croissance
active, entoure une zone
centro-médiane nuancée
de beige a brun-chamois
clair, témoignant d'une
fructification

active,40°C.

Aspergillu
s sp

SD

C7: colonie a croissance
envahissante et
irréguliere.  Elle  se
distingue  par  une
pigmentation brun-
rougeatre intense et une
texture granuleuse ou
veloutée, accompagnée
d'une forte diffusion de
pigments dans la gélose
environnante. Ces traits
suggeérent une activité
métabolique importante
et un développement de

type mycélien ,30°C.

2. Etude microscopique

La caractérisation morphologique des isolats fongiques a été réalis€e en combinant une
observation macroscopique des colonies (aspect, couleur et cinétique de croissance) et une
analyse microscopique structurelle. Pour cette derniere, la technique de coloration au bleu de
méthyleéne a été employée afin de mettre en évidence les structures reproductrices et végétatives
des champignons filamenteux isolés.
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Figure 13.0Observation microscopique des souches fongiques isolées C1 , C2 C3, C4, C5 et
C6 au microscope optique (grossissement x100), respectivement.

Les souches fongiques isolées ont ét¢ identifiées comme appartenant aux genres
Penicillium sp. (C1 et C2) et Aspergillus sp. (C3 a C7). Leur isolement a partir de sols
contaminés par des hydrocarbures pétroliers suggére leur adaptation a ce type d’environnement
et témoigne de leur capacité potentielle a utiliser et a dégrader ces composés comme source de

carbone et d’énergie.

L’¢étude réalisée par Odili et ces collégues, pesant 5 g d’échantillon de sol contenantles
fungi (Aspergillus sp) a été mise en suspension dans 100 ml de milieu stérile de sel minéral
déja préparée et 0,025 g de chloramphénicol et complétés par 1 % de pétrole brut comme seule
source de carbone. Le flacon a été incubé pendant 7 jours a température ambiante sur un
agitateur rotatif a 130 rpm ,aprés agitation une dilution décuplée a été effectuée et 1 ml de
chaque dilution a été versée dans des plaques doubles de Potate Dextrose Agar (PDA) pour
I’isolement des champignons utilisant le pétrole brut. Les plaques ont été¢ incubées a 28°C

pendant 7 jours (Barnes et al., 2017) .

L’isolat Aspergillus sp a montré une grande capacité¢ de dégradation avec un degré de

dégradation de 78,3 % au jour 3 a 92,8 % au jour 15 (Odili et al .2020).

Dans son étude, BENGUENAB a évalué¢ le potentiel de biodégradation du pétrole brut par six

isolats fongiques sélectionnés a partir de sols contaminés. Les essais ont été réalisés en utilisant
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le pétrole comme unique source de carbone et d’énergie afin d’apprécier la capacité

métabolique des souches a dégrader les hydrocarbures pétroliers.

Les résultats obtenus ont révélé des performances variables selon les isolats testés.
L’isolat DSL1 identifi¢ comme Penicillium glabrum a présenté le taux de biodégradation le
plus €levé, atteignant 55,98 %, suivi de 1’isolat Aspergillus sp avec un taux de dégradation de
54,11 %. Des capacités de dégradation importantes ont également été observées chez les isolats,
Penicillium sp et Aspergillus fumigatus, qui ont permis respectivement 1’¢limination de 44,55
% , 43,19 % du pétrole initialement présent. L’isolat Aspergillus ustus a également démontré
une activité biodégradatrice notable avec un taux de dégradation de 30,43% (Benguenab.

2022).

L’ensemble de ces résultats met en évidence la capacité des souches fongiques étudiées
a utiliser les hydrocarbures pétroliers comme source de carbone pour leur croissance et leur
développement. Cette étude a ainsi confirmé le potentiel des champignons filamenteux
C1.C2.C3.C4.C5.C6 et C7 dans les processus de bioremédiation des sols contaminés par les
hydrocarbures, tout en soulignant une variabilité de 1’efficacité de biodégradation selon les

genres et les especes fongiques.

Dans une autre étude, la constate de dégradation maximale (K= 0.0224 jour-1 des
hydrocarbures totaux )dans le sol a été obtenue par A. niger suivi par Penicillium ochrochloron
(k= 0.0213 jour-1) Les temps de demi-vie correspondants étaient 30.9 et 32.4 jours |,

respectivement (Essabri et al., 2019).

I1I. 3. les interactions entre les souches bactériennes et fongiques

Tableau V. Résultats des interactions inter-souches bactériennes

Bacteries B1 B2 B3 B10 BS5 B6 B7
B1 + + + + + +
B2 + + + + - -
B3 + + + + - +

B10 + + + + - +
BS5 + + + + - +
B6 + 2 - - - +
B7 + + + + + +
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L’analyse des interactions entre les différentes souches bactériennes présentées dans le
tableau met en évidence que la souche B6 exerce un effet antagoniste marqué vis-a-vis de la
majorité des autres isolats. En effet, cette souche inhibe la croissance de toutes les bactéries
testées, a I’exception de la souche Bl et B7 avec laquelle une interaction positive a été

observée.

Compte tenu de ce comportement inhibiteur, la souche B6 a ¢été exclue des essais
d’immobilisation. Son maintien pourrait en effet compromettre I’efficacité du consortium

bactérien.

Figure 14.Interactions in vitro entre les souches bactériennes isolées B1, B2, B3, B5, B6,B7
et B10.

Tableau VI. Résultats des interactions inter-souches fongiques

Champignons C1 C2 C3 C4 Cs Cé C7
C1 + + + + + + +
C2 + + + + + + +
C3 + + + + + + +
C4 + + + + + + +
Cs + + + + + + +
Ceé + T s + - + +
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Les observations ont montré que les sept isolats fongiques sont capables de croitre
simultanément dans les mémes conditions de culture, sans manifestation apparente de zones

d’inhibition ni de signes de compétition directe entre eux.

Tableau VII. Résultats des interactions entre souches bactériennes et fongiques

Champi Cl1 C2 C3 C4 Cs C6 C7
Bacteries

B1 + + - - - - -

B2 E + - + + + +

B3 + + - - - + +

B10 + + + - - + *

B5 + + - - - + *

B6 + + + + + + +

B7 + + - - + + +

Les souches retenues pour la suite de 1’étude sont C1, C2, C6, C7, B1, B2, BS B10,B3 et
B7. Ces isolats ont montré une bonne compatibilit¢ avec les souches bactériennes

sélectionnées, ainsi qu’une capacité d’adaptation aux conditions expérimentales appliquées.

II1.4.Production de biochar

111.4.1 Rendement en biochar

Les résultats relatifs au rendement en biochar sont mentionnés dans le tableau suivant :
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Tableau VIII. Rendements en biochar des deux matieres végétales utilisées.

Biochars Moyenne (g) Rdt biochar (%)
BCPD 460 +/- 16.2 46
BCMC 455.8+/- 18.1 45.58

BCMC : Biochar de Marc de café
BCPD : Biochar de feuilles de palmier dattier

D'un point de vue comparatif, on observe une proximité remarquable entre les rendements
des deux matiéres premieres. L'écart entre le rendement des feuilles de palmier dattier (46%)

et celui du marc de café (45,58%) est minime (une différence de seulement 0,42%).

De plus, 'analyse des écarts-types (pm 16,2¢g pour le premier et pm 18,1g pour le second)
indique une variabilité expérimentale comparable d'un essai a l'autre. Sur le plan statistique,
cette faible fluctuation mathématique entre les deux moyennes suggere que les deux types de
biomasse possédent un potentiel de conversion en carbone fixe (pyrolyse ou thermolyse)

quasiment équivalent dans les conditions opératoires appliquées.

Figure 15.Produit final de la pyrolyse des feuilles de palmier dattier.
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Figure 16.Produits final de la pyrolyse de marc de café.

II1.4.2. Analyse de biochar
I11.4.2.1. Caractéristiques physiques
I11.4.2.1.1.Microscopie Electronique a Balayage (MEB) couplée a la spectrométrie EDX

Le resultat de biochar par microscope electronique illuatre par la figure suivante

Figure 17.0bservation morphologique au microscope ¢lectronique a balayage (MEB) du
biochar élaboré a partir de marc de café
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Figure 18.0Observation morphologique au microscope électronique a balayage (MEB) du
biochar ¢élabor¢ a partir de feuilles de palmier dattier.

Tableau IX. Caractérisation ¢lémentaire des biochars obtenue par analyse EDX

Eléments % Atomique % Atomique Moyenne
BCPD BCMC
C 81.82 78.12 79.97
0) 16.64 15.93 16.285
Na - 0.57 0.57
Mg 0.36 2.28 1.32
Cl - 0.72 0.72
K 0.66 0.89 0.775
Ca 0.15 0.17 0.16
Cu - 0.11 0.11
Si - 0.29 0.29
S - 0.66 0.66
Au 0.14 0.23 0.185
Mo - 0.03 0.03
P 0.10 - 0.10
Al 0.12 - 0.12
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Figure 19.Analyse ¢élémentaire par EDX des différents biochars utilisés : (1) Profil spectral
du biochar de marc de café ; (2) Profil spectral du biochar de feuilles de palmier dattier

L’analyse microscopique met en évidence une structure hautement poreuse caractérisée
par la présence de macropores interconnectés, traduisant le développement d’une surface
spécifique importante. Cette porosité est principalement attribuée a la libération des composés
volatils lors du processus de pyrolyse et de carbonisation du matériau organique. Par ailleurs,
la présence de fissures et de cavités internes témoigne d’une altération significative de
’organisation lignocellulosique initiale du marc de café sous 1’effet du traitement thermique.

(Seddiki & Bessaci, 2024)

Ces propriétés morphologiques conferent au biochar un potentiel €levé d’adsorption des
composés organiques et des contaminants. La structure poreuse observée favorise également
I’adhésion et I’immobilisation des microorganismes, tout en améliorant la rétention de 1’eau et
des nutriments. De ce fait, ce matériau présente des caractéristiques particulierement
intéressantes pour les applications de bioremédiation des sols contaminés par les hydrocarbures

pétroliers.

L’analyse morphologique met en évidence une architecture carbonée relativement
homogene, caractérisée par la présence de parois fines et d’un réseau important de macropores
interconnectés. Cette organisation structurale résulte principalement de 1’¢limination des
matieres volatiles au cours du processus de pyrolyse, entrainant la formation d’un matériau
doté d’une surface spécifique développée. La présence de pores ouverts et de cavités internes

favorise les mécanismes de diffusion et d’adsorption des composés organiques.
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Les caractéristiques morphologiques observées confeérent au biochar de feuilles de
palmier dattier une capacité importante de rétention des polluants, de 1’eau et des ¢léments
nutritifs. Par ailleurs, la porosité développée constitue un support propice a 1’adhésion, a la
prolifération et a I’immobilisation des microorganismes impliqués dans les processus de
biodégradation. Ces propriétés font de ce matériau un candidat particuliérement intéressant

pour les applications de bioremédiation des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers.

I11.3.2.2. Caractéristiques chimiques

Les donnés chimiques de mélange de des biochar sont illustrés dans le tableau suivant

Tableau X. Caractéristique chimique de biochar

Parameétre CE PH

BCPD +BCMC 2.83 8.61

Le biochar obtenu présente un pH alcalin de 8,61, ce qui indique la présence importante
de composés minéraux basiques issus du processus de pyrolyse. Cette alcalinité est
généralement observée dans les biochars produits a des températures élevées, en raison de la
concentration des cendres minérales contenant des carbonates, des oxydes et des ¢léments

alcalins.

Un pH alcalin peut avoir un effet positif sur les sols contaminés par les hydrocarbures,
notamment en améliorant les conditions de croissance des microorganismes responsables de la
biodégradation. I1 contribue également a réduire I’acidité du sol et a augmenter la disponibilité
de certains nutriments essentiels. Ainsi, ce biochar pourrait favoriser les mécanismes de
Biostimulation et améliorer I’efficacité de la bioremédiation des sols pollués (Schnee et al.,

2016).

La conductivité électrique mesurée est de 2,83 ms/cm, ce qui traduit une salinité
modérée du biochar. Cette valeur indique la présence d’ions minéraux solubles libérés durant
la pyrolyse de la matiere premiere. La conductivité électrique est un paramétre important, car

elle refléte la quantité de sels dissous susceptibles d’influencer 1’activité biologique du sol.

La valeur obtenue reste dans une gamme acceptable pour une utilisation

environnementale et agricole. Une salinité modérée peut étre bénéfique en apportant certains
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¢léments nutritifs nécessaires au métabolisme microbien. Cependant, des valeurs tres élevées
pourraient provoquer un stress osmotique et limiter le développement des microorganismes

(Seddiki & Bessaci , 2024)

I11.4.3. Préparation de nano biochar

Figure 20 . Nano -biochar

Les résultats obtenus ont révélé une absorbance positive a 253 nm, ce qui confirme la
formation du nano-biochar. Cette absorbance peut étre attribuée a la présence de composés
aromatiques et de structures carbonées de taille nanométrique possédant une forte capacité
d’interaction avec le rayonnement UV. Ces propriétés témoignent d’une réduction efficace de

la taille des particules apres le traitement appliqué.

III.5.Immobilisation

IT1.5.1.Résultats des mesures de la densité optique (DO) avant et aprés I’immobilisation
microbienne sur biochar
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Figure 21.Variation de la biomasse des souches bactériennes avant et apreés immobilisation
sur biochar.
Les résultats obtenus a partir de 1’histogramme ( Figure 22) des valeurs de densité
optique avant et aprés immobilisation sur biochar montrent une différence claire dans la

capacité d’adhésion des souches bactériennes étudiées.

Cette variation traduit une différence dans le comportement des souches vis-a-vis du
biochar, ou certaines souches s’attachent plus efficacement que d’autres. Les valeurs plus
faibles de densité optique apreés immobilisation indiquent une meilleure fixation des cellules
sur le support, tandis que des valeurs plus élevées traduisent une immobilisation moins

importante (Thunshirn et al., 2022).
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Figure 22.Evaluation comparative de l'efficacité d'immobilisation d'un consortium microbien
sur différents types de biochar (BCPD et BCMC).

Les résultats obtenus a partir du histogramme ( Figure 23), consacré a la comparaison
entre deux types de biochar, montrent une différence significative dans leur efficacité
d’immobilisation.

D'apres la figure (Figure 23). Le biochar issu des feuilles de palmier présente une
meilleure performance en termes d’immobilisation par rapport a I’autre type de biochar étudié.
Cette observation est mise en évidence par des valeurs de densité optique plus faibles apres

immobilisation, indiquant une fixation plus importante des microorganismes sur ce support.

Ainsi, le biochar de feuilles de palmier apparait comme le support le plus efficace pour
I’immobilisation microbienne dans les conditions expérimentales considérées (Thunshirn et

al., 2022).
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Figure 23.0bservation au microscope ¢lectronique a balayage (MEB) des micro-organismes
immobilisés sur le biochar.

Les résultats de la microscopie électronique a balayage (MEB) montrent une faible
distinction morphologique entre les échantillons, notamment en ce qui concerne la structure
poreuse du biochar. Cette absence de contraste net peut s’expliquer par la formation d’un

biofilm microbien a la surface du matériau.

En effet, I’adhésion et la colonisation microbienne sur le biochar conduisent a la
production de substances polymériques extracellulaires (EPS), lesquelles forment une matrice
tridimensionnelle susceptible de recouvrir partiellement ou totalement les pores et les
irrégularités de surface. Ce processus peut entrainer une obstruction des pores, une atténuation
de la rugosité superficielle et, par conséquent, une diminution de la résolution morphologique

observable en MEB.
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Figure24 .Schéma représentant le processus d’immobilisation des micro-organismes par

I’application du biochar.
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I11.6.Traitement du sol polluée
I11.6.1.Caractéristiques physico-chimiques des sols étudiés

Les échantillons de sols contaminés utilisés dans cette étude ont été prélevés au niveau
de deux sites pétroliers situés dans le sud algérien, a savoir le site de Haoud Berkaoui et celui
de Hassi Messaoud. Ces régions sont reconnues pour leurs importantes activités d’exploitation
des hydrocarbures pétroliers et présentent plusieurs zones affectées par des rejets accidentels

ou chroniques de pétrole brut et de dérivés pétroliers.

Le site de Haoud Berkaoui est caractérisé par la présence de bourbiers contaminés par les
hydrocarbures, issus principalement des activités de forage et de stockage des résidus
pétroliers. Quant au site de Hassi Messaoud, il représente I’'un des plus grands champs
pétroliers d’ Algérie, ou les sols subissent fréquemment des contaminations liées aux opérations

d’extraction, de transport et de raffinage des hydrocarbures.

Les prélévements ont été réalisés de maniere aseptique afin de préserver la flore microbienne

autochtone présente dans les sols contamings.

I11.6.1.1. Aspect physique des sols contaminés étudiés

Les sols étudiés présentent un aspect sombre a noiratre, caractéristique des sols fortement
contamings par les hydrocarbures pétroliers. Une odeur prononcée de pétrole brut et de dérivés

pétroliers a €galement été observée au moment de I’échantillonnage.

Le sol de Haoud Berkaoui se distingue par une texture plus compacte et visqueuse, li¢e a
une forte imprégnation en hydrocarbures lourds. En revanche, le sol provenant de Hassi
Messaoud présente une texture relativement sableuse avec des agrégats plus friables, typiques
des sols sahariens contaminés. Par ailleurs, la présence de zones huileuses et d’agglomérats
sombres témoigne d’une accumulation importante de composés hydrocarbonés dans les deux

sols étudiés.

69



Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.6.1.2.Caractéristique phsico -chimiques et microbiologiques de sol

Tableau XI.1'état physico-chimique et microbiologique initial d'un sol pollué avant tout

traitement
Teneur en quantité métaux Conductivité | pH | Dénombrement
Caractérisation HC lourds ug/kg électrique de flore
microbienne
(%) UFC/g
Hg =404.34 ug/kg 5
Sol.avant le 24 (%) Pb = 26703 ug/kg 6.4 ms/cm 8.86 | 1.75 x 10°UFC
traitement /g
Cr=4726.5 ug/kg

Le tableau présenté expose les caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques
initiales d'un sol soumis a une pollution de nature anthropique, principalement hydrocarburée
et métallique.

L'évaluation de ces parametres est cruciale pour comprendre le niveau de dégradation du
site et pour orienter le choix de la stratégie de dépollution (biostimulation, bio-augmentation,
ou traitements physico-chimiques).Teneur en hydrocarbures (HC) : Elle s'éléve a 5,94 %. C'est
un taux de contamination particulierement élevé, témoignant d'une pollution massive (par
exemple, suite a un déversement industriel ou de produits pétroliers Contamination en métaux
Lourds : Le sol présente une multi-contamination par des ¢léments traces métallique Plomb
(Pb) : 26703 ug/kg (soit 26,7 mg/kg) concentration la plus prédominante.Chrome (Cr) : 4726,5
ug/kg (soit 4,73 mg/kg).Mercure (Hg) : 404,34 ug/kg (soit 0,40 mg/kg).

La caractérisation initiale du sol révele un état critique de co-contamination mixte, illustré
par une teneur massive en hydrocarbures pétroliers (5,94 %) associée a une multi-
contamination par des éléments traces métalliques (ETM), dominée quantitativement par le

plomb (Pb =26 703 ug/kg), suivi du chrome (Cr =4 726,5 ug/kg) et du mercure (Hg = 404,34
ug/kg).

Dans ce systéme complexe, les polluants organiques et inorganiques n'agissent pas de
maniere isolée, mais exercent une toxicité¢ synergique sur la biologie du sol. Selon (Aziz et al.
2021)Conductivité Electrique (CE) : Elle est mesurée a 6,4 ms/cm. Cette valeur élevée indique
une forte salinité ou une forte concentration en ions dissous dans la solution du sol, ce qui

témoigne d'une forte salinité du milieu.
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Selon Violante et ces collegues Le pH : Il est de 8,86, ce qui classe ce sol dans la
catégorie des sols fortement alcalins (basiques).le sol étudié présente un pH fortement alcalin
de 8,86. Cette alcalinité ¢levée joue un role déterminant dans la spéciation des métaux lourds ;
elle favorise généralement leur précipitation sous forme de carbonates ou d'hydroxydes,
réduisant ainsi leur biodisponibilité et leur toxicité immédiate pour la microflore Violante et
al.(2022).

Dénombrement de la Flore Microbiologique : La charge microbienne initiale est de
1,75 .10° UFC/g, Bien que la présence d'une flore microbienne 1,75 .10° UFC/g témoigne de
la survie de micro-organismes autochtones, cette valeur reste particulicrement faible en
comparaison avec celle d'un sol témoin non pollué, ou la densité bactérienne dépasse
généralement 1076 a 10"8 UFC/g. Cette réduction significative de la biomasse microbienne
met en évidence l'effet toxique et inhibiteur exercé par la forte charge en hydrocarbures (5.94%)

et en métaux lourds notamment le plomb (Benahmed & Houali, 2014).

111.6.2.Résultats de traitement

I11.6.2.1.Le Taux de biodégradation des hydrocarbures

Pourcentage de degradation HC (%)

w

Bac 01 Bac 02 Bac 03

Figure 25. Comparaisons des performances de dégradation des hydrocarbures des trois
modalités expérimentales.

e Bac 01. Soltémoin non traité
e Bac 02. Sol+ MO immobilisé dans le Biochar(+biosurfactant
e Bac 03. Sol + Microorganismes (MO)
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L’Histogramme présenté regroupe les données expérimentales relatives a I'évolution de
la teneur en hydrocarbures (HC), de 1'humidité (teneur en eau), de la fraction solide du sol,
ainsi que le pourcentage de dégradation final aprés traitement pour quatre modalités différentes

(Bac 01 a Bac 03).

L'analyse des pourcentages de dégradation met en évidence une nette variabilité de

l'efficacité des traitements selon la formulation appliquée au sol contaming :

Le sol témoin (2 % de dégradation) : Indique la présence d'une activité microbienne

indigeéne basale capable de métaboliser une faible fraction des hydrocarbures.

» Sol + Micro-organismes (MO) (17,6 % de dégradation) : L'apport d'un consortium
microbien (bio-augmentation) améliore significativement le taux de biodégradation par
rapport au témoin). Cela confirme le potentiel métabolique des souches sélectionnées pour
l'assimilation des fractions hydrocarbonées.

» Sol + Biochar immobilisé par les MO (22,9 % de dégradation) : Cette modalité affiche
le taux de dégradation le plus élevé. L'association du biochar et des micro-organismes
montre un effet synergique remarquable. Le biochar n'agit pas seulement comme un agent
d'adsorption des polluants, mais joue un role crucial de support protecteur (matrice
d'immobilisation) pour les micro-organismes. Cette structure poreuse protege la biomasse
microbienne des chocs toxiques dus aux fortes concentrations de HC, améliore la rétention
des nutriments et offre un micro-environnement optimal (niches écologiques) favorisant leur
survie, leur prolifération et leur activité¢ métabolique continue (Wang et al. 2025).

Dans 1'optique d'optimiser la biorestauration des sols contaminés par les hydrocarbures
pétroliers, l'intégration des biosurfactants, s'avére une stratégie hautement efficace pour
pallier la faible solubilité de ces contaminants hydrophobes. Selon I'étude menée par Li et
al. (2018),

le role de ces biomolécules est bidimensionnel, combinant des effets physico-
chimiques et des modifications biologiques structurelles au sein du systeme édaphique.
D'une part, les biosurfactants réduisent drastiquement la tension superficielle et interfaciale,
favorisant ainsi la désorption et 1'émulsification des hydrocarbures sous forme de micro-

gouttelettes (Li et al. 2018)
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e III.6.2.3. Taux de réduction des métaux lourds dans les Bacs 02. ( Sol +
Microorganismes (MO) immobilisé dans le Biochar+ biosurfactant )

Le pourcentage de diminution(%)
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Figure 26. Pourcentage de diminution des concentrations en métaux lourds (Hg, Pb et Cr)
apres traitement par biostimulation.

Trois métaux lourds ont été analysés : le mercure (Hg), le plomb (Pb) et le chrome (Cr).

Les résultats montrent une diminution globale de la concentration de certains métaux
lourds dans le bac traité avec le biochar immobilisé par les micro-organismes (Bac 02) par
rapport au sol témoin non traité¢ (Bac 01), ce qui indique I’efficacité potentielle du traitement
biologique dans I’immobilisation ou la réduction de la biodisponibilité¢ des métaux lourds.

e Le mercure (Hg) passe de 404.34 ng/kg dans le Bac 01 a 253.69 ng/kg dans le Bac 02.
Cette diminution importante suggere une adsorption efficace du mercure par le biochar
ainsi qu’une possible intervention des micro-organismes dans la stabilisation de ce
métal toxique.

Le pourcentage de diminution est 37.25(%)

e Le plomb (Pb) présente également une légere diminution, avec une concentration
passant de 26703 pg/kg a 24610 pg/kg apres traitement. Cette réduction peut étre lice
a la grande capacité d’échange cationique du biochar favorisant la fixation des ions
métalliques
Le pourcentage de diminution est 7.84 (%)

e Le chrome (Cr) diminue de 4726.5 ng/kg a 4314.84 pg/kg dans le bac traité. Cette
baisse confirme 1’effet positif du consortium microbien immobilisé sur biochar dans la
réduction de la mobilité des métaux lourds dans le sol contaminé.

Le pourcentage de diminution est 8.7 (%)
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Dans I’ensemble, ces résultats indiquent que I’utilisation du biochar enrichi par des
micro-organismes peut contribuer a la réduction de la contamination métallique des sols
pollués par les hydrocarbures pétroliers, notamment pour le Hg, le Pb et le Cr.

Le biochar agit probablement comme un adsorbant naturel grace a sa surface poreuse et
a ses groupements fonctionnels, tandis que les micro-organismes participent a la transformation
et a I’immobilisation des métaux lourds dans le sol selon le travail de Rees et Morel (2012) .
I11.6.3. Evolution de pH et de salinité

Tableau XII.Comparaison de valeur de ph et de salinité des bacs apres le traitement par

biostimulation
Temp Avant le traitement Apres le traitement
Bacs
pH salinité pH salinité
Bacl 7,2 7,42 ms/cm
Bac2 8.36 6.4 ms/cm 8,68 5,12 ms/cm
Bac3 9,03 5,57 ms/cm

e Bac 01. Soltémoin non traité
e Bac 02. Sol + Microorganismes (MO) immobilisé dans le Biochar+ biosurfactant
e Bac 03. Sol + Microorganismes (MO)

Les résultats obtenus montrent que les différents traitements ont influencé le pH et la
salinité du sol contaminé. Le sol original présentait un pH alcalin de 8,86 et une salinité de 6,4
ms/cm.

Le témoin a enregistré la salinité la plus élevée (7,42 ms/cm) ainsi qu’un pH (7,2),
traduisant une dégradation défavorable du milieu en absence de traitement.

Le traitement traité par biochar immobilisé et biosurfactant a montré les meilleurs
résultats avec une salinité plus faible (5,12 ms/cm) et un pH stable de 8,68, proche de celui du
sol original. Cette amélioration est liée a la capacité absorbante du biochar et a son rdle de
support favorable a 1’activité microbienne.

Dans I’ensemble, le traitement par biochar immobilis¢ apparait comme le plus
performant, puisqu’il permet a la fois de réduire la salinité du sol et de maintenir un pH stable
favorable a I’activité microbienne. Ces résultats confirment le réle du biochar comme support
biologique efficace et comme amendement capable d’améliorer les propriétés physico-
chimiques des sols contaminés par les hydrocarbures (Wang et al. 2025).
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Conclusion

Ce travail mettent en lumiere le potentiel de la biostimulation assistée par biochar et
biosurfactant en tant qu'approche écologique, durable et prometteuse pour la réhabilitation des
sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers et les métaux lourds. La valorisation de résidus
organiques locaux a €té au coeur de cette étude, qui a porté sur I’évaluation d’une stratégie de
biostimulation et bio augmentation appliquée a des sols contaminés par les hydrocarbures
pétroliers provenant des régions de Hassi Messaoud et de Haoud Berkaoui. L’approche adoptée
reposait sur I’association synergique de microorganismes autochtones hydrocarbonoclastes, de
biosurfactants et de biochars €laborés a partir de biomasses locales, notamment le marc de café

et les feuilles de palmier dattier.

Apres I’isolement et la sélection de souches bactériennes et fongiques capables d’utiliser
les hydrocarbures comme source de carbone, les microorganismes ont été¢ immobilisés sur le
biochar afin d’améliorer leur survie, leur stabilité et leur activité biologique. Les observations
réalisées ont confirmé 1’aptitude du biochar a constituer un support favorable a la colonisation
microbienne grace a sa structure poreuse, sa grande surface spécifique et ses propriétés

adsorbantes.

Les résultats obtenus ont démontré I’efficacité de la biostimulation dans la dépollution
des sols contaminés. Le traitement associant les microorganismes autochtones et le biochar et
biosurfactant permis d’atteindre un taux de réduction des hydrocarbures totaux pétroliers de
22,9 %, contre 17,6 % pour le traitement microbien seul et seulement 2 % pour le t¢émoin. Ces
résultats mettent en évidence I’effet synergique du biochar et des microorganismes dans

I’amélioration de la biodégradation des hydrocarbures pétroliers.

Parallelement, une diminution de la biodisponibilité des métaux lourds a été¢ observée
apres traitement. Les taux de réduction enregistrés ont atteint 27,25 % pour le mercure (Hg),
8,70 % pour le chrome (Cr) et 7,84 % pour le plomb (Pb). Le mercure a présenté le pourcentage
d’abattement le plus élevé, traduisant [Defficacit¢ du biochar dans 1’adsorption et
I’immobilisation des contaminants métalliques, ainsi que la contribution des microorganismes

a la réduction de leur mobilité dans le sol.

Le biochar a joué un role déterminant dans 1’amélioration de 1’efficacité du procédé de
biostimulation. En plus de servir de support d’immobilisation pour les microorganismes, il a

favorisé la formation d’un biofilm microbien stable et actif. Sa capacité a retenir I’eau, a
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améliorer 1’aération du sol et a adsorber les polluants a permis de créer un microenvironnement

favorable au développement microbien et a 1’intensification des processus de biodégradation
et de stabilisation des contaminants. Ainsi, cette ¢tude démontre que la biostimulation assistée
par biochar constitue une approche écologique, durable et prometteuse pour la réhabilitation
des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers et les métaux lourds. La valorisation de
résidus organiques locaux pour la production de biochar représente également une solution

¢économiquement intéressante et respectueuse de I’environnement pour les régions sahariennes.

Afin de consolider et d’approfondir les résultats obtenus, plusieurs perspectives peuvent

étre envisagées. Il serait pertinent de :

Réaliser des essais a plus grande échelle sur des sites pétroliers réels afin d’évaluer les

performances du procédé¢ dans les conditions environnementales du Sahara.

L’¢tude des mécanismes microbiologiques, enzymatiques et moléculaires impliqués dans la
biodégradation des hydrocarbures permettrait également de mieux comprendre les interactions

entre les microorganismes et le biochar.
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Annexes 01

Tableau XIII. Les composants des milieux

-Les composant de Milieu M2 La quantité
. NHACL ..o e 2g

. KL 0.1g

. K2HPOA .. g

. Ca Cl o 0.01g

. KH2POA . 0.5g

. FeSOATH2O0 . ... 0.01g

. MESOATHZO ... 0.5g

. N ) 15¢
. Eau distillée ... ..o 1000ml
. PH S 6.5
Les composant de Milieu M2 salé La quantité

. M 1L

. NACT oo 75g

Les composant de gélose nutritive GN : La quantité
. Extrait de viande @ .........coooiiiiiiiiii 1.0 g/L
. Extraitde levure: .........ooooviiiiiiii 2.5¢g/L

. Peptone: .. 5.0 g/L
. Chlorure de sOdiU. ......ouiiii e 5.0¢g/L
. AGAT-AZATT L.t 15.0 g/L
. PH 7.0
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Les composant de gélose sabouraud (Sabouraud Dextrose Agar) SDA :

. Peptone @ ..o 10 g/L

. Dextrose (ZIUCOSE) ..o.vvvviiiiiiiiiii e 40 g/L

. AAT Lo 15 g/l

. Eaudistillée : ..o 1L

. pH : ~5,6 (acide, pour favoriser la croissance des champignons et inhiber la plupart

des bactéries)

Les composant de bouillon nutritive: La quantité
. TrYPLONe: ot 10.0 g/L

. Extraitde viande: ...........coooiiiiiiiiis 5.0¢g/L

. Chlorure de sodium: ...........ccovviii viiiiiiii e 5.0¢g/L

. pH final 2 25°C: ... o 7.2+ 0.2

BN salé: BN +75gNaCl

Composition des milieu:

Milieu MM: La quantité
. NHANOS Lo e 0.4g

. K2HPOA .o 0.3g

. KH2POA . .o 0.3g

. NaCL oo e 10g

. ML 0.33¢g

. CaC 2. . 0.05g

. Extrait de [evure.........ooiiiiii 0.1g

. d’eau diStillée. ... ..oouinei 1L
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Milieu MM salé:
. NHANO S . . 0.4g
. K2HPOA . . 0.3¢g
. KH2POA . .o 0.3g
. NG 55¢g
. M2 . e 0.33¢g
. 0 T P 0.05g
. Extrait de levure.........cooviuiiiiiii e, 0.1g
. d’eau diStillée. ... 1L
Eau physiologique La quantité
Eau distillée. ..o 1000ml
N L e 9¢g
Autoclaver a 120°C pendant 2heures

Annexes 02

Tableau XIV.Les appareils utilisés

Nom de ’appareil Utilisation Image

Appareil utilis¢ pour
maintenir les
échantillons ou les
milieux de culture a une
température  constante

Bain-marie grace a un chauffage
indirect par D’eau. Il
permet notamment
I’incubation douce, la
dissolution de
substances et le
maintien des réactifs a
une température
déterminée.
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Equipement destiné a
assurer des conditions

controlées de
Incubateur (Etuve température favorables
bactériologique) a la croissance et au

développement des
micro-organismes  au
cours des  phases
d’incubation
microbiologique.
Appareil analytique
permettant de mesurer
I’absorbance ou la
densité optique d’un
échantillon a  une
Spectrophotométre | longueur d’onde
spécifique. 11 est utilisé
pour estimer la
concentration cellulaire,
suivre la  croissance
microbienne ou analyser
différents composes
chimiques.
Equipement permettant
de séparer les
constituants d’un
mélange en fonction de
leur densité par I’action
Centrifugeuse de la force centrifuge.
Elle est utilisée pour
récupérer les cellules
microbiennes, les
biomasses ou les
particules solides apres
centrifugation.
Appareil  servant a
mesurer le potentiel
hydrogene (ph) d’une
solution ou d’un
pH-métre échantillon de sol afin
de  déterminer  son
caractére acide, neutre
ou alcalin.
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Instrument utilis€ pour
mesurer la conductivité

¢électrique d’une
solution ou d’un extrait
Conductimeétre de sol,  permettant

d’évaluer la salinité et la
concentration en ions
dissous.

Appareil équipé¢ d’un
barreau aimanté
permettant
I’homogénéisation
continue des solutions

par agitation
Agitateur magnétique. Il est utilisé
magnétique pour  préparer les

milieux, maintenir les
suspensions homogenes
et favoriser les réactions
chimiques ou
biologiques.

Four utilis¢ pour la
production du biochar a
partir des feuilles de
palmier dattier par

Four classique de traitement thermique a

pyrolyse température  controlée
en condition limitée en
oxygene.

appareil thermique a
haute température
utilisé pour la pyrolyse
des marc de café afin de
Four a moufle produire le biochar dans
des conditions
controlées et en absence
partielle d’oxygene.
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L’autoclave est un
appareil de stérilisation
utilisant la vapeur d’eau
saturée sous pression
afin d’éliminer
L’autoclave I’ensemble des micro-
organismes, y compris
les spores bactériennes.
Il est largement utilisé
pour la stérilisation des
milieux de culture, de la
verrerie et du matériel
microbiologique.
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Tableau XV.La coloration des bactéries isolées par la coloration de Gram

La bactérie Description Image de coloration de gram
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Tableau XVI.Caractéristiques physico-chimiques du gasoil (KHODJA , 2008)

CARACTERISTIQUES Gasoil Gasoil sans soufre Spécifications du
PHYSICO-CHIMIQUES ALGERIEN NF EN 590 : 2004 gasoil
Norme Algérienne
NA
8110-1992
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Densité a 15 °C, g/c°API 0.8321 De 0.820 a2 0.85 De 0.810 0 0.860
m 38.4
2
o , glc m
Viscosité Cinématique en cSt, a : 4.6152.960
© 0 20°C 2.001
. 37.8°C 229
* 40°C -32 X 2
Point d’écoulement, 29 8 De 2.00 2 4.50 m 9 ¢St Max
°C ) POil’lt de 0.859 s m
congélation, °C
Point d’éclair, °C ] .
Indice d’acidité, mg KOH/g Hiver -12 °C max
Eté -7 °C Max
55°C min
Teneur en soufre 734 ppm 10.0 mg/kg max
Teneur en eau de sédiments, BSW, <0.1 2500 ppm
% Vol Nulle Max 200 mg/kg Max
Teneur en eau par extraction, % Vol 45L ) Traces
Couleur la Classe 1’m1n non
ASTM 553 5.1 .0 (mesur¢) ’ dosables
Corrosion a la lame de cuivre (3h a min 46.0 (calcnlé) 2.5 Max
50°C) 16 Classe E (max-15°C)
Indice de Cétane Classe B (max°C) 48 Min
Température Limite de Filtrabilité, 11.90
oC 208
10 940
Facteur de caractérisation, Kuop
Poids moléculaire, g/mole 207.9
Pouvoir Calorifique Supérieur, 222.7
Kcal/Kg 230.1
Distillation ASTM 239.9 o e
% (V/V) récupéré a
«  Point initial, °C 2495 350°C :
S % Vol 259.6 85% min
10 " 270.8
20 " 282.5
30 " 296.2
40 " 312.7 65 % Vol 250° Min
50 " 336.2 90% Vol 350° Max
60 " 355.8 Point Final 390°
70 " 362.9 Max
80 " 98.5
90 " 0.6
93 0.9

Point Final, °C
Distillat, % Vol
Résidu "

Perte

n
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Figure 28 . Souches bactériennes purifiées dans des tubes de milieu nutritif liquide (étape
préalable a la préparation d’un consortium microbien).
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Figure 29 .M¢lange de souches bactériennes formant un consortium

Figure 30 .M¢lange de souches Fongiques formant un consortium
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Figure 31 .Trois répétitions expérimentales de sols contaminés par des hydrocarbures
pétroliers amendés avec du biochar enrichi en microorganisms

Figure 32 .Essai expérimental en triplicat de sols contaminés par des hydrocarbures
pétroliers, traités par inoculation de suspensions bactériennes et fongiques

Figure 33 .Dispositif expérimental témoin en triplicat, constitué¢ de sols contaminés par des
hydrocarbures pétroliers sans ajout exogene
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Figure 34 .Profil biochimique des souches bactériennes révélé par le systeme API 20E
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Bioremédiation des sols pollues par hydrocarbures pétrolier par biostimulation (Biosurfactant et biochar)

Résumé

Cette étude a évalué Iefficacité d’une stratégie de biostimulation et bio augmentation fondée sur 1’action synergique du biochar, des biosurfactants et des micro-
organismes autochtones pour la remédiation des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers issus des régions de Hassi Messaoud et de Haoud Berkaoui et
Rhourd Nouss (Illizi). Dans cette optique, les souches bactériennes et fongiques hydrocarbonoclastes isolées ont ét¢ immobilisées sur des biochars synthétisés a
partir de feuilles de palmier dattier et de marc de café ; les résultats expérimentaux ont mis en évidence la supériorité du biochar de feuilles de palmier en termes

de capacité de rétention microbienne, confirmant ainsi son aptitude en tant que support biologique optimal.

En outre, le traitement appliqué a permis une réduction significative des métaux lourds. L’évaluation du taux de dégradation des hydrocarbures totaux pétroliers
(HTP) a montré que le procédé basé sur le biochar immobilisé associé aux biosurfactants a obtenu le rendement épuratoire le plus élevé, atteignant 22,9 %, contre
17,6 % pour le traitement biologique reposant uniquement sur les micro-organismes. Parallélement, une diminution de la biodisponibilité des métaux lourds a été
observée aprés traitement, avec des taux de réduction atteignant 37,25 % pour le mercure (Hg), 8,70 % pour le chrome (Cr) et 7,84 % pour le plomb (Pb).
L’ensemble de ces résultats met en évidence que la combinaison biochar—biosurfactants—micro-organismes autochtones constitue une approche biotechnologique

efficace, écologique et durable pour la bioremédiation des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers.

Mots-clés : Biostimulation, Bio augmentation, Biochar, Biosurfactants, Hydrocarbures pétroliers, Métaux lourds, Bioremédiation.

Bioremediation of petroleum hydrocarbon-polluted soils by bio stimulation (biosurfactants and biochar).

Abstract :

This study evaluated the efficacy of a biostimulation and bioaugmentation strategy based on the synergistic action of biochar, biosurfactants,
and indigenous microorganisms for the remediation of soils contaminated with petroleum hydrocarbons in the Hassi Messaoud, Haoud
Berkaoui, and Rhourd Nouss (Illizi) regions. Hydrocarbonoclastic bacterial and fungal strains were immobilized on biochars synthesized from
date palm leaves and coffee grounds. Experimental results demonstrated the superiority of date palm leaf biochar in terms of microbial

retention capacity, confirming its suitability as an optimal biological support.

Furthermore, the applied treatment enabled a significant reduction in heavy metal content. The evaluation of total petroleum hydrocarbon
(TPH) degradation rates showed that the process utilizing immobilized biochar combined with biosurfactants achieved the highest purification
yield, reaching 22.9%, compared to 17.6% for biological treatment using only microorganisms. Concurrently, a decrease in heavy metal
bioavailability was observed post-treatment, with reduction rates reaching 37.25% for mercury (Hg), 8.70% for chromium (Cr), and 7.84%
for lead (Pb). These findings indicate that the combination of biochar, biosurfactants, and indigenous microorganisms constitutes an effective,

ecological, and sustainable biotechnological approach for the bioremediation of petroleum-contaminated soils.

Keywords: Biostimulation, Bioaugmentation, Biochar, Biosurfactants, Petroleum Hydrocarbons, Heavy Metals, Bioremediation.
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  N =    ∑  C   (   n 1 + 0 . 1   n 2 ) × d × v


   ∑  𝑪 :


    𝒏  𝟏 :


    𝒏  𝟐   :  


  𝒅


  𝒗


  𝑼 𝑭 𝑪 / 𝒈


  1 . 75 ×  10 5 𝑼 𝑭 𝑪 / 𝒈

