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UTILISATION DE SOUCHES BACTERIENNES AUTOCHTONES DAN S LA
PRODUCTION DE BIOSURFACTANT ET LA BIOREMEDIATION DE S SOLS DE
HASSI MESSAOUD CONTAMINES PAR LES HYDROCARBURES

Résumé :

L’objectif de notre étude est la bioremédiationrdsol provenant d’un bourbier & Hassi
Messaoud contaminé par les hydrocarbures en utilsa microflore autochtone additionnée

de leur propre biosurfactant produit dans les dams de laboratoire.

Malgré les conditions environnementales et leaatares physicochimiques du sol étudié
peu favorables, une biomasse microbienne non re&dilg soit 2.10UFC/g de sol a été mise
en évidence. Parmi les souches existantes, deugt@msolées Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas lutealda meilleure productrice de biosurfactantleseudomonas aeruginosa
qgui a pu produire en utilisant I'huile de tournesomme seule source de carbone 2,4 g/l de
biosurfactant capable de dimunier la tension sigellt du milieu de culture jusqu'a
26,06mN/m avec un index d’émulsiopse 50%.

Le taux de biodégradation du pétrole brut par lacke Pseudomonas aeruginosst
plus élevé en présence de biosurfactant (53,03%h@on absence (35,27%). Par ailleurs, Le
taux d’hydrocarbures mobilisés apres le lavagedaleantenant 62,70 g d’hydrocarbures par
kilogramme de sol par centrifugation est de 50,4t%le 76,13% en utilisant des faibles
concentrations de biosurfactant de 0,2% et 0,5%esement. Les mémes concentrations
de biosurfactant ont permis de remobiliser 46,09%%03% de contaminant lorsque les

échantillons de sol sont soumis a plusieurs lavagesessifs sans centrifugation.

La souche autochtone &seudomonas aeruginogmlée est donc capable de produire un
biosurfactant qui a un grand pouvoir dans la refisattion des hydrocarbures et

I'accélération de leur biodégradation.

Mots clés: Hydrocarbures, Pseudomonas aeruginosabiosurfactant, pétrole brut,

biodégradation, remobilisation.
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THE USE OF ABORIGINAL BACTERIAL STRAINS IN THE PROD UCTION OF
BIOSURFACTANT AND THE BIOREMEDIATION OF HASSI MESSA OUD SOILS
CONTAMINATED BY HYDROCARBONS

Abstract:

The aim of our study is the bioremediation of d sontaminated by hydrocarbons
from a quagmire in Hassi Messaoud by using itsigh@ microorganisms added their own

biosurfactant produced in laboratory conditions.

Despite of the unfavorable environmental conditiomsd physicochemical
characteristics of soil studied, significant midedbbiomass that is 2.80UCF/g of soil.
Among the existing strains, two were isolat®deudomonas aeruginosend Pseudomonas
luteola The best biosurfactant producingdseudomonas aeruginogaat could produce by
using sunflower oil as sole source of Carbone, dldof biosurfactant that reducing the
surface tension of culture medium until 26,06 mNWith an emulsion index of 50%.

The biodegradation rate of crude oil Bgeudomonas aeruginosa higher in the
presence of biosurfactant (53, 03%) than in itseabs (35, 27%). Moreover, the rate of
hydrocarbons mobilized after soil washing contagn2, 70 g of hydrocarbons per kilogram
of soil by centrifugation is 50, 21% and 76, 13%usyng low concentrations of biosurfactant
that are 0,2% and 0,5% respectively. The same Haxgant concentrations made it possible
to remobilize 46, 09% and 79, 03% of contaminantemwthe soil samples are subjected to

several successive washings without centrifugation.

Aboriginal strain of Pseudomonas aeruginosigolated is capable to produce a
biosurfactant that has a great power in the renzalibn of hydrocarbons and the

acceleration of their biodegradation.

Keywords :hydrocarbonsPseudomonas aerugingsaiosurfactant, crudeoil, biodegradation,
remobilization.
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Introduction

Introduction

Depuis le siecle dernier et jusqu’a nos jours, fartance de l'industrie pétroliere n’a
cessé de croitre et ceci grace au réle stratégijpelitique que le pétrole joue sur la scéne
mondiale (SOLTANI, 2004).

Cependant, les effets dévastateurs de cette imalissttion et leur impact ont été
évalués sur I'environnement. En effet, de nombreégats réels ont été constatés lors
d’accidents (par exemple fuite de pétrole), detsepel de déversements volontaires, pouvant
entrainer des catastrophes écologiques irrévessililes conséquences de ces pollutions
écologiques, peuvent avoir un impact soit directimdirect, sur la santé humaine et sur
I’équilibre des écosystemes (GABET, 2004).

Par ailleurs, le probléeme majeur rencontré dansstds pollués par les produits
pétroliers est l'atteinte de la nappe phréatigdectdnt ainsi la qualité des eaux, d'ou la
nécessité de leur traitement (PERFUMQ@Iet2010).

Les techniques de remédiation des sols reposentdear processus physico-
chimiquesou biologiques. Il existe des techniqueslifrant totalement l'intégrité des sols qui
sont le plus souvent trés codteuses, c'est le oasl'@kcavation, la vitrification,
l'incinération...etc. (BALLERINI et VANDECASTEELE, 1®).

Une destechniques largement utilisée pour tragersblsin situ est le "pompage et
traitement”, quiconsiste en une circulation d'eamsdla zone de pollution, celle-ci étant
retraitée en sortie.Cependant, du fait de la fablebilité des hydrocarbures, les rendements
obtenus demeurent faibles,et il est souvent nécessdajouter des substances
supplémentaires pour favoriser leur désorption. sDkn plupart des cas, des co-solvants

organiques ou des surfactants sont employés (GAB&I4).

La plupart des surfactants commercialement dispesmibont d'origine chimique et
sont des produits dérivés du pétrole. lls présentemisque pour I'environnement car ils sont
généralement toxiques et non biodégradables (VIPNANDAN et REN, 2000). C'est
pourquoi, depuis quelques années, et grace arl'dsda biotechnologie, les scientifiques se
sont intéressés a des surfactants produits par miemorganismes : les tensioactifs
biologiques oubiosurfactants. Ceux-ci possedent les mémes propriétés tensieactjue
leurs homologues chimiques, mais ont I'avantageed®odégradables, non toxiques et sont
eégalement efficaces dans le cas de micro-organigxteSmophiles a des températures, des
pH et des salinités extrémes (BANATRkt2000).

e
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Devant I'ampleur que prend la pollution des solssdies zones pétrolieéres et compte
tenu de I'importance écologique et économique da@deemédiation, nous nous proposons a
travers cette étude a entreprendre la bioremédidis sols contaminés par les hydrocarbures
dans la région de Hassi Messaoud, en utilisanted’part leur microflore autochtone et
d’autre part, le biosurfactant produit par ces m&smiches microbiennes dans les conditions

experimentales.

Le présent mémoire se subdivise en trois partiagpremiére représente une analyse
de lalittérature scientifique ou sont exposéesitemées relatives aux hydrocarbures (sources,
nature, toxicité,...), a leur devenir dans les setyftion, dégradation...) et aux différentes
techniques de réhabilitation des sols pollués parHydrocarbures. La connaissance des
propriétés et des modes d’action des biosurfaetanissi fait I'objet de cette premiére partie

bibliographique.

La seconde partie, est réservée a la présentatida théthodologie adoptée pour la

réalisation de notre travail.

La troisieme partie de ce mémoire est consacrée @dsentation et la discussion

desrésultats obtenus. Le manuscrit est achevé parconclusion et des perspectives.
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I. Généralités sur les hydrocarbures
I. 1. Définition des hydrocarbures

Les hydrocarbures sont des composés organiquédadfmmmule chimique comprend
uniquement des atomes de carbone (C) et d'hydrad®ndés ont pour formule brute
ou n et m sont deux entiers naturels (FRANENNEAT. ,€1998).

On distingue :

v les hydrocarbures saturés dont la chaine carboseeomstituée uniquement de

liaisons simples (ex : les alcanes).

v les hydrocarbures insaturés dont la chaine carbpri&sente au moins une liaison

double ou triple (ex : les alcénes, les alcyndssetomposés aromatiques).
De plus, il existe plusieurs enchainements possible

= Les hydrocarbures linéaires ou chaque atome deomarh'est lié qu'a deux autres
atomes de carbones au plus (ex : allenes).

= Les hydrocarbures ramifiés ou un ou plusieurs asodeecarbone sont liés a plus de

deux autres atomes de carbone (ex : isooctane).

= Les hydrocarbures cycliques ou la chaine carboeéeeferme sur elle-méme (ex.:
cyclohexane)(SOLTANI, 2004).

[. 2. Origine des hydrocarbures

Les rapides transformations chimiques et mécaniqiespétrole déversé dans
I'environnement terrestre, du fait des mécanismasédation (évaporation, dissolution, photo
oxydation, biodégradation...), sont souvent un olstada détermination de son origine. Par
conségquent, si un pétrole ne peut étre rapidemeallyse aprés son introduction dans le
milieu naturel, son identification devient trésfidife (BOCARD,2006).

Les hydrocarbures dans I'environnement peuvent ghasieurs origines :

Les hydrocarbures fossilegjui proviennent de la décomposition d'une gramakntité
de matiere organique coincée entre deux couchesnaeéthires. Cela demande des
caractéristiques géologiques passees spécifiqueguceexplique la faible quantité de

ressources disponibles.

Les hydrocarbures actuelsqui sont produits par des bactéries décomposanidtiere

organique. Cette production a lieu essentiellerdanst les zones humides (tourbiéres, marais)

s
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et en quantité limitée. Le changement climatiquergt accroitre cette production dans les
zones actuellement gelée et relacher de grandestigggade méthane dans I'atmosphére

terrestre ce qui accentuerait d'autant plus I'eliéeserre.

Les rejets industriels et urbainsqui sont les sources d’hydrocarbures pétroliers
pyrolytiques (SOLTANI, 2004).

l. 3. Nature des différents types d’hydrocarbues
I. 3. 1. Composeés pétroliers

Les pétroles bruts sont constitués de différentenilles des composés dont la
composition chimique varie énormément selon leugime géographique et géologique
(TISSOT et WELTE, 1984).

Selon SOLTANI (2004), Les composeés pétroliers petivétre classés en quatre
familles principales qui sont présentés en proposti variables selon lorigine: les
hydrocarbures saturés (30 a 70 %), les hydrocasban@matiques et polyaromatiques (20 a
40 %), les composés polaires (5 a 25 %) et lesatispies (0 a 10 %).

a. Hydrocarbures saturés

Parmi lesquels, on distingue :
Les alcanes linéairegn-alcanes, @Hzn+2), dont la longueur de chaine varie de 7 a 40 atome
de carbone, constituent une des classes les parglabtes (10 a 40 % des hydrocarbures

totaux d'un brut pétrolier).

Les alcanes ramifiés les plus abondants sont les iso-alcanes (groupgeméthyle en

position 2), les autres composés ramifiés antéggoupement méthyle en position 3) ou
polyramifiés tels que les isoprénoides (exempléstame, phytane) sont beaucoup moins
nombreux. Ces composés se trouvent dans le p&naledans des proportions sensiblement

égales a celles desalcanes.

Les cycloalcanesrenferment des composeés cycliques (a 5 ou 6 atdmearbone) saturés et
le plus souvent substitués. Quelques dérivés poligmes sont aussi présents et certains
d’entre eux tels que les stéranes et les triteipanpt caractéristiques d’un pétrole brut. Cette

famille peut représenter entre 30 et 50 % des lrgalbares totaux d’'un pétrole brut.

-
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b. Hydrocarbures aromatiques

Plusieurs familles d'hydrocarbures aromatiquesoBtapomatiques dont le nombre de
noyaux varie de 2 a 6 sont présentes dans ledggtyauts. Ces composés sont dominés par

des composés mono-, di- et tri-aromatiques.

En général, les hydrocarbures aromatiques sontsvationdants que les alcanes, et ne

représentent que 10 a 30 % des hydrocarbures tdtaabrut pétrolier.
c. Composes polaires
Cette fraction correspond a des molécules hétéligogs, telles que:
- Les composés oxygénés: phénols, acides caijarygl alcools, aldéhydes,...
- Les composés soufrés: mercaptans, sulfuradfufiss, ...
- Les composés azotés: pyridines, quinoléines,...

Les dérivés soufrés sont dans la plupart des a#s gdondants que les composés

O0Xygéneés ou azotés.
d. Asphalténes

Les asphaltenes correspondent a une classe de sésnge hauts poids moléculaires,
insolubles dans le pentane ou I'hexane. La straalierces composés est mal connue du fait,
d’'une part de leur composition chimique complexddae de cycles aromatiques condensés,
de naphtéo-aromatiques, de ramifications et d’b&témes O, N, S), d'autre part de

méthodes analytiques difficilement utilisables.

Les métaux sont également présents mais a I'étades. Les plus abondants sont le
vanadium et le nickel, mais du fer, du sodium, divre et de I'uranium ont également été

détectés.
I. 3. 2. Hydrocarbures biogenes

Les organismes vivants biosynthétisent des hydbocas aliphatiques, aromatiques et

polyaromatiques condensés (SALIOT, 1981).

Le développement des techniques analytigues (dtographiques et
spectroscopiques) a démontré la complexité de opgpasés présents en faibles quantités
dans les colonnes d'eau et les sédiments. En éffdbjosynthese et les mécanismes de
transformations (dissolution, évaporation, photgeation, adsorption désorption sur des

particules, transformations biologiques, ...) conednisa un mélange de composés dont la

)
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spécificité dépend des organismes producteurssetataitions physicochimiques du milieu.
Ainsi, la stabilité de ces composés a fait d’eus derqueurs biologiques et géochimiques
d’une tres grande valeur (SALIOT, 1981).

[I. Pollution de I'environnement par les hydrocarbures

La notion de la pollution est toute relative. Omutpeonsidérer qu'’il y a pollution par
les hydrocarbures lorsque l'action de ceux-ci pétie considérée comme néfaste aux
conditions de vie de 'Homme directement, ou inclieenent, si elle affecte les populations

animales et végétales qui lui sont utiles (BERTRA&)., 1972).

L'étude de la pollution des hydrocarbures néces#its dosages tres précis ; 200 ppb
d’hydrocarbures dans I'eau sont suffisantes potdéreal son odeur. On constate que 10 ans
peuvent s’écouler entre un déversement dans letsabn arrivée dans une nappe aquifere
(BERTRAND etl., 1972).

II. 1. Types de polluants

Les groupes de composés pétroliers polluants pEsquklles la biodépollution est

possible sont :

v Les hydrocarbures pétroliers (gasoils, fuels, k&meshuiles minérales).
v' Les déchets d’exploitation du pétrole (boues etiduss d’huiles de forages)
(BERTRAND etl., 1972).

II. 2. Evaluation des sites pollués

L’évaluation de la contamination des sites suspettfestimation du danger qui
'associe est un grand probleme. L'évaluation sififi@d des risques (ESR) concerne leur
impact potentiel sur les cibles définies. Le risqst défini par la combinaison de trois

facteurs :

v' Le danger de la source polluante ; lié a la natie® substances polluantes présentes
sur le site et a leur quantité.

v' Le transfert des substances de la source versiliesixn

v' Une cible: I'Homme seul, ou [I'environnement (I'Home, faune, flore...)
(BERTRAND etl., 1972).

-
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II. 3. Impact des hydrocarbures sur I'environnement

Les impacts de la pollution par les hydrocarbw@st multiples. Les aspects les plus
évidents sont les grandes catastrophes trés neiat{SOLTANI, 2004).

Les risques que font courir les pollutions du muil@outerrain par les hydrocarbures
concernent en premier la qualité des eaux soutesales rendant impropres pour certaines
utilisations (eau potable en particulier) (SCRIBAI999).

Les sols contaminés par les hydrocarbures présente danger lors d’'un contact
direct avec 'Homme ou I'animal ou lors de leumiséert dans la chaine alimentaire. C'est le
phénoméne de bioaccumulation avec le piégeage gsavégétaux et les animaux des
polluants ou de leurs produits de dégradation jasges teneurs atteignant les seuils de
toxicité (SOLTANI, 2004).

Au niveau de la phase gazeuse du sol, les risgoBs réels avec la présence de
substances volatiles : émanations toxiques, inesndit explosions avec des produits

inflammables et explosifs en atmosphére confin€R(BAN, 1999).

[ll. Devenir des hydrocarbures dans le sol (cas delsydrocarbures aliphatiques

polycycliques « HAP »)
lll. 1. Le sol : systeme polyphasique

Le sol peut étre défini comme la couche supériderta crolte terrestre composée de
particules minérales, de matiere organique, d’edair et d’'organismes. Du point de vue
pédologique, le sol représente la partie des faomatnaturelles superficielles soumises aux
processus pédologiques et subissant des évolupus ou moins importantes de la
composition chimique et de la constitution minégajoe. Le sol résulte de I'évolution de la
roche mere sous-jacente transformée en surfaadiymas facteurs (climat, nature de la roche,
activité biologique...) (GABET,2004).

Le sol est donc un systeme hétérogéne et comgleest.composé d’'une phase solide
représentée par les particules du sol, une phaqgieldi représentée par I'eau du sol (qui peut
étre enrichie en de nombreux composés et partjcelase phase gazeuse constituée par I'air
emprisonné dans le sol (GABET,2004).

Les deux fractions intervenant principalement darsorption des HAP sont :

La fraction minérale qui est principalement constituée de minérauxnanies (quartz,

feldspaths, micas ...), de minéraux secondaires tolg/des métalliques ou les argiles

e
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(DUCHAUFOUR, 2001). Généralement, cette fractiomtetvient pas ou peu dans la
sorption des HAP sauf quand la teneur en carbogenague du sol est faible (HWANGxt
2003).

La fraction organique qui est formée en grande partie de cellulose'rgnuicellulose, de
lignine et de tanins en plus faibles pourcentagesant du matériel décomposé. Cette matiére
organique (MO) contient également de petites qtémtde protéines et des fragments
d'hydrates de carbone, des composés aminés, pinge®lou aromatiques issus de l'activité
biologique (PIGNATELLO, 1998). D'autres types de léoales peuvent entrer dans la
composition de la MO du sol, tels que les acidess,ggui sont incorporés a la matrice
organique par estérification (GOBEEL 2000).

[ll. 2. Sorption des HAP dans le sol
lll. 2. 1. Définition de la matiere organiaqie

La matiére organique est la partie non vivanteadiedction organique du sol. Elle est
constituée d'un mélange hétérogéne de résidus aengé@sition microbienne et de matiére
organique fraiche (MOF) (KOGEL KNABNER, 2002).

La minéralisation de la MO est un processus contimais les différentes phases de
décomposition engendrent de nombreux produits deadétion. Ainsi, on distingue la litiere,
qui est une fraction de la MO faiblement décomppstd'’humus qui représente la MO
transformée et qui est généralement incorporéepadae minérale du sol (DUCHAUFOUR,
2001).

[ll. 2. 2. Mobilité et transport des HAP dans les sls

Bien que les HAP soient fortement sorbés aux causbperficielles riches en MO, ils
sont également retrouvés dans les couches plusonoied du sol, caractéristique d'un
phénomene de lessivage. Le partage des HAP ergo¢, [keau du sol et la matiére organique
dissoute (MOD) est crucial pour observer le leggav@VILCKE, 2000).

Il peut y avoir une contamination des eaux souteegpar les HAP suite a leur
lixiviation a travers les sols, surtout quand itntsaccompagnés de solvants organiques
mobiles (ANONYME 1, 1994).

-
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IV. Méthodes de remédiationdes sols pollués par lésydrocarbures

Plusieurs techniques de traitement ont vu le giur de tenter de restaurer les sites
pollués classés dangereux pour les écosystemea sarté humaine (BALLERINI et
VANDECASTEELE, 1999).

L'intérét d’'une méthode se mesure a son efficaéitgon colt, a la facilité de sa mise
en ceuvre, a la qualité du sol obtenu aprés traiteaiasi qu’a la facilité de retraitement des
sous- produits générés (BALLERINI et VANDECASTEELE99).

Pour réaliser une action curative sur un site nreaaontaminer par les hydrocarbures,

plusieurs filieres sont envisageables : traitemphisiques, chimiques ou biologiques.

Le choix de la filiere obéit a des impératifs tealoagiques (moyens disponibles,

volume a traiter, nature du sol et objectifs diathe) et économiques (RHODIA, 1998).
Il existe trois grandes classes de techniques centE#mination de sol :

v' Techniquesn-situ : sans excavation des sols, la pollution estéeasur place.
v' Techniques sur-site : les terres polluées sontwesamais sont tout de méme

traitées.
v' Techniques hors-site : on procede a I'excavatiosalet les terres polluées, qui sont

ensuite traitées hors du site.

En outre, la technique de dépollution ne doit ges @us polluante que le résultat de
la pollution (pas de transfert de polluant) (LECOR|TL995)

Les opérations de traitements des sols polluéegepése faire de plusieurs manieres :

IV. 1. Traitement par remplacement

Historiguement, il s’agit de la premiere méthodmpkyée : on décape le sol
contaminé sur toute I'épaisseur polluée et on ranglla terre polluée par la terre saine
préleve ailleurs (LECOMTE, 1995).

Outre les codts de transport que cela induit,clests liés au retraitement ou au
stockage de la terre contaminée sont proportionaelsvolume déplacé, qui dépend
directement de la surface et de la profondeur dera polluée (LECOMTE, 1995).

-
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IV. 2. Traitements physico-chimiques
IV. 2. 1. Traitements thermiques

Dans les techniques basées sur un traitement tipeemia chaleur est utilisée pour

modifier physiqguement ou chimiquement les pollugSLTANI, 2004).

Deux techniquesex-situ sont utilisées, l'incinération et la désorption, sont
employées pour la décontamination des sols polhess les produits organiques. Ces
technologies consistent a utiliser les hautes teatywes pour détruire les polluants en,CO
H.O et plus différents autres résidus de combusBABET,2004).

L’incinération se réalise en deux étapes ; une fgnena 400°C, dite de volatilisation
et une seconde dite de destruction a une tempérstiperieur a 1000°C. L'incinération est la
seule technique qui détruit réellement les pollsanCependant, cette technique est
extrémement colteuse et les fumeées toxiques qudégmgent lors de la combustion

nécessitent d'importants traitements qui engendtestsurcolts (GABET,2004).
IV. 2. 2. Traitements physiques

Les traitements physiques constituent la majorié techniques mises en ceuvre
actuellement ; elles consistent a séparer et coracdes polluants, sans les modifier ou les
détruire. Les procédés d’adsorption sur charboextthction, de lavage et de confinement
sont les plus souvent utilisés (SCRIBAN, 1999).

IV. 2. 3. Traitements chimiques

Les méthodes chimiques telles que I'oxydation owdatralisation ont pour but de
détruire les polluants ou de les transformer enfarmee moins nocive pour I'environnement,
en provoquant des réactions chimiques entre laigatlet le réactif ajouté. lls peuvent étre
applicablesn-situ ou aprés excavation des sols (BALLERINI et VANDEEFEELE, 1999).

La majorité des procédés de traitements chimiquege®rt que les sols soient sous

forme de boues ou les contaminants soient mobitiaéds un milieu liquide (GABET,2004).

IV. 3. Traitements biologiques

Les procédés biologiques permettent de dégraderpddsiants par l'action de
microorganismes (bactéries, champignons...). lls eeuvétre utilisés seuls ou en

complément d'une autre technique. La décontamimgiér voie biologique consiste donc a

.
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stimuler un phénomeéne naturel pour en augmenteridement afin de détruire le polluant

organique qui sera utilisé comme source de carf@@¢.IN, 2000).

La décontamination se fait situ en introduisant dans le sol les éléments nécessaire

au développement de la biomasse ou biesituen traitant le sol excavé (COLIN, 2000

Pour la dégradation des hydrocarbures, différentsororganismes sont utilisés tels
que Arthrobacter Novocardiamu PseudomonasSi la flore locale est inadaptée a la
dégradation des polluants ou est peu abondantesaléshes bactériennes performantes

allochtones peuvent étre ajoutées au sol (COLIRQR0

Les procédés de traitements biologiques sont biteenting, le biosparging, le
pompage et traitement, le traitement bioréacteimslilorry) et le traitement en tas (biotertre,
les andains et landfarming) (VOGEL et BALLERINI,200

V. La biodégradation des hydrocarbures

L'utilisation de méthodes biologiques dans la dipmn des zones contaminées par
les hydrocarbures se basant sur le phénomeéne ldedégradation par les microorganismes
appelés hydrocarbonoclastes a été mise en évidéscE946 par ZoBell. Depuis cette date le
nombre d’espéces bactériennes identifiées posséedet propriété n'a cessé d’augmenter
(SOLTANI, 2004).

V. 1. Définition

La biodégradation est 'ensemble des mécanismémdsformation d’un contaminant
en différents sous produits par I'action des miogaoismes. Ce phénomeéne peut s’effectuer
a n'importe quel milieu (sol, eau) ainsi que daifé&entes phases du polluant (liquide,
solide, gazeuse) (LECOMTE, 1995).

V. 2. Principe de la biodégradation

La biodégradation est un phénomeéne naturel. Etiéea®sultat de la dégradation de
molécules organiques par les microorganismes (best&hampignons...) dont la croissance
s'effectue par I'oxydation du carbone qui est séilicomme source d’énergie. Cette réaction
met en jeu deux autres éléments, l'azote et le gitwe, qui participent a la synthese
protéique ; lorsque I'oxydant est représenté patyljene, on parle de condition d’aérobiose.
Dans le cas d’anaérobiose, I'oxygene est remplaaélgs nitrates, sulfates ou méthane
(JOSE,1999).
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Figure 01 :Principe de la biodégradation aérobie dehydrocarbures(LECOMTE, 1995).
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La littérature concernant I'oxydation des hydrocmds par les microorganismes

indique que la croissance cellulaire dépend desessus de transport des hydrocarbures a la

surface cellulaire et de passage a travers I'eppelocellulaire jusqu’au cytoplasme
(SOLTANI, 2004).

Dans les conditions naturelles, la biodégradaties hydrocarbures est un processus

lent et complexe, son mécanisme est décrit dafigueel.

Elle se déroule selon une réaction d’oxydationchaine, les hydrocarbures sont

transformés par cassures successives en molécel@esoths en moins complexe jusqu’a

I'obtention de sous-produits simples qui sont repnéés par I'bHO et le CQ avec
renouvellement de la biomasse (LECOMTE, 1995).

V. 3. Microorganismes aptes a biodégrader leg/tirocarbures

des le

L’existence d’organismes susceptibles de métabrdisehydrocarbures a été signalée

début du 98° siécle par SOHGEN (GATELLIER, 1970).

Les bactéries et les champignons sont des acémsentiels dans le recyclage des

composeés organiques de toutes natures, contrilairsita la biodégradation d’'une foule de

substances utilisées comme source d’énergie ou eoswurce de carbone directement
assimilable par les cellules (PELMONT, 1995).

La dégradation des hydrocarbures dans les milieasin et terrestre est

réalisée par

les bactéries suivantesAchromobacter, Acinétobacter, Alcaligens, Arthrdleac Bacillus,

Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Micrococcusitinomyceétes, Rhodococcus,
Corynebacterium et Mycobacterig@HAMPAGNAT et ADRIAN, 1974).

Selon PELMONT, (1995), Les caractéristigues degédvgs aptes a biodégrader les

hydrocarbures sont les suivantes :

Génétiguement stable ;

Apte a se reproduire rapidement suite & un enteggode longue durée ;
Apte a biodégrader une vaste étendue de pollugitsliers ;

Activité  enzymatique et croissance des bactériemns dales
environnementales optimum ;

Aucun effet secondaire néfaste et produits finawx toxiques ;

63% pigmentés (orange, jaune et rouge) ;

La majorité des souches batonnées Gram négatives ;

conditions

-
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*  32% des bactéries motiles ou mobiles ;

» 20% des bactéries a Gram positives, filamenteux.

V.4. Interactions huile / microorganismes et mies d’accession aux hydrocarbures

Depuis longtemps, la faible dégradation de plusimantaminants a été attribuée a
leur récalcitrance (résistance a I'attaque enzyqua)i Mais, depuis le début des années 90, il
a été avanceé que c’est plutot leur tres basse salubilité qui expliquerait leur catabolisme
difficile et limité (COMEAU, 1999).

Selon SCOTT et FINNERTY (1976), le mécanisme d’asmn impliqué dans le
transport des hydrocarbures a travers la parondesorganismes est mal élucidé bien que
des gouttelettes d’hydrocarbures soient fréquemmieservées dans la cellule. Ainsi, du fait
de la faible solubilité de la plupart des hydrocaes, le mécanisme d’accession par les
microorganismes peut se faire selon quatre mode$aupeut décrire comme suit :

V. 4. 1. Utilisation de la phase dissout&e(transfert par solubilisation dans la phase

agueuse)

C’est linteraction des cellules avec les hydroocagls dissous dans la phase aqueuse

par les facteurs de solubilisation extra cellulé8©LTANI, 2004).
V. 4. 2. Transfert interfacial direct (TID)

Dans ce cas, le microorganisme ne produit pas amufactants mais adhére du faite
de sa forte hydrophobicité a linterface : phaselrbghobe / phase aqueuse (SCRIBAN,
1999).

V. 4. 3. Transfert interfacial assisté pales biosurfactants (TIA)

Des biosurfactants sont produits par la bactélseadcélérent le transfert de facon
importante en augmentant I'aire interfacial entee phases hydrophobes et hydrophiles
(émulsification) (SCRIBAN, 1999).

V. 4. 4. Transfert micellaire

Le transfert micellaire se fait ou I'hydrocarburst @seudo-soluble a I'intérieur de

micelle formé par les biosurfactants produits parrhicroorganismes (SCRIBAN, 1999).

-
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V.5. Facteurs physiques et chimiques affectant lsiodégradation

Les travaux de recherche sur I'oxydation des hyahtmares par les microorganismes
ont montré que ce processus dépend de la structuneique des hydrocarbures et des
conditions environnementales (LEAHY et COLWELI, 099

Les facteurs physico-chimiques influant sur lasste de biodégradation microbienne

sont :
V. 5. 1. Structure et nature du sol

Les bioprocédés s’appliquent a une grande vadié®ol. Pour cela, il est important de
connaitre la structure et la nature du sol a trgitECOMTE, 1995).

La taille des pores et les propriétés de I'eateetair dans ces pores sont des facteurs
spécifiques de chaque sol (GIRARRIet2005).

Les particules élémentaires du sol sont généraleirees entre elles par les forces
électrostatiques formant des agrégats plus au mueailsmineuses groupés en unités
structurales du sol. En effet, les agrégats tenaeltinuer I'activité microbienne dans le sol
de maniére indirect. Par un ralentissement de fiusibbn de I'oxygene et I'apport des
nutriments a l'intérieur de l'unité structurale gar la protection mécanique des substrats
gu’elle renferme (GIRARD at., 2005).

V. 5. 2. Nature du polluant
a. Composition chimique des hydrodaures

Les composeés pétroliers différent par leur susbiipdi a I'attaque microbienne. Ainsi,
la vitesse de biodégradation est plus élevée mmuhydrocarbures saturés, viennent ensuite
les hydrocarbures aromatiques légers, les hydramestaromatiques a haut poids moléculaire
et les composés polaires ayant la vitesse de datgyada plus faible (SOLTANI, 2004).

La biodégradabilité des pétroles bruts est tregeriment dépendante de leur
composition ; a une température déterminée, uroleétéger est plus susceptible d’étre
biodégradé qu’un pétrole lourd (SOLTANI, 2004).

b. Etat physique et concentration des hydrocarburedans le sol

La dispersion artificielle a été étudiée comme emog’augmentation de la surface de

contact entre les hydrocarbures et les membratietages des microorganismes. Cependant,

)
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les dispersants sont dans la plupart du tempsuegigt peuvent conduire a des dommages
dans la faune et la flore, et ils peuvent aussibethle processus microbien (LEAHY et
COLWELL,1990).

V. 5. 3. Facteurs microbiologiques

Les hydrocarbures a faibles poids moléculaires sonsidérés comme des composés
toxiques pour les microorganismes a cause de leurdg solubilité et par conséquent leur

concentration tres élevée dans les phases aqu€iBesN, 2000).

L’action toxique du polluant peut provoquer un mdigsement de l'activité de la
microflore du sol (VOGEL et BALLERINI,2001).

Dans un habitat bien défini, il est reconnu que Hfférentes communautés

microbiennes autochtones ont eu la possibilitééeldpper des interactions :

* Positives :le concept de commensalisme implique I'action néenttune population
qui modifie I'environnement de telle facon que aeedifications permettent le
développement d’'une espéece (VOGEL et BALLERINI, 200

* Neégatives : parmi ces interactions, le phénomene dénommé aimms ou
« antagonisme » qui implique la production par espece donnée de meétabolites
inhibiteurs pour d’'autre population qui ne pourrahsi venir coloniser I'habitat
(VOGEL et BALLERINI, 2001).

V. 5. 4. Facteurs environnementaux
a. Influence de la température

La température est un parameétre pouvant influelzcbiodégradation du pétrole en
modifiant son état physique, sa composition chimjquiactivité physiologique des
microorganismes et par conséquent la vitesse dedkttipn des hydrocarbures, ainsi que la

nature et la concentration des especes microbigareesntes (LEAHY et COLWELL, 1990).

Une diminution de la température est généralemesdrapagnée par une diminution
de la vitesse de biodégradation qui peut étre gueé par une décroissance de l'activité
enzymatique. Des températures plus élevées ont pfiat d’augmenter la vitesse de
biodégradation (WALWORTH at., 2001).

Le maximum de l'activité métabolique des microolgares est généralement observé

a une température comprise entre 30 et 40 °C. Aa de la température optimale de
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croissance et de biodégradation on assiste a wmeamtation de la toxicité des hydrocarbures
et une diminution de I'activité métabolique (BOSSIARt BARTHA, 1984).

ROLINGetl., (2003) mentionnent une inhibition totale de iadégradation au dela
de 80-90°C malgré I'isolement de bactéries therniegh

b. Influence de I'oxygéne

L’étape initiale du catabolisme des hydrocarbyaasles bactéries et les champignons
inclut 'oxydation de ces substrats par I'interneét d’hydroxylases et d’oxygénases, pour
lesquelles I'oxygene moléculaire est indispensabés. conditions aérobies sont, nécessaires
pour cette voie d’oxydation microbienne des hydroaees dans I'environnement (LEAHY et
COLWELL, 1990).

La concentration en oxygene a été identifiée conume variable limitante de la
vitesse de la biodégradation du pétrole dans liss BARIN et al (1996), ont constaté une
augmentation de la dégradation des hydrocarburemixode 10 % par la bactérie

Acinetobactercalcoaceticuaprés un apport supplémentaire d’oxygéne paatamyit

Théoriqguement, 3,5 g d’oxygene sont nécessaires|poydation compléte de 1 g de
pétrole (SOLTANI, 2004).

c. Influence des éléments nutritifs

Le rejet des hydrocarbures dans les environnenmuitontiennent des éléments
nutritifs inorganiques en faibles concentrationgnduit généralement a des rapports
carbone/azote et carbone/phosphore tres élevésjatables pour la croissance microbienne
(LEAHY et COLWELL, 1990).

Le pétrole lui-méme contient de tels nutrimentspetites quantités, mais ils sont
toujours présents sous forme de composés hétéimpays|(exemple: dérivés de la pyridine et
du pyrrole pour I'azote) ou organométalliques ca®rps; ils ne sont donc pas utilisables par
les microorganismes. L’'azote et le phosphore soohcddes facteurs limitant la
biodégradation des hydrocarbures dans les sols TRARID et MILLE, 1989).

d. Effet de la salinité

Les fortes salinités constituent une barriere mditurpour la biodégradation des
hydrocarbures. Des chercheurs ont trouvé que ldébgradation des hydrocarbures est
maximale pour une concentration en sel de 0,4 Miminue lentement pour des valeurs

supérieures et inférieures a celle-ci(SOLTANI, 2004

.
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WARD et BROCK (1978) ont montré que la vitesse ldebiodégradation des
hydrocarbures décroit lorsque la salinité passe 8@ 28,4%, et ils ont attribué ces résultats a

une réduction générale des vitesses métaboliqeemideoorganismes.
e. Effet du pH

Les sols peuvent avoir des valeurs de pH trés hlesa allant de 2,5 a 11,0. Des
valeurs extrémes de pH pourraient avoir une infteemégative sur la capacité des
microorganismes a dégrader les hydrocarbures. diasance des bactéries hétérotrophes et
des champignons étant favorisée par un pH procHe deutralité (LEAHY et COLWELL,
1990).

DIBBLE et BARTHA (1979) et HAMBRICKetal. (1980) ont trouvé que la

dégradation des hydrocarbures est plus élevéedi#mnsonditions légerement basiques.
f. Effet de 'humidité

L’humidité est un parametre important dans le gssas de la biodégradation car I'eau
est un élément indispensable au développementatdéries. Les bactéries sont influencées
par la concentration osmotique et la disponibiété eau dans le sol, pour cella, GABET
(2004) a signalé que pour une meilleure activitbideégradation, I'humidité doit étre de 25
a 90%.

VI. Remédiation des sols pollués par les HAP a l'déde biosurfactants

Il est nécessaire de combiner différentes techsigleetraitements entre elles, et I'ajout
des biosurfactants pour favoriser la désorption desdécules est souvent choisi. Les
tensioactifs, ou "surfactants" ("Surface Active Atfe sont des molécules capables de réduire
les tensions inter-faciales entre une ou deux phdsepolarités difféerentes comme l'huile et
I'eau, l'air et I'eau ou encore 'eau et un solidesont principalement utilisés en tant qu'agents
emulsifiants ou dispersants (BANAB&t 2000).

La plupart des surfactants commercialement dispesmibont d'origine chimique et
sont des produits dérivés de pétrole. lls préséntemisque pour I'environnement car ils sont
généralement toxiques et non biodégradables (VIPNANDAN et REN, 2000). C'est
pourquoi, depuis plusieurs années, et grace ai'essla biotechnologie, les scientifiques se
sont intéressés a des surfactants produits parodgismes vivants : les tensioactifs
biologiques oubiosurfactants. Ceux-ci possedent les mémes propriétés tensieactjue

leurs homologues chimiques, mais ont I'avantageed®odégradables, non toxiques et sont

£
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également efficaces, dans le cas de micro-orgasigxieémophiles, a des températures, des
pH et des salinités extrémes (BANATRkt2000).

VI. 1. Présentation des différents biosurfactats
VI. 1. 1. Définition

Les biosurfactants sont des molécules amphiphdastituées d'une partie hydrophile
polaire et d'une partie hydrophobe non polaire.&&ement, le groupement hydrophile est
constitué d'acides aminés, peptides ou de polyaades (mono ou di) ; le groupement

hydrophobe est constituée d'acides gras saturgerosaturés (DESAI et BANAT, 1997).

La portion hydrophile de la molécule permet deidigter quatre types chimiques de
biosurfactantsies cationiques qui possedent une charge posities anioniques, agents de
surface possédant un ou plusieurs groupes fon@ismsfionisant en solution aqueuse pour donner
des ions chargés négativemetds non ioniques, sans chamgfdes amphoteres (zwitterioniques)
qui possedent deux groupements hydrophiles différéan anionique et l'autre cationique. Selon
le pH de la solution, ils peuvent agir en tant spgee anionique, cationique ou ne {iMEST et
HARWELL, 1992)

La portion hydrophobe, quant a elle, influe surchkamie du biosurfactant par son
aromaticité, son nombre de carbones ou son degrandéication (WEST et HARWELL,
1992)

VI. 1. 2. Classification

Les biosurfactants sont classés suivant la natirehinique du surfactant produit
parle micro-organisme. On distingue cing grandassds de biosurfactants : les glycolipides,
les lipopeptides, les phospholipides, les liposaandes et les lipides neutres (HEAL¥kt
1996).

Les glycolipidessont constitués d'hydrates de carbone en consbimavec une longue
chaine d'acides aliphatiques ou d'acides hydrgdyatiques. Les glycolipides les plus étudiés
sont les rhamnolipides, les tréhalolipides et tgshsrolipides(RONet ROSENBERG, 2002).

hY

Les lipopeptides sont composés d'un lipide attaché a une chathggmutidique. Les
lipidesd'ornitine sont les plus connus (HEALY  alet 1996).

-
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Tableau I : Principaux types de surfactants biologiques (BANA et al., 2000)

Groupe Biosurfactant Micro-organisme
Rhamnolipides Pseudom onas aerniginesa
N Trehalolipides Rhodacoccus sp., Nocam’:a,
Glycolipides Mycobacterium
s .. Candida bombicola, Candida
ophorolipides .
antartica
Lipopeptides et lipoprotéines Surfastine Bactilus subtilis
POpep Pop Viscosine Pseudomonas fluorescens
Phospholipides Phospholipide Corynebacteriiun insidiosum
Acides gras Acide gras Corynebacterium lepis

Lipides neutres

Lipopolysaccharides ou
polymériques

Lipides neutres

Emulsan

Clostridium pasteirianum

Acinetobacter calcoaceticus
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Les phospholipidessont formés de groupements alcool et phosphatdeethaine
lipidique. BOGNOLO (1999) indique que bien que prés dans tous les micro-organismes,

il'y a peu d'exemples de production extracellulaire

Les lipopolysaccharidesou polymériques sont constitués d'une ou plusieurs unités
saccharides et d'acides gras(HEAL#lgt1996).

Les acides gragt lipides neutres sont les biosurfactants qui possedent la massano
la plus élevée(HEALY etl., 1996).

Du fait de leur forte production et de leurs préf#s tensioactives importantes, les
biosurfactants les plus communs et les plus étusttiasles glycolipides et les phospholipides
(DESAI et BANAT, 1997).

VI. 1. 3.Utilisation des biosurfactants

Les biosurfactants sont reconnus pour étre noroes, biodégradables et peuvent
étre utilisés dans des conditions extrémes (BABAGI, 2000). C'est pourquoi ils peuvent
étre utilisés dans de nombreux domaines. Cependas¢mblerait que les biosurfactants
soient principalement utilisés par l'industrie péhimique (CHRISTOFI et IVSHINA, 2002).

VI. 2. Production des biosurfactants

Le succes de l'utilisation et la production desbitactants passe par une diminution
des colts de production. Cette diminution pourra @tteinte grace a la valorisation de
substrats de croissance de produits a faible ¢drit.exemple, MAKKAR etCAMEOTRA
(2002) indiquent qu'il est possible d'utiliser adchets et des produits agricoles d'une part
pour diminuer les colts, mais aussi pour diminasrjuantités de déchets a traiter de diverses
entreprises (huiles de moteurs usagées...). Une édatieée par MERCADE etMANRESA
(1994) reporte des taux de production de rhamrisipide 1,4 g.lpour desPseudomonas

cultivées sur des sous-produits industriels.
VI. 2. 1. Microorganismes producteurs

Les biosurfactants sont principalement produits pi@&s micro-organismes se
développant de maniére aérobie dans un milieu agc@utenant une ou plusieurs sources de
carbone, comme les hydrates de carbone, les huwlesles hydrocarbures. Ces

microorganismes sont en général des levures, @gasmgnons ou des bactéri@ableau ).

Le principal réle physiologigue du biosurfactantt ek permettre aux micro-
organismes de se développer sur des substratsitites®len réduisant la tension interfaciale

-




Partie 1 Etude bibliographique

entre l'eau et le substrat, rendant ce dernierfptiement accessible (MATA SANDOVAL
etal., 2000).

Les bactéries utilisées pour produire les biostaféis sont en général issues de sols
contaminés par des molécules hydrophobes commdA®s Elles sont donc isolées de leur
milieu naturel et sont cultivées en laboratoireciGermet de faire des tests pour choisir la
meilleure source de carbone et d'optimiser lesemilide culture afin d'obtenir un taux de
production maximum. Dans tous les cas, le biostafdambtenu est un mélange de plusieurs
molécules. Par exemple dans le cas du biosurfaptadtit par une souche #seudomonas

aeruginosdJG2, on obtient un mélange de quatre rhamnolipfdédN DYKE etal., 1993)

Bien que de nombreuses espéces produisent degfaatants, la régulation de leur
synthese est encore mal connue, sauf pour les esdeRseudomonas aeruginagaacillus
subtiliqui sont actuellement les bactéries les plus etsdiBANATeal., 2000). La
biosynthese des rhamnolipides par des souchefPs#edomonas aeruginosse réalise
pendant la phase exponentielle de croissance. loé&cules de biosurfactant sont associées
aux membranes des bactéries et sont aussi secrdd®ssle milieu (THANGAMANI
etSHREVE, 1994).

VI. 2. 2. Parameétres influencant la produgtn

Le type et la quantité de biosurfactants produéisent avec la composition du milieu
(source de carbone ou autres nutriments) et legitomms de culture (température, agitation,

pH, etc).
a. Influence de la source de carbone

La source de carbone est I'un des paramétres nyfue le plus la production des
biosurfactants, soit par induction, soit par dintion de la quantité produite. Les sources de
carbone solubles dans l'eau (glycérol, glucose,nit@nou éthanol) sont utilisées pour
produire des rhamnolipides. Cependant, les rendsmsemblent étre inférieurs a ceux
obtenus sur des substrats insolubles, comme désamea ou de I'huile d'olive (DESAI et
BANAT, 1997). En effet, les bactéries ont la capade croitre sur des substrats hydrophobes
(CAMEOTRA et MAKKAR, 1998).

b. Influence de I'azote

De nombreuses études ont montré que la synthesbadenolipides se produisait
lorsqu'il y avait un exces de carbone dans le mibe lorsque l'azote était en quantité

-
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limitante. L'azote peut étre apporté sous diffegerformes selon les bactéries productrices
(LANG et WULLBRANDT, 1999).

Pour avoir des rendements de production optimurastildonc nécessaire d'avoir un
rapport C/N idéal, et surtout que l'azote soit aotdur limitant (stress) pour favoriser la
production de biosurfactant (GABET, 2004).

c. Influence du pH

Pour une souche d&seudomonas aerugingda pH du milieu de culture doit se situer
entre 6,0 et 6,5. A des pH inférieurs ou supérielargproduction de biosurfactants chute
rapidement. D'autres souches conmNwcardiacorynbacteroides®nt inaffectées par des pH
variant de 6,5 a 8,0 (ARIN& al.[1996).

d. Influence des sels minéraux

Il semblerait qu'une concentration limitante ensionagnésium, calcium, potassium
sodium ou éléments traces induise une augmentdéqgoroduction (GUERRA SANTOSt
al.,1986).

e. Influence de 'oxygéne

La disponibilité de I'oxygene peut également afeta production a travers son effet

sur l'activité cellulaire ou la croissance (GABEZD04).
f. Influence de la vitesse d’agitation

Les milieux de culture sont agités lors de la pobidum de biosurfactant. Pour les
bactéries, une augmentation de la vitesse d'amitatiduit une augmentation des vitesses
decisaillement et donc un rendement moindre. lt'eifiwerse est observé lorsque les

organismes producteurs sont des levures (DESAR&IAT, 1997).
VI. 2. 3.Extraction des biosurfactants du rfieu de croissance

Pour extraire le biosurfactant du milieu de crais®a il est d'abord nécessaire de séparer les
bactéries de ce milieu de culture (par centrifayatpar exemple). La récupération des
biosurfactants dépend principalement de leur chasgeue, de leur solubilité et de leur
localisation (intracellulaire, extracellulaire oié laux cellules). Les techniques les plus
utilisées sont des extractions par solvants : ofdome/méthanol, butanol, acétate d'éthyle,

etc. ou des techniques reposant sur la précipitatiobiosurfactant. Ces extractions peuvent
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Figure 02 : Représentation schématique d'une micellde biosurfactant(GABET, 2004).
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étre réalisées directement ou aprés seédimentatémn céllules productrices (DESAI et
BANAT, 1997).

VI. 3. Propriétés physico-chimiques des biosuattants
VI. 3. 1. Concentration Micellaire Critique (CMC)

La CMC est par définition la concentration en dolud'un agent de surface au-dessus
de laquelle une partie des molécules disperséesiaude la solution se rassemblent pour
former des micelles (PORE, 1992).

Les micelles se forment lorsque les portions hydotyes, incapables de former des
liaisons hydrogene en phase aqueuse, créent utee dogmentation de I'énergie libre du
systeme. Une facon d'abaisser cette énergie asied'ila partie hydrophobe de l'eau par

adsorption sur des matrices organiques ou de fodesemicelles (HAIGH, 1996).

En effet, dans les micelles, les parties hydropbaegeregroupent vers le centre, et les

portions hydrophiles restent en contact avec Egure 2).

La CMC peut également étre définie comme étanlecentration pour laquelle la
tension superficielle devient minimale (environ BN.ni‘en solution aqueuse). Pour de
nombreux biosurfactants, la tension superficielieimale est a peu pres identique mais la
CMC varie en fonction de leur structure. Les CM@enlies pour les biosurfactants varient de
1 & 200 mg.X(ABALOSetal., 2001).

La CMC d'un biosurfactant varie avec sa structlagempérature de la solution, la

présence d'électrolytes ou de composés organigB&/ARDSe#l., 1991).

Les effets des électrolytes sur la CMC sont plum@ncés pour les biosurfactants
ioniques. La variation de la taille de la régiordiophobe est un facteur important et en
général, la CMC diminue lorsque le caractére hyldobe du surfactant augmente (HAIGH,
1996).

VI. 3. 2. Structure des biosurfactants etgrametres influencant leur micellisation

Les micelles de biosurfactants s'arrangent enrdift€s microstructures sphériques,
globulaires ou cylindriques, mais des veésiculesésgbes et irrégulieres, des bicouches
tubulaires ou des structures lamellaires sont leus plsouvent rencontrées
(CHAMPIONe#l.,1995).

.
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Figure 03 : Représentation schématique d'une moléide biosurfactant (BAl et al,

1998).
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Figure 04 : Solubilité d'un biosurfactant ionique e fonction de la température

(SHINODA etFONTELL, 1995)
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Le volume intérieur des micelles dépend de la foes micelles et du nombre
d'agrégation (nombre de monomeres constituantdall®). Généralement, il faut de 50 a 100
monomeres pour former une micelle (CHRISTOFI etHNM$A, 2002).

Le nombre d'agrégation augmente quand l'aire dedtion transversale de la partie

hydrophile(a,) diminue(Figure 3).

L .représente la longueur de la chaine hydropholflet volume occupé par celle-ci.
La forme de la micelle dépend également de la tstrecdu biosurfactant. A l'aide d'une
approche géométrique, la forme de la micelle ptetdeterminée par le rapp®™t/(an*L o),

si ce rapport est inférieur a 1/3, la micelle estarme sphérique (BAI &tl., 1998).

Quand le nombre d'agrégation augmente, le volumégiéur de la micelle augmente
(BAlet al., 1998).

La morphologie des agrégats varie avec le pH, teeatration en biosurfactant, la
température ou la force ionique (CHAMPIOHlet 1995).

VI. 3. 3. Solubilité des biosurfactants en fonctiomle la température

Pour les biosurfactants ioniques, la courbe reptasela solubilité en fonction de la
température fait apparaitre un comportement irrégula partir d'une certaine température
Ty, dite température derafft , la solubilité augmente brusquement. Sur ce mémaghe, la
courbe représentant la CMC en fonction de la teatpée a été ajoutédFigure
4)(SHINODA et FONTELL, 1995).

En dessous du point de Krafft, la solubilité esbléa; elle est uniquement due aux
monomeres présents en solution. Lorsque ces derfiiignent la saturation (& la CMC), le
biosurfactant précipite sous forme de solide hydrétu-dessus dé, la solubilité croit
rapidement avec la température : ceci est liefartaation de micelles puisque I'activité des
micelles reste constante (SHINODA et FONTELL, 1995)

Ce sont les micelles qui font croitre la solubilité biosurfactant se retrouve a la fois

sous forme de micelles et de monomeres (GABET, 2004

Les biosurfactants non ioniques ne présentent pasrdpérature de Krafft, mais se

caractérisent par une température appelée point taeible (GABET, 2004).
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Figure 05 : Représentation schématique de I'adsorjain de biosurfactant sur un sol
(WEST etHARWELL, 1992)
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VI. 4. Sorption des biosurfactants sur les sales

Les biosurfactants utilisés lors des traitementsale pollués voient leur efficacité
diminuer suite a deux phénomenes principaux pricipitation du biosurfactants ou la
sorptionde ce dernier au sol. Ces deux phénoménes abmit&sene réduction en phase
agueuse de la concentration active en surfactamtrpobiliser et transporter les contaminants
organiques dans les sols et parallelement a ugeentation des co(ts de dépollution
(WEST et HARWELL, 1992).

L'adsorption résulte d'interactions "énergétiquetthéavorables entre l'adsorbat (le
sol) et le soluté. C'est un processus complexdl qaeut étre influencé par tout composé
solide, solvant ou soluté présent dans le systébmtte adsorption peut-étre de nature
physique ou chimique, la différence entre les ddépendant de la nature des forces mises en
jeu (KARICKHOFFeal., 1979 ; SOMASUNDARAN et KRISHNAKUMAR, 1997).

Plusieurs auteurs (ABDUL et GIBSON, 1991 ; WEST WARWELL, 1992 ;
EDWARDS etl.,1994) travaillant avec des surfactants chimicar@enigues ont proposé un

modele selon lequel I'adsorption des surfactantgpcendrait trois étapgsigure 5).

La premiere serait un recouvrement partiel de téasa des sols ou sédiments par des
monomeres. Cette étape est contrflée par des dtitera électrostatigues entre les
monomeres anioniques du surfactant et les sitesudace de charge opposée. Au fur et a
mesure de l'augmentation de la concentration eiactant, les monomeres s'auto-associent
sous l'effet de forces électrostatiques et hydrbphppour donner des hémimicelles puis des

admicelles.

Une fois que la concentration en surfactant sodaésarface du sol est maximale, tout

ajout supplémentaire de surfactant restera enigolpour solubiliser les HAP.

Le type de surfactant influe sur sa sorption. SOMABSARAN
etKRISHNAKUMAR (1997) indiquent que l'adsorptionsdsurfactants non ioniques differe

de celle des surfactants ioniques du fait de IfadEse'interactions électrostatiques.

Les biosurfactants anioniques sont préférentielfgnsboisis lors des traitements de
sols pollués car ils se sorbent moins aux surfategrales, mais ils ont la particularité de
précipiter et de déstabiliser les particules fites sols (DWARAKANATH edl., 1999).

-
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VI. 5. Toxicité et biodégradabilité

Des tests de toxicité réalisés par HAB#et(2003) ont montré que les rhamnolipides
produits par une souche dseudomonas aeruginosdaient classés comme produits non

irritants et non toxiques.

Une étude réalisée par DESCHENE®et(1996) reporte que I'UG2, biosurfactant
produit par une souche deseudomonas aeruginogseaffectait pas l'activité microbienne
globale, méme a de fortes concentrations. Ces @uitediquent de plus que ce biosurfactant

était biodégradable.
VI. 6. Remobilisation des HAP par utilisation des surfactants

Bien qu'utilisés dans de nombreux domaines, lefacants d'origine biologique
voient une utilisation de plus en plus promettedees les techniques de remédiation des sols
(GABET, 2004).

La remédiation assistée par les biosurfactanteptésie nombreux avantages. WEST
et HARWELL (1992) indiquent que les biosurfactao&ioniques se sorbent fortement aux
sols. Or, les molécules d'origine biologique onplies souvent un caractére non ionique ou
anionigue qui les rend moins sensibles a la sorio les sols. De plus, ils ont des CMC
moindres que leur homologues chimiques, ce quiréesl efficaces a de plus faibles
concentrations. Enfin le caractére peu toxiqueadgradable des biosurfactants facilite leur

utilisation.

VI. 6. 1. Modes d'action

Les biosurfactants agissent de fagons différenp@smobilisation et parsolubilisation
a. Mobilisation

Par définition, la mobilisation dépend de la capades biosurfactants a diminuer les
tensions interfaciales entre les NAPL (non aquephase liquids) et I'eau lorsque les
molécules de tensioactifs se partagent a la sudad¢APL (MC CRAYet al, 2001).

La mobilisation se subdivise en deux étapes : tmgeédedéplacementkt une étape
de dispersion Le déplacement correspond a la libération destgowe NAPL du milieu
poreux grace a la réduction des tensions intetteida dispersion est le processus au cours
duquel les NAPL se dispersent dans la phase aqseuseforme de fines émulsions (Al
al., 1997).

s
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Figure 06: Représentation schématique d'un pompage et traiteent avec injection de
biosurfactant (AUGUESTIJN et al, 1994).
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b. Solubilisation

La solubilisation est le mode d'action privilégigup traiter les sols ; elle résulte de la
formation de micelles. La solubilisation est basaela capacité des solutions micellaires a
augmenter la solubilité des contaminants hydropbdGABET, 2004).

Généralement, en deca de la CMC, les monomerelatioa n'‘ont pas ou peu
d'effets sur la plupart des hydrocarbures (PENN&L€1993).

Au-dessus de la CMC, le phénomene d'incorporaties lilydrocarbures dans les
micelles apparait, permettant ainsi une augmemtate leur solubilité apparente (GABET,
2004).

Ainsi, pour que les micelles se forment, il fautidagr suffisamment de biosurfactant
pour que la concentration en phase aqueuse atteigtC réelle. La sorption dépend donc
de la concentration de biosurfactant en solutioAN\DYKE etal., 1993).

BAI et al (1998) indiquent qu'a de fortes concentratiomssdlubilisation est le

mécanisme principal.

VI. 7. Technique de récupération et biodégradain des hydrocarbures assistées par

les biosurfactants

La technique de pompage et traitement est utilipéar la récupération des
hydrocarbures. Elle permet de confiner hydrauligertma pollution et de procéder a une

décontamination en surface de I'eau pompée afipodeoir la réinjecte(Figure 6).

Cette technique nécessite souvent I'ajout de biastant pour favoriser la désorption
des hydrocarbures (COME et DUCREUX, 2001).

L’'addition de ces biosurfactants en solution daastdchnique de pompage et
traitement peut aussi étre un atout aux procédésideegradation en augmentant la

biodisponibilité des hydrocarbures aux microorganas (LAPOINTE, 1996).
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Figure 07 : Localisation de la région de Hassi Measud (Google Map 2011).
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|. Présentation de la zone d’étude

Des échantillons de sol ont été prélevés dans umbley ou ont été déversées les

boues de forage. Ce bourbier est situé dans lee€kustriel Sud de Hassi Messaoud.

Le gisement de Hassi Messaoud estl'un des plusigmmamps pétroliers au monde.
Sa superficie est de 2000 Km2 et il se trouvea t#2au dessus du niveau de la
meANONYME 2, 2011).

La découverte du champ remonte a 1956 et sa mipeoenction a démarré en 1958.
Depuiscette date, le champ ne cesse de pr¢gdiN@NYME 2, 2011).

Les caractéristiqgues géoclimatiques du champ deilNésssaoud sont :
- Positiort - 870 Km au Sud-Est d'Alger.
- 80 Km a L'Est d’Ouargl@&igure 07).
- Climat: Désertique
- Température 0°C - 47°C.
- Vents dominantsNord / Nord-ES{ANONYME 2, 2011).

La zone d’étude a été choisie sur la base de sgré dke pollution en relation avec

I'ancienneté du bourbier.

Un bourbier est construit de telle sorte qu'il @oe une surface aussi réduite que
possible et que les déchets de forage rejetésentsobntenus sans engendrer des risques de
pollution (CHABOUNI, 2008).

Le fonctionnement des bourbiers peut devenir ioaffes vu que ces derniers
recoivent un volume élevé de rejets qui peut avoimme conséquence directe
'endommagement des plastiques de recouvrement,l@chec dans le maintien des déblais ;
et par la suite provoquer la migration verticals gelluants induisant la contamination d’une

large zone du sous sol pouvant inclure les réseteasi (CHABOUNI, 2008).
[I. Matériel et méthodes
II. 1. Matériel biologique

A partir d’échantillon de sol prélevés au bourlder « centre industriel sud » pollué
par des rejets de forage, des bactéries sont ssafée d’étre identifiees, purifiés et utilisées

dans la production du biosurfactant.
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Il. 2. Méthodologie de travalil
Il. 2. 1. Prélévement des échantillons

Sur terrain, les échantillons du sol sont prélevésrtir de 40 cm de profondeur selon
la norme NF ISO 11464-1998 pour les analyses pbgkimiques et a une profondeur de 20
cm selon la norme I1ISO 10381-1994 pour les analyse®biologiques.

Les échantillons destinés aux analyses microbiglegg sont conservés dans des
flacons a 4°C, par contre ceux destinés aux armlylsgsicochimiques sont d’abord séchés a
I'air libre et tamisés pour éliminer les débris upbnservés dans des flacons a l'abri de la
lumiere & 4°C.

Il. 2. 2. Analyses physicochimiques du sol

a. Texture du sol (NF X 11.507)

La composition granulométrique caractérise la textdu sol. Elle détermine les
proportions relatives du gravier, sables, limomrgfiles, obtenue aprés ruptures des agrégats
et dispersion de l'argile.

Pour réaliser I'analyse granulométrique du sol,utiise des tamis qui contiennent des
ouvertures carrés de dimensions normalisées. Leerdilbon des tamis est donnée par

I'ouverture de la malille, c'est-a-dire par la graundde I'ouverture carrée.

On se reporte aux recommandations de la normediseNF X 11.507 pour effectuer

les analyses granulométriques dans les meillewmditions a savoir :

- Tamiser le sol successivement sur les tamis nosggaMFNOR n° X 11.507 et noter
la masse retenue sur chaque tamis.
- Calculer, a partir de ces résultats, la masse tlsoa traversé chaque tamis et

I'exprimer en pourcentage.
b. Mesure de pH par électrométrie (Norme NFSO 10390)

Le pH est déterminé par la différence du potemtxédtant entre une électrode en verre
et une électrode de référence plongeant dandutasodu sol. Cette différence du potentiel

est une fonction linéaire du pH de cette solution.

La valeur du pH est celle affichée par le pH meatee type INOLAB aprés sa
stabilisation.
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Photo 01 : Spectrophotometre type DR 2000.
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c. Mesure de I'hygrométrie « humidité a 10% » (Norme NF ISO 1146)

La teneur pondérale en eau du sol est déterminé@ampgthode gravimétrique. Elle

s'exprime en % c'est-a-dire en gramme d'eau pdug X2 soldéshydraté a 105°C.

Le taux d’humidité s’exprime en % selon la formsigvante :

H% = Po—Pl/ Po

Po : poids de la prise d'essai du sol (Q).

P, : poids de la prise d'essai de sol aprés séchage°& 10).

d. Dosage des difféerents éléments chimiques

Les éléements chimiques du sol dosés sont : le ploosples nitrates et les nitrites. La
teneur du sol en phosphore, nitrates et nitritegl@erminée a I'aide d’un spectrophotometre
type DR 2000(Photo 01)et des cellules en verre de 25 ml de capacitéastila méthode
HACH. La détection dans le domaine du visible (2280 nm).

L’'analyse de I'’élément ou du composé est réabsie a une complexation de celui-ci
avec le réactif ajouté, ce qui développe une couleintensité de la couleur obtenue et le
choix approprié de la longueur d’'onde permettaandlyse de I'élément dans I'échantillon.

d;. Dosage du phosphore (Norme NFT 90-023)

Le phosphore en solution se trouve sous forme dspgitates. La seule forme de
phosphate pouvant étre détectée est I'orthophasphatites les autres formes doivent subir
un prétraitement afin d’étre transformées en ottlogphate avant de les analyser. Le dosage
de ce dernier nécessite une mise en ceuvre d'ungore@olorée spécifique de I'élément

recherché selon la réaction suivante :

MolybdateAcide ascorbique
L'orthophosphate —» Complex@gphomolybdatecemptexe-celerer»
(Bleude molvbdéne
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Le dosage s'effectue a l'aide d'un spectrophoterigfre DR 2000 a une longueur
d'onde de 890 nm aprées I'ajout du contenu d’'unalgdé?hos ver 4 a 25 ml de la solution du

lixiviat de sol. Le temps de réaction est 3 miswge le résultat s'affiche en mgl/l.
d. Dosage des nitrates (Norme NFT 90-012)

Le dosage des nitrates nécessite une mise en gélireinaire d'une réaction colorée
spécifique de I'élément recherché selon la réastibrante:

Cadmium métallique Acide sulfanillique Acide genticique
Nitrate »  Nitrites » Sel de diazomium—> Complexe coloré
(Réduction) vert.

Ce dosage s’effectue a l'aide d'un spectrophotentgre DR 2000 a une longueur
d'onde de 500 nm apreés l'ajout du contenu d’unelgdlitra ver 6 a 25 ml de la solution du
lixiviat de sol a en deux temps de réaction. Umpee de 3 minutes permettant la dissolution

du réactif et le deuxieme de 2 minutes pour larsédtation du cadmium.

Aprés I'écoulement des deux temps de réaction,joumeale contenu d’'une gélule
Nitri ver 3. Le dosage s’effectue dans la méme leng d’'onde avec un temps de réaction de

10 minutes. Le résultat s'affiche en mg/I.
d. Dosage des nitrites (Norme NFT 90-013)

Le dosage des nitrites nécessite une mise en @réliminaire d'une réaction colorée

spécifique de I'élément recherché. Dans ce cagatdion dépend de la teneur en nitrites.

» pour les faibles concentrations, la réactionasuivante:

Acide sulfanillque Acide chromotropique
Nitrites > Sel de diazomiunt » Complexe coloré
rose.
» pour les fortes concentrations, la réaction est:
Sulfate ferreux I'ion ferreux
Nitrites » Oxyde nitreux » Complexe brun
verdatre

-
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Photo 02: Analyseur d’hydrocarbures a infrarouge deype HORIBA.
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Ce dosage s’effectue l'aide d'un spectrophotontge DR 2000 a une longueur d'onde de
585 nm apres I'ajout du contenu d’'une gélule Nigi a 25 ml de la solution du lixiviat de

sol. Le temps de réaction est 3 minutes et ldtass'affiche en mg/l.
e. Dosage des hydrocarbures totaux

Les hydrocarbures totaux ont été caractériséstitm@arement. L’analyse quantitative
des hydrocarbures totaux est effectuée a l'aide dinalyseur d’hydrocarbures a infrarouge
de type HORIBA(Photo 02) Ces hydrocarbures totaux sont constitués parpdeduits
hydrocarbonés extractibles par le solvant polyditdluoroethylene (S-316). La
concentration de I'’échantillon en hydrocarbureffistae dans I'appareil en mg/I.

II. 2.3. Analyses microbiologiques du sol
a. Dénombrement de la microflore totale

Afin de dénombrer la microflore existante dans déebantillons de sol contaminés
parles hydrocarbures, nous avons procédé a ungesur gélose nutritive. Pour se faire, une
série de dilution variant de 1G 10’ a été préparée selon les étapes suivantes:

Préparation de la solution mereA partir d'un échantillon de sol destiné a I'analys
microbiologique, 1 g de sol est pesépuis introdaits un tube a essai contenant 9 ml d'eau
physiologique préalablementautoclavée. Le tubeenstiite agité énergiqguement pendant 2

minutes. Le contenu du tubereprésente la soluti&mem

Préparation des dilutions Dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau physileg
stérile, est ajouté 1 ml de lasolution mére. Leamgé bien agité représente la dilution &.10
1 ml de cette dilutionmélangé a 9 ml d’eau physjijae, correspondra & la dilution4@n
continue ainsijusqu'a I'obtention de la dilution’10

Ensemencement par étalement sur gélose nutritive milieu gélosé préalablement
fondu est réparti dans des boites de pétri a unéehd'environ 3 a 4 mm qu’on laisse
ensuite refroidir. 0.1 ml de chaque dilution estlgvé a l'aide d'une pipette Pasteur puis

déposé sur la gélose, ensuite étalésurtoute flaceutu milieu.

Aprés 24h a 48h d'incubation a 30°C, les coloni@gelbppées sont dénombrées a

I'aide d'uncompteur de colonies.

Le nombre de germes par gramme de sol est déteremnéalculant la moyenne
arithmétiquedes résultats obtenus et en tenant teomdgs facteurs de dilution, selon la

formule:
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N=n/d.v
Ou:
N : nombre des microorganismes en UFC/ ml.
n: nombre des colonies dénombrées.
v: Volume prélevé (0.1ml).
d: Dilution(MARCHAL et BOURDON, 1982).
b. Isolement et purification des souches dRseudomonas

Les biosurfactants anioniques sont préférentieligncoisis lors des traitements de
sols pollués car ils se sorbent moins aux surfeiesrales (DWARAKANATH edl., 1999).
Les rhamnolipides sont des biosurfactants aniosigueduits par les différentes especes de la
famille desPseudomonadace@@ANAT etal., 2000).

De ce fait, nous avons isolé et purifié les ddfées especes deseudomonas

existantes dans notre échantillon de sol contapeéndes hydrocarbures.
b;. Isolement

A partir d'un échantillon de sol, 1 g est prélewéspmélangé a 9 ml de milieu
minéral(My) (voir composition en annexe Il). Le milieu estdinné depétrole brut a raison
de 2 % quiest considéré ici comme seule sourceadmpe.Le mélange est ensuite incubé a
30°C sous agitation a raison de 150 tours/min per2i&heures.

Aprés I'étape de pré enrichissement, des diluti@@nt de 18 & 10’ sont réalisées,
ensuite,0.1 ml de chaque dilution est ensemencélesumilieu Cétrimide agar (milieu
d’'isolement desPseudomonds L'incubation se fait a 30°C pour une durée de 24
heures(MARTINNEAU, 1996).

b. Purification

Apres 24 h d’incubation, I'étape de purificationsdeulturespermet d’obtenir des

cultures pures a partir des différentes souche=naiet.

La sélection est basée sur I'aspect macroscopegiealonies : la couleur, la forme, le
diamétre, I'opacité...etc. Un échantillon de chagyeetde colonie est prélevé et ensuite
purifiépar repiquage successif selon la méthodgriks (MARTINNEAU, 1996).
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h. Conservation des souches isolées

Les souches isolées sont conservées dans desat@ssai contenant le milieu gélose
nutritive incliné. Les souches sont ensemencéesres sur lapente des tubes, puis incubées
a 30°C pendant 24 heures. Les tubesdans lesquels @u une croissance seront bouchés et
conservés a 4°C pour une durée de 4 a6 semaings.défpouvoir toujours disposer de
souches viables, la réactivation doit se faireteasnois (MARTINNEAU, 1996).

c. Identification des souches purifiees

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

morphologique et biochimique.
c:. Etude morphologique
a. Aspect macroscopique

L’'observation de l'aspect macroscopique des caorpermet d'effectuer une
premiérecaractérisation, avec une orientation ptesdies résultats au cours de l'identification.

D’aprésSINGLETON(1999), les éléments d’identificats macroscopiques sont:
- La forme des colonies : rondes, irréguliéres,...etc

- La taille des colonies par la mesure du diametre.

- La Chromogénése: couleur de la colonie.

- L'élévation: convexe, concave, plate.

- L'opacité: opaque, translucide ou transparente.

- La surface: lisse, rugueuse, séche, dentelée,...etc

B. Aspect microscopique

L’observation microscopique consiste a observecédisiles bactériennes a I'état frais

et aprés une coloration de GRAM :

Etat frais: permet de déterminer la forme, I'arrangement eadhilité des bactéries
lconsiste en l'observation d'une goutte de suspenbactérienne, préparée avec de
l'eauphysiologique et placée entre lame et lamelléobservation se fait au
microscopephotonique a grossissement X 100 (SINK&LU¥, 1999).
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Coloration de GRAM:.est une double coloration qui nous permet de ctren#&
forme, l'arrangement, lapureté ainsi que la natbicehimique de la paroi des cellules
purifiées.

Cette coloration permet de classer les bactériles deur capacité a fixer le cristal
violet. Celles qui possedent une couche de peptidage mince sont décolorées lors du
lavage a I'éthanol(GRAM-), alors que celles qui gement une couche de peptidoglycane
épaisse vont retenir le colorant (GRAM+). La cotasise et la valeur de la coloration de
Gram correspond a des différencesbiochimiques dmtparoi des bactéries Gram positif et
les bactéries Gram négatif (MARCHAL et BOURDON, 298

C.. Etude biochimique

L’étude biochimique nous oriente sur le métabolisuwit par les microorganismes
étudiés et lesenzymes qu'ils possédent. Ces tasts e realisés en utilisant la

galeriebiochimique pour les souches microbiennes.

Les épreuves biochimiques permettent en généralistaguer les espéces, méme
étroitementapparentées entre elles (TORTORA,&003).

a. Métabolisme énergétique
> Etude du type respiratoire

Selon MARCHAL etBOURDON (1982),Le type respiratoagst mis en évidence par
I'ensemencement d'un milieu gélosé (viande-foieyakas tubes fins et profonds dans lesquels

l'oxygene n'est présent qu'en surface et sur ueezinoite de 1cm.
Apres incubation des milieux a 30°C pendant 24 é&ut types respiratoires peuvent
étre distingués :

- Croissance en surface: bactéries aérobies strictes.
- Croissance en profondeur: bactéries anaérobiesestri
- Croissance le long du tube: bactéries aéro-anasdhcultatives.

- Croissance dans la partie supérieure proche defizcs: bactéries microaérophiles.

» Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme ayant la propriété dmnygmser le peroxyde

d'hydrogene(kD,) avec dégagement d'oxygéne selon la réactionrsigiva
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Catalase
H.O2 > O  +'/, O,

Sur une lame et a l'aide d’'une pipette Pasteurdépose une colonie bactérienne a
laquelle onajoute de I'eau oxygénée (a 10 volumies)présence d’'une catalase est révelée
par I'apparition immédiate de bulles de gaz qurespond a I'oxygéne dégagé (TORTORA
etal., 2003).

» Recherche de lI'oxydase

Ce test permet la détection de la phénylene-diaoxydase ou le cytochrome
oxydase;enzyme entrant dans divers couples d'o&gdotion. Agissant sur un substrat
incolore, cetenzyme entraine la formation d'uneispnimone rouge. Cette derniére, trés

instable, s'oxyderapidement pour donner un composaétre.

Pour realiser ce test, un disque doxydase contende I'oxalate N-
dimethylparanitrophényléne-diamine, qui aura é#alablement imbibé d'une goutte d'eau
distillée stérile est déposé sur une lame et miscartact avec une colonie bactérienne
fraichement cultivée. L’apparition d'une coloratioalette immédiatement indique que le test
est positif (SINGLETON, 1999).

» Recherche de la nitrate réductase

L'étude de la réduction des nitrates se fait pamlae en évidence des nitrites

formés.Ces derniers en milieu acétique ou sulfeigonnent une coloration rose.

L’enzyme nitrate réductase B catalyse la réductides nitrates en nitrites

(réductionassimilatrice). Les nitrates peuventraalement jusqu’au stade azotg)(N

A une culture de 24 a 48h d'incubation a 30°Cenillbounitraté, cinq gouttes
deréactif de Griesssont ajoutés. Aprés agitatianietture est immeédiate. Plusieurs cas de

figures peuvent se présenter :

- Lorsque la coloration est rose ou rouge ; lesateis sont réduits en nitrites, on parle
de nitrate réductase positive(NR+).
- Lorsque le milieu reste incolore ; de la poudrezilee est ajouté (réducteurs des
nitrates) ; apres cing minutes les tubes sontodeaau observés :
si le milieu devient rose ou rouge, il reste desates, donc ces derniers n‘'ont pas

étéreduits par la bactérie: nitrate réductase négiR .
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si le milieu reste incolore, il ne reste plus deatés, les bactéries les ont réduit au-
dela dustade nitrites: nitrate réductase positiR&(IRORTORA etl., 2003).

B. Métabolisme glucidique
> Etude de la voie d'attaque des glucides

L'étude de la voie d’attaque des glucides permetddginguer les bactéries a
métabolisme oxydatif ou fermentatif ou les deua #is (TORTORA l., 2003).

» Etude des différentes voies fermentatives intermédires

L’étude des différentes voies fermentatives intafiaiées permet d'effectuer une
différenciation entre la fermentation des acidestesi (réaction rouge de méthyle : RM) et
butyléne glycolique (réaction VogesProskauer, \GINGLETON, 1999).

» Recherche de Ig3-galactosidase

Pour dégrader activement le lactose, les microesgaes doivent posséder deux
enzymes ; la perméase efdaalactosidase. L'épreuve ONPG permet de mettrévatence
la B-galactosidase qui dégrade 'ONPG soit I'orthomtrényl- 3-D- galactopyranoside qui
posseéde une structure analogue au lactose. Leséaesh composé d’une molécule de glucose
et une molécule de galactose, tandis que I'ONPG @shposé d'une molécule
d’orthonitrophényl liée a un galactose. Selon MARQIH et BOURDON (1982),
L’hydrolyse de TONPG (composé incolore) libérerttmonitrophényl qui est responsable de

la coloration jaunatre de milieu, Ce processusgesélon la réaction suivante :

O- CH-(€HOH); — CO- CHOH

OH
B- idase R
Gala + -

N[9) H.0 NQ

» Ultilisation des sucres

La voie d'utilisation des sucres permet de mettre é&idence d'une part, la
fermentation du glucose (avec ou sans dégagemegtzle du lactose, du saccharose et
d’autre part, la production d'hydrogene de sulfaisS) (MARCHAL et BOURDON, 1982).
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> Utilisation du citrate comme source de carbone

Le milieu utilisé ne contient que le citrate comsaelle source de carbone. Seules les
bactéries possédant une citrate perméase serontcdpables de se développer sur ce milieu
en provoquant la libération des OH qui alcalinislenimilieu, donc il y aura virage au bleu
(SINGLETON, 1999).

v. Métabolisme protéique
» Recherche des décarboxylases

Les décarboxylases, scindent les acides aminésimanit la formation de I'amine

correspondante avec la libération de;XDivant la réaction :

Décarboxylase
R- GH-COOH > R-CHNH, + CQ
NH-

ANridA ANrminA A rinnA

Il s'agit d'enzymes induites, dont la synthesdaairisée par un pH acide (pH =3.5-
5.5) et des conditions d'anaérobiose (JOFFIN etRElY,2006).

Les décarboxylases sont:

LDC
La lysine décarboxylase ou LDC : LysineCadaveriiecs»

OoDC
L'ornithine décarboxylase ou ODC:OrnithinePutricia@ e

ADH
L'arginine dihydrolase ou ADH : ArginineggMatine—+»CQo.

> Recherche de l'uréase

Selon SINGLETON (1999),toutes les bactéries hydety I'urée grace a la réaction

suivante:

NHxWréase X
CO + HO ——* H-COO-NH NH;3

~

NH-

-
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Seule, une uréase trés active aboutit finaleméntéaction :

NHJUréase P
CO__ + HO—* G@2 NH;
NH-

Le COet le NHse combinent en donnant le carbonate d'ammonium:

v

CO; + 2NH + HO

Carhnnata dA’ammnnitim

CMIHY)2

> Production d'indole

La production d’indole est mis en évidence parigailon de tryptophane exempt
d'indole (JOFFIN et LEYRAL ,2006).

» Recherche du tryptophane désaminase (TDA)

La désaminase agit sur le L- tryptophane en donbaritle pyruvique. Ce dernier
donne avec le perchlorure de fer une coloration®(SINGLETON, 1999).

» Recherche des protéases

En pratique, une seule protéase est recherchégéldinase ou collagénase, qui

hydrolyse le collagene en acides aminés ou engepti

La mise en évidence de la gélatinase utilise corautstrat la gélatine fabriquée a
partir du collagene (JOFFIN et LEYRAL ,2006).

Tous les tests du métabolisme, glucidique et papiéi sont réalisés dans la galerie
Api 20 E (Annexe lII).

6. Croissance sur milieu King (King A et King B)

Les milieux King A et King B permettent la différa@ation entre les especes de

Pseudomonagar la mise en évidence de leurs pigments spéesiqu

La production des pigments est favorisée par laposition du milieu (MARCHAL et
BOURDON, 1982).
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@ (b)

Photos 03 : Selection de la meilleure souche prodtice de biosurfactant « souche
S1(a), souche SZb) ».
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Ce test est effectué par 'ensemencement d’'un dgbmilieu King A et un tube de
milieu King B en réalisant des stries médianessutéace de la pente ; replagant les capsules

des tubes sans les revisser et Incubant a 30°@ape4 jours.

Le milieu King A favorise la production de pyocyaej pigment permettant

I'identification dePseudomonas aeruginosaes cultures typiques sont colorées en bleu-vert.

Le milieu King B favorise la synthése de la pyoweed pigment vert fluorescent
produit parPseudomonas aerugenostd autresPseudomonagPseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida La pyoverdine se manifeste par une coloratiornt fleorescent du
milieu de culture (MARCHAL et BOURDON, 1982).

Il. 2. 4. Sélection de la meilleure souche prodtrice de biosurfactant
a. Milieu de sélection

La sélection de la meilleure souche productricéidsurfactant est effectuée selon la
méthode de PATEL et DESAI (1997) ; dans deux Erleysms contenant 100 ml de milieu
minéral M (dont la composition est citée dans I'annexe dtjditionné de 2% du pétrole
brute. Ce milieu liquide est inoculé par 1% d'undture bactérienne agée de 16 heures
cultivée en bouillon nutritif. L'incubation s’effewe a 30°C dans un incubateur a 180 rpm
pendant 5 jouréPhotos03 et 03,).

b. Suivi de la cinétique de croissance des souchmses isolées

A partir des souches isolées sur un milieu miné@itenant le pétrole brut, la
sélection portera sur la meilleure croissance desmeiches en mesurant la concentration

microbienne durant la période de fermentation.

Nous avons réalisé un suivi de la croissance deshes sur le milieu de sélection en

mesurant la concentration microbienne toutes ldseles durant 5 jours.

L’échantillon est dilué de 1ba 10’, puis 1 ml de chaque dilution est incorporé en

milieu GN (gélose nutritive) solide.

La viabilité des souches a été déterminée parnerdbrement des colonies aprés 24

et 48 heures d’incubation a 30°C.
c. Détermination de I'index d’émulsion B4

L’index d’émulsion permet de vérifier la capacitésdsouches a émulsionner une

phase hydrophobe (le pétrole brut) dans une phasephile (le milieu de culture).
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Le test consiste a mélanger 3 ml du milieu de cellfde fermentation) avec 3 ml de
pétrole brute dans des tubes stériles. Les tubdsagités au vortex pendant 3min. Puis aprés
homogénéisation des deux phases, on procede au deldindex d’émulsion(k) selon la

relation a apres.

Les tubes sont laissés au repos pendant 24 heuerapgrature ambiante. Puis le
calcul de Eqest refait une deuxieme fois pour vérifier la ditdbide I'émulsion (BODOUR
etal., 2004).

Le calcul d’'E4 est effectué selon la relation suivante :
E,s= (he / ht) x 100

= he :hauteur de I'’émulsion.

» ht: hauteur totale du mélange.
d. Détermination de la tension superficitd

La tension superficielle est définie comme étantétat résultant des interactions
s’exercant entre les molécules a la surface dguide au repos. Cette tension provient des
forces intermoléculaires qui exercent une tractiers le bas sur les différentes molécules en
surface. La méthode utilisée consiste a prélevekamantillon de culture toutes les 12 heures
et ce pour une durée de 5 jours pour le suivi diemgion superficielle. Ce procédé a été

réalisé pour chaque souche bactérienne étudiée (RBWAIDA et al., 1991).

La mesure est effectuée par la méthode de caéllaxti un tube de verre de faible
diametre est plongé dans le milieu de fermentativems le tube, le niveau duliquide est
supérieur au niveau de la surface libre du réctgitascension capillaire est due aux forces
superficiellesappliquées en tout point du contaumtnisque. La résultanteF de ces forces
equilibre le poids P du liquide soulevé.L’élévatidn liquide dans le tube compense la
différence depression entre les deux cotés derta (BONNEL, 2006).

Le calcul de la tension superficielle s’effectueagpliquant la loi de Jurin :

2y COS
p=¥ioa
rpg

r : rayon intérieur du tube,
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p: masse volumique du liquide,

g : accélération de la pesanteur,

vy : tension superficielle du liquide,

a: angle de raccordement liquide/tube.

On déduit une valeur dede la mesure de la dénivellation h etde la cosaare des

autres parametres.
II. 2. 5. Production du biosurfactant
a. Préparation de I'inoculum

Dans un environnement stérile, et a partir d’'unéuoe sur gélose nutritive on préleve
une surface d’environ 10 éde la meilleure souche productrice sélectionéanayen d'un
fil & boucle stérilisé et on l'introduit dans unrldameyer de 250 ml contenant 100 ml de
bouillon nutritif préalablement autoclavé. L'inculwe s’effectue a 30°C dans un incubateur a
agitation a 180 rpm pendant 16 heures (LAPOINTER6)9

b. Milieu de production et conditions de dture

La production de biosurfactant s’effectue dans derttneyer de 2000 ml contenant
1000 ml de milieu M (dont la composition est dans I'annexe II) prédaient autoclave
additionné de 4 % d’huile de tournesol comme sealece de carbone. Ce milieu est inoculé
par 1 % de la préculture précédente et l'incubati@ifectue a 30°C dans un incubateur a
agitation a 180 rpm pendant 5 jours (SIFOURIgt2007).

Les prélevements sont effectués toutes les 12 $eaneec le suivi régulier des

parameétres suivants :

- La concentration microbienne ;
- Test d'index d’émulsion & ;

- Latension superficielle.
c. Extraction du biosurfactant

L’extraction du biosurfactant s’effectue selon l@éthode deLAPOINTE (1996), par
« la précipitation acide » avec quelques modifirest

Apres l'incubation, les cellules bactériennes ot@ énlevées deux fois du milieu
d’incubation par centrifugation a 8500 rpm durd@dtminutes a 4°C apreés la neutralisation de

son pH a 7 au moyen d’une solution de NaOH & 0 lefncEnsuite, le surnageant a été ajusté




Partie 2 Matériel et méthodes

Photo 04 : Biodégradation du pétrole bruten préserede biosurfactant.
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a un pH de 2 au moyen d’une solution de HCI a lefhalvant d’étre recentrifugé a 8500 rpm
durant 20 minutes a 4°C. Le culot obtenu subitauade avec de I'eau distillée plusieurs fois
par centrifugation a 8500 rpm durant 45 minutes®°@.4Le culot formé représente le

biosurfactant produit par la souche.
Il. 2. 6. Biodégradation du pétrole en présence daosurfactant

Pour évaluer la biodégradation du pétrole brut,snaous sommes basés sur la
méthode de SIFOUR at.(2007).

10 microgrammes du biosurfactant par millilitre agtuté a un Erlenmeyer contenant
50 ml du milieu minéral Madditionné de 2% de pétrole brut comme seule salgcarbone.
Un milieu sans biosurfactant est utilisé comme témes deux Erlenmeyers sont inoculés
par 1 % d’'une culture agée de 16 heures de la sasgokée cultivée sur le bouillon nutritif.
L’incubation s’effectuée a 30°C dans un incubataumgitation a 180 rpm pendant 5
jourgPhoto 04)

Les prélevements sont effectués chaque 24 heueedasguivi régulier des parameétres

suivants :

» Le taux des hydrocarbures totaux.
= L'index d’émulsion ks
= Latension superficielle.

= | a concentration microbienne.

Il. 2. 7. Essai de remobilisation des hydrocadres présents dans un sol a I'aide du

biosurfactant produit

La grande capacité des biosurfactants a former éimslsions stables avec les
hydrocarbures, indique leur tendance a amélioregr@bilisation des hydrocarbures a partir
des sols contaminés (PEKDEMIRadt, 2005).

Le lavage des sols pollués par les hydrocarburedaide des solutions de

biosurfactant peut donc réduire leur degré deasnimation.
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Tube a essai contient10 g de sol contamine
par les hvdrocarbures

'

Lavage 7 fois par I'eau distillée

v

Décantation

!

Filtration

. '

Dosage des Lawvage 21 fois par les solutions de
hydrocarbures biosurfactant 0,1% et 0,2% (10 ml pour
totaux dans le filtrat chaque lavage)

y

Décantation

v

Filtration

v

Dosage des
hvdrocarbures
totaux dans le filtrat

Figure 08 : Représentation schématique des étapes temobilisation des hydrocarbures
par les lavages successifs.

Photo 05 : Procédé de la remobilisation par lavagesiccessifs.



Partie 2 Matériel et méthodes

a. Remobilisation par centrifugation

Pour définir les concentrations du biosurfactartinogles a mobiliser le maximum
des hydrocarbures présent dans le sol, un lavagecgrrifugation a des différentes

concentrations de biosurfactant en solution @&f&stué.

Pour réaliser cette opération, des solutions deubiactant & concentrations (2%, 1%,
0.5% et 0.2%) ont été préparées. Ensuite 100 goldoomtaminé par les hydrocarbures sont
ajoutées a 100 ml de chaque solution de biosurfachaque mélange a été centrifugé a

2000 rpm durant 10 minutes.

Le taux des hydrocarbures totaux est mesuré pamalyaeur d’hydrocarbures
HORIBA avant et apres centrifugation.

b. Remobilisation par lavages successifs

Pour mieux connaitre la capacité du biosurfactamdyit a remobiliser les
hydrocarbures adsorbés au sol, la méthode de MARIERELINAS (1996), a été adoptée.
Elle est basée sur I'injection successive des vetude biosurfactant dans une colonne du sol
contaminé par les hydrocarbures, par une pompstakique, et les volumes de lixiviats sont

recueillis et ensuite, la détermination de leurscemtrations en hydrocarbures est effectuée.

En se basant sur le méme principe, la mobilisadies hydrocarbures du sol étudié a
été effectuée par le lavage successif a I'aidealdoiution de biosurfactant.

Les 10 g de sol contaminé par les hydrocarbureepldans un tube a essai ont subit
une série de lavage a I'eau distillée et filtratjoequ’a I'obtention d’'un surnageant limpide,
puis une autre série de lavage au biosurfactar,2 et 0,5 % jusqu’a la remobilisation
maximal des hydrocarburésigure 08 et Photo 05)
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Figure 9: Composition granulométrique du solétudié.
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Figure 10 : Triangle textural (BAIZE, 1990).
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I. Analyses physicochimiques du sol
[. 1. Granulométrie

Les résultats des analyses granulométrigues dee né&thantillon de sol sont
représentés parflgure 09 qui fait ressortir une prédominance de la fracableuse dans
notre échantillon de sol avec 45, 37% de sable 8822% de sable moyen et 15, 94% de
sable grossier. Les autres fractions sont représsmtar 8,37% de limon et 1,10 % d’argiles.

Le sol étudié est donc classé comme tres sablelon de triangle textural du
Groupement d'Etudes des Problémes de Pédologiéqgpl: GEPPAFigure 10).

L'importance de la fraction sableuse dans le saldiée suggere une bonne
perméabilité facilitant ainsi la circulation desifles contenants les nutriments et I'oxygéne
qui seront d’autant plus accessibles aux microosgaes que le milieu est perméable. Sa
diminution va limiter leur extension, aboutissantaafin a une mauvaise biodégradation
(LECOMTE, 1995). En effet, une faible perméabilitéite le passage d’air nécessaire pour
promouvoir la croissance bactérienne (GABET, 2004).

Cependant, la faible proportion en argile de netkaffecte négativement I'activité
microbienne puisqu’on peut considérer que la fomct’argile se comporte comme une sorte
d’entrep6t dans lequel serait mise en réserve anepde ressources nutritives, assurant de
cette fagcon aux microorganismes un plus grandrétale dans I'espace et la disponibilité des
nutriments et de I'eau (DOVET, 1996).

I. 2. Autres parametres physicochimiques

Les résultats des différents paramétres physiamighnies sont représentés dans le

Tableau II.

Tableau Il : Résultats des analyses physico-chimigs

Parametres Résultats
Phosphore (mg/l) 2.75 0,02
Nitrates (mg/l) 6.90 + 0,10
Nitrites (mg/l) 3.51 + 0,02

Humidité (%) 8.60
pH 8.07 £ 0,04

.
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L’échantillon de notre sol étudié est caractériaé yn pHalcalin de 8.07+ 0,04, une
humidité de 8.60%. Les éléments minéraux dosés Iseanle phosphore, le nitrate et de
nitrites dont les teneurs respectivement sont d& 2 0,02 mg/l, 6.90 £ 0,10 mg/l et 3.51 +
0,02 mg/I(Tableau II).

Le pH légerement alcalin du bourbier est influema¥ celui des boues rejetées
présentant des pH allant de 9 a 10 pour éviteolesion du matériel de production. Ce pH
du bourbier proche de la neutralité, favorisemaitroissance des bactéries et des champignons
et par conséquent assurait un déroulement effidack biodégradation des hydrocarbures
(LEAHY et COTWELL, 1990).

La faible humidité relative du sol étudiée peuté&irectement liée aux conditions
climatiques de la zone d’étude et / ou a la textlursol. Toutefois, il est a noter qu’une faible
humidité peut avoir un effet négatif sur I'activitécrobienne en réduisant les transports et les

échanges biochimiques ainsi que les contacts mgansmes / polluant (LECOMTE, 1998).

La composition chimique du sol étudié indique wfiadt en éléments azotés et
phosphoréqTableau 11). Selon ECKFORD etl. (2002), la pollution des sols par les
hydrocarbures (diesel, carburant) a pour conséguemc déficit en azote par rapport au
carbone (le rapport C/N est supérieur a 250/1) quiepeut limiter la biodégradation des
hydrocarbures. Pour tout traitement biologiquegeannchissement du sol par le phosphore et

I'azote sera donc nécessaire.

Par ailleurs, il est connu que la flore microbiemnkesoin d’éléments minéraux pour
sa croissance, en particulier d’azote, dont lepgntamns optimales, généralement admises,
sont de 10g d’azote et 1g de phosphore pour 100cpd®mne. Ces éléments rentrent dans
I'édification des constituants cellulaires lors tke multiplication des microorganismes
(synthese d’ADN, protéines...etc.)(BALLERINI, 199REIS etal. (2010) rapportent que
dans les environnements aérobies, les élémentatitailes plus susceptibles sont I'azote et le

phosphore.
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I. 3. Teneur du sol en hydrocarbures

Le dosage des hydrocarbures totaux dans le salépddlit ressortir une teneur de
62.70 g/Kgle sol soi6.27%de sol.

La teneur du bourbier en hydrocarbures est largesweérieure a la valeur fixée par
la norme hollandaise (0.1 g/kg de sol), ce qui icord bien une pollution par ces composés
hydrocarbonés. Cette pollution causée par lessreetboues de forages constitue une source

de carbone importante pour les microorganisme®d{AKMOUSI, 2009).
[I. Analyses microbiologiques du sol
Il. 1. Dénombrement de la microflore totale

Le dénombrement de la microflore totale dans nétteantillon de sol pollué par les

hydrocarbures fait ressortir un taux2ié® UFC/g de sol.

L'importance de la microflore autochtone du boerlsuggere la possibilité de cette
derniére a assurer la biodégradation des hydromspsachant que selon MARGESIN et
SCHINNER (2001), une teneur 10° germes/g de sol est suffisante pour procéder a la

biodégradation de ces composés.
Il. 2. Isolement et identification des différentessouches dé®seudomonas

L’isolement des bactéries sur le milieu spécifgjdesPseudomonas« le Cétrimide
Agar » aboutit a la détermination de deux typesaenies bactériennes distinctes par leur

aspect, leur taille et leurs couleurs.
II. 2. 1. Caractéres macroscopique

Les caracteres macroscopiques des deux souché&essebnt regroupés dans le

Tableau Il .
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Tableau Il : Caractéres macroscopiques des colorsasolées sur le Cétrimide Agar

Souche

S S
Critere
Diamétre 2 mm 2mm
Chromogéneése Blanc jaunéatre Beige
Forme Ronde Ronde
Elévation Plate Convexe
Contour Réguliére Réguliere
Opacité Translucide Opaque
Surface Granulaire Lisse brillante
Consistance Crémeuse Crémeuse
Odeur + +

L’'observation macroscopique des colonies des dewches isolées; 8t S montre
gu’elles ont une forme ronde, un contour réguli@e consistance crémeuse et un diametre de
2 mm avec la présence d'une odeur. Par ailleussdérix souches ont quelques caracteres
différents. En effet, la souche€&St de couleur blanc jaunatre, translucide, platx aine
surface granulaire, alors que la souchea$ine couleur beige, opaque, d’élévation convexe

avec une surface lisse brillante.

II. 2. 2. Caractéeres microscopique

L’observation microscopique a été réalisée suidauix étapes : a I'état frais et aprés

coloration de Gram. Les résultats obtenus sonésemtés dans Teableau IV.

Tableau IV : Observations microscopiques des souchke

Critere Coloration de GRAM

Arrangement Forme des GRAM Etat frais

cellules (mobilité)

S Isolés, diplo et | Coccobacilles Négatif Mobile
amas

S Isolés, diplo et Bacilles Négatif Mobile
amas
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D’aprés nos observations, il ressort que les deactébies isolées sont mobiles et a
GRAM négatif. Cependant, leurs formes different.ffiet, la souche ;Sest un coccobacille

alors que la souche 8st un bacill¢Tableau V).
II. 2. 3. Résultats des tests biochimiques

Les résultats des tests biochimiques sont repéseliains |& ableau V.

Tableau V : Résultats des tests biochimiques

Souche

Test biochimiqué s S,
Type respiratoire Aérobie stricte Aérobie stricte
3
{ZN=) Catalase + +
-
85 Oxydase + -
No) \%
= Nitrate réductase + +
Saccharose - -
[} HZS - _
T
S Gaz - -
=
[5) p Galactosidase (ONPG) - +
Q
S Citrate perméase + +
°
3 Manitol + )
N
= Mobilité + T
VP - -
LDC - +
S oDC - ]
o
‘Q
6 ADH + +
s
qJ S - -
£ Uréase
L
o TDA - -
o]
8
) - _
2 Indole
Gélatinase + +
King A + +
3g
S King B + +
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(a) Souche g (b) Souche &

Photos06 : Test biochimiques des deux souche; et S par galerie Api 20 E.

Dietbaoui ALN. (2011)

Djerbacui A N. (2011)

Photo 07: Aspect macroscopique dda souche $ Photo 08 Aspect microscopique de Lesouche 3. (G X
100).
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D’apres les résultats obtenus, on constate quddes souches isolées sont aérobies
strictes, capables de réduire le nitrate et capat#ecroitre dans les milieux king A et king B.
Ces deux souches ont une catalase, une citratepse, une nitrate réductase, une ADH et
une gélatinase positives. Elles ne produisentdftdsS, de gaz et d'indole, et nutilisent pas

le saccharose et ne possedent pas une (HDAtos 06 et 06,).
II. 2. 4. Identification des souches isolées

La morphologie macroscopique et microscopiqueegtchractéres biochimiques des
deux souche$§, et S;suggerent qu’ellesappartiennent au genrePseudomonas §pIN et
al., 2009)

a. Souche

La souche § a été rattachée au genfeseudomonaspour sa morphologie
macroscopique et microscopique : colonies trésdggnblanc jaunatre, plat¢Bhoto07)
bactérie GRAMnégative de forme coccobacillehoto08) aérobie stricte a oxydase, ADH,
catalase, citrate perméase positives et ONPG, L&yativegTableau V).

Cette souche peut étre rattachée a I'espsmidomonas aeruginosae qu’elle est
caractérisée par la production des pigmentspgecyaninet pyoverdine Ces pigments
diffusent dans les cultures sur gélose et les @edooolorent le milieu en bleu verdatre ou
jaune verdatre (SINGLETON, 1999). Ces -caractereat sgpécifiques de I'espéce
Pseudomonas aeruginoaOTFABAD etal., 2009).

Pseudomonas aeruginogat un microbe pathogéne opportuniste importanterient
résistant a un grand nombre de désinfectants stil@tiques. Cette bactérie vit a I'état
saprophytique dans l'eau, le sol et sur les végée(8OTIROVA etal., 2009). Elle est par
ailleurs connue par sa capacité a biodégradeolapasés hydrocarbonés. En effet, plusieurs
chercheurs l'ont isolé a partir des sols contamiogs les hydrocarbures (SIFOUR ait,
2007 ; CHABOUNI, 2008 ; YIN eal., 2009 ;LOTFABAD edl., 2009).
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Dierbaoui A N. (2011) erhacut A N. (2011)

Photo 09 : Aspect macroscopique de la souche S Photo 10 : Aspect microscopique de $auche $.
(G X 100).

[EEN
N

=¢—Souche S1
== Souche S2

Log UFC/mi
o o O

D

Concentration microbienne

0 T T T T T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Temps (heures)

Figure 11 : Cinétique de croissance des deux sousheactériennes isolées, cultivées sur

milieu M ; additionné de 2% de pétrole brut.
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b. Souche $

D’aprés sa morphologie macroscopique et microsc@pitp souch&, a été rattachée
au genredPseudomona<Celle-ci forme de petites colonies circulairescdaleur beige, lisses
et brillantes (Photo 09) La souche a une forme bacillaire, a GRAM négéihoto
10),oxydase négative,catalase,ADHet citrate perméasesities et présenteun

caractereaérobie stri€fableau V).

L’incapacité de cette souche a dégrader le manaitet 'ONPG positif et 'oxydase

négativenous permet de supposer qu’'il s’agiPgdeudomonas luteo(&INGLETON, 1999)

D’apres la littérature, I'espéc€hryseomonas luteola, aurait également comme
synonyme le nom d’espé&seudomonas luteol@ AURENT etal., 2000).

L’habitat naturel duPseudomonas luteol@st mal connu mais elle est trouvée
frequemment dans le sol, I'eau et les environneskEgerement humides (DE at, 2010).
Elle a été également isolée a partir d’'un sol aoimé par les hydrocarbures par AKMOUCI
(2009) a Hassi Messaoud.

[ll. Sélection de la meilleure souche productrice @ biosurfactant

La cinétique de croissance des deux souches isslganilieu M additionné de 2%
de pétrole brut comme seule source de carbone auétéen mesurant la concentration
microbienne en fonction du temps ; ce qui nousra®ede tracer les courbes représentées

par lafigure 11.

Les deux courbesog UFC/ ml = f (t) obtenues ont l'allure d'une courbe de

croissance bactérienne classique.

Pour les deux souches bactériennes étudiées, dseple latence observées sont trés
courtes.D’aprés ces courbes, nous pouvons obseuwerla concentration microbienne
augmente dés la"heure de fermentation de 1,73 UFC/ml et 2,34.19UFC/ml jusqu'a
atteindre des valeurs maximales au bout de 72keul,34. 78 UFC/ml et 7,41.1DUFC/mI
pour les deux souches S1 et S2 respective(@emtexe V). Cette concentration microbienne

se stabilise au dela de 72 heures jusqu’a la fila flermentatior{Figure 11).

Les courtes phases de latence démontre une adaptitis au moins rapide des
souches étudiées a la source de carbone utiligpétrole brut » (AKMOUSI, 2009).

Par ailleurs, 'augmentation de la biomasse mi@obé correspondrait a la phase

exponentielle, phase durant laquelle la dissolutionsubstrat « pétrole brut » suffit aux
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Figure 12 : Index d’émulsion des deux souches bad&nnes isolées, cultivées sur milieu

M additionné de 2% de pétrole brut.
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Figure 13 : Tension superficielle des deux souchbactériennes isolées, cultivées sur
milieu M ; additionné de 2% de pétrole brut.
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besoins métaboliques des souches. Ainsi, La stabdn de la concentration
microbienne au-dela de 72 heures montre que leeanivdes exigences nutritionnelles
surpassent la vitesse de dissolution du subs#rdtiodisponibilité deviendra alors limitante,
c’est donc la phase stationnaire (ROCHA.€2007).

Les deux souches bactériennes ont la capacité t@mnuoer le pétrole brut(Figure
12). Les deux courbes obtenu&s,, (%) = f (t)des deux souches étudiésont la méme allure

que les courbes de croissaiiEgure 11).

L'augmentation de l'index d’émulsion est proporti@ie a la concentration
microbienne. Il atteint des valeurs de 52,68 % 364 % pour les deux souches & S

respectivementrigure 12).

Des résultats similaires ont été trouvés clrseudomonas aeruginosgui peut
atteindre un index d’émulsionde 50% (BENINCASA eiC@ORSINI, 2009) et de
58%(LOVAGLIO etal., 2011).

Les deux courbes obtenu€S (mN/m) =f () sont inversement proportionnelle aux
courbes de croissandEigure 13). Ces courbesindiquent que les deux souchestSS
peuvent réduire la tension superficielle de 79,92mljusqu’a 29,54 mN/m et 38,22 mN/m
respectivement. Ce résultat nous permet de suggériéry a production de biomolécules
spécifiqgues ayant des propriétés tensio-activies piosurfactantsconnus pour provoquer
I'abaissement de la tension superficielle (TABATABR etal., 2005).

Les mémes résultats ont été obtenus par BANA®RIe(1991) qui ont pu isoler
plusieurs bactéries ayant la capacité de réduitenision superficielle du milieu de culture a
des valeurs inférieures a 40 mN/m. Parmi les gsielle rhamnolipide produit par
Pseudomonas aeruginagala surfactine produite paacillus subtili®nt la capacité de
réduire la tension superficielle de I'eau de 72 mNd 30 mN/m. Une autre souche de
Pseudomonas aeruginosigoléea partir d’'un sol contaminé par les hydrogesbpeut
réduirela tension superficielle du milieu de cutjyusqu'a 36 mN/m (SOMAYEH eal.,
2008).

Plusieurs travaux ont indiqués que les souchePsdeidomonas aeruginosant la
capacité de réduire la tension superficielle avddsurs minimales et peuvent émulsionner et
stabilisent les émulsions de différents types dfbgdrbures et des huiles comme le pétrole
brut, kéroséne, n-alkanes, les composés aromatitjmaige d’olive et les huiles minérales et
le diesel (PATEL et DESAI, 1997 ; BENINCASA «l., 2004 ; WEI etal., 2005).




Partie 3 Résultats et discussion

o 12 90 _
£ —0—Ilog N —l—TS 80 E
g 10 70 %
2 = £
2E s 60 o
-_— =
EY 50 ©
g2 ° a0 &
%2 4 30 &
2 0 a
€3 - 20
g 24 S
g - 10 b
U 0 T T T T T T T T T 0 g
[
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Temps (heures)

(a) : Suivie de de la tension superficielle.

Concentration microbienne
Log N (UFC/ml)
Index d'emulssion E 24 (%)

o N b~ O o

T T T T T T T T T O
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Temps (heures)

(b) : Suivie de l'index d’émulsion.

Figure 14 : Suivi de la production de biosurfactanpar Pseudomonas aeruginosaltivée
sur le milieu M additionné de 4% d’huile tournesol.

Photo 11 : Suivi d’'index d’émulsion au cours de laroduction de biosurfactant.
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IV. Production de biosurfactant

La souche jugée meilleure productrice de bioswafgcestPseudomonas aeruginosa
isolée d’'un bourbier de Hassi Messaoud. Cette soashcultivée dans le milieu minérapf M
additionné de 4% d’huile de tournesol comme senlece de carbone a 30°C pendant 5 jours

a 180 rpm.

La cinétigue de la croissance microbienne et &¥ametres indicateurs de production
de biosurfactant a savoir, la tension superficietidindex d’émulsion E4 sont représentés
par lesfigures (14,) et(14).

D’apres lesfigures(14,) et (14,), la variation de la concentration microbieniog
UFC/ml = f (t) est une courbe typique d'une croissance microbiecaeactérisée par
'absence de phase de latence et par une longuee ghaonentielle et se termine par une

phase stationnaire.

Plusieurs auteurs ont observés le méme comportensrdc différentes
microorganismes (ROCHA&t,2007).

Le biosurfactant produit a pu réduire la tensiopesficielle du milieu de culture de
79,06 mN/m a 26,06mN/m a la fin de I'expérimemta(Figure 14,).

Des émulsions stables ont été formées par le mileedermentation avec le pétrole
brut (Photo 11) et la valeur maximale obtenue giest de 50% au bout de la £2theure de

fermentation(Figure 14,).

D’apreés ledigures(14,) et(14,),La production maximale du biosurfactant est achevée

a la fin de la phase exponentielle au bout delid®eure de fermentation.

La propriété tensioactive du biosurfactant déppridcipalement de sa capacité de
réduire la tension superficielle et la formations demulsions stables avec des différents
substrats immiscibles dans I'eau (RAZAakt 2007).

Il est & noté qu'il existe une relation entre feentation de la biomasse, I'index
d’émulsion, la diminution de la tension superfilgeét la production de biosurfactant par
notre souche dBseudomonas aerugingseeci peut étre expliqué par la phase prolongée de
la croissance microbienne (DAS at., 2009). Ce qui confirme que la production de
biosurfactant s’effectue pendant la phase expoglentie croissance, et qui suggere qu'il est
produit comme métabolite primaire (AMIRIYAN etl., 2004). La croissance bactérienne

associée a la production de biosurfactant pourfadiliter I'adhérence des cellules
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bactériennes aux molécules de substrats hydrophebdss métaboliser (BARATHI et
VASUDEVAN, 2001).

Les microorganismes qui dégradent les hydrocarbpredluisent des substances
tensioactives et certains d’entre eux, permettentstabilité de I'huile ou les phases
hydrophobes dans I'’émulsion. Ces microorganismesearg étre divisés en deux catégories,
une qui produit les biosurfactants a faible poiddéoulaire mais habituellement ne font pas
des eémulsions stables, et I'autre qui produit desusfactants qui agissent principalement en
tant que stabilisateurs d’émulsions sans affeetéerision superficielle (SILVA etl., 2010).
D’aprés nos résultats obtenusnotre souBlseudomonas aeruginogaut étre incluse dans la
2°™Mecatégorie puisque son biosurfactant produit rélduiension superficielle et stabilise les

émulsions de pétrole brut.

Le méme résultat a été obtenu par RAZAalet(2007) qui ont utilisé I'huile d’olive
comme seule source de carbone dans la productiobiakurfactant palPseudomonas
aeruginosagui a réduit la tension superficielle jusqu’a 28i/m.

Apres incubation de 5 jours, le biosurfactant @& éxtrait a partir du milieu de
production par précipitation acide. Notre souBPlseudomonas aeruginosgou produire 2,4 g
de biosurfactant par litre de milieu minérale additionné de 4% d’huile de tournesol comme

seule source de carbone.

Dans leurs travaux, WU etl. (2008) ont pu produire paPseudomonas
aeruginos&,70g/l et 2,63g/l de biosurfactant en utilisdmtile d’olive et I'huile soja comme
source de carbone respectivement. Par ailleurs,T@@%al. (2006), RAHMANetal. (2002)
et HABA et al. (2000), signalent la production de 2,9 g/l de bitsctant en présence de
I'huile de buriti, de I'huile de carthame et dedile de friture respectivement par la souche

Pseudomonas aeruginasa

On se basant sur nos résultats obtenus, on peuirel€gie I'huile de tournesol utilisée
ici comme seule source de carbone est un subgtEb@ié pour la croissance et la
production du biosurfactant, car ce dernier a éélyit en quantité importante (2,4 g/l) et a
réduit la tension superficielle en dessous de 30mnmBlvec un index d’émulsion de 50 %
(Figures 14, et 14).

SANTOS etal. (2010)ont indiqué que I'utilisation des huileggééles comme seule
source de carbone ont un grand potentiel commédratiloens la production de biosurfactant

par les souches de@seudomonas aeruginaskn effet, I'utilisation de I'huile de tournesol
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comme seul source de carbone pmeudomonas aeruginosa permis de produire un
biosurfactant dont I'index d’émulsion est de 51 %la tension superficielle est de 36
MN/m(SIFOUR etal., 2007). ROBERT efal.,, (1989), ont également pu produire un
biosurfactant paPseudomonas aeruginogdT1 en utilisant I'huile d’olive, avec un index
d’émulsion de 49 % et une tension superficielle88enN/m. Ces résultats corroborent avec

les nbtres.

La raison probable de cette tendance des souchd3selgdomonas aeruginosa
préférer l'utilisation des huiles végétales estetlas ont une activité lipase qui facilite
I'assimilation des acides gras contenus dans éesidins des huiles végétales (ABOUSEOUD
etal. 2008), et agissant sur ces huiles pour formeadiees gras a longues chaines (LGFA
composes de 12 a 18 carbones (WEalet2005). Les (LCFA peuvent étre oxydés pour
maintenir la croissance bactérienne ou étre tram&f® en un précurseur lipidique afin de

favoriser la biosynthese de biosurfactant (MAIERIgt2000).

Le biosurfactant produit par notre souBseudomonas aeruginopaut étre considéré
comme rhamnolipides puisque les bactéries du gBsedomonasont connues pour
produire des biosurfactantsglycolipidiques conténarrhamnose et les acides gras qui sont
nommeés les rhamnolipides (GUNTHERag&t 2005). Leurs composition chimique et activité
émulsifiante dépendent non seulement de la soudtigtrice, mais aussi des conditions de
culture et des paramétres physiques (températerafi@an, agitation et pH), ainsi que la
nature des sources de carbone et d'azote qui nmderd la quantité et la qualité du
biosurfactant produit (CALVO edl., 2009).
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Figure 16 : Suivi des paramétres tensioactifs darla biodégradation du pétrole brut
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V. Biodégradation du pétrole brut en présence de bsurfactant

Afin de mieux comprendre les phénomenes qui accgnmgrd la biodégradation du
pétrole brutavec et sans biosurfactant etle corapmiht des microorganismes concernés,
nous avons suivi I'évolution de certainsparamettesxme la concentration microbienne,
I'indexd’émulsion (k4), la tension superficielle et le taux de biodégtamh du pétrole brut

parPseudomonas aeruginoglée dans nos conditions expérimentales.

D’aprés la figure 15, nous observons une augmentation de la concemtrati
bactérienne dans le milieu contenant du pétrolencersource de carbone. Lorsque le milieu
est additionné de biosurfactant, la courbe surh&me allure que celle du témoin mais avec
des valeurs supérieures. En effet, un maximum almdsse bactérienne est atteint au bout de
72 heures « la phase exponentielle », elle est38 193 UFC/ml et de 1,44.28 UFC/mI en
présence et en absence de biosurfactant respeetivbhmnexe V) Au-dela de 72 heures, les
concentrations bactériennes se stabilisent justp’din de l'incubation, c’'est la phase

stationnaire.

L’augmentation de la concentration bactérienneaesbmpagnée d’une augmentation
de l'index d’émulsion qui atteint 51,07% et 63,44%d’'une diminution remarquable de la
tension superficielle qui atteint 33,88 mN/met BotN/m respectivement dans le témoin et

dans le test de biodégradation assistée par t'dmbiosurfactanfFigures 16 et 16)).

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que itesutfactant favorise
'augmentation de la concentration bactérienne igypht I'augmentation de I'index

d’émulsion et la diminution de la tension supedila (Figures 16 et 16)).

Le taux de biodégradation du pétrole brut par laceePseudomonas aeruginosast
plus élevé en présence de biosurfactant qu’en Iseenae. Il atteint son maximum a la fin de
la croissance bactérienne. Il est de 35, 27 % eprede de biosurfactant et de 53,09 % en

présence de celui-@rigure 17).

La différence du taux de biodégradation entre lsxdests est environ de 18 %, ce
qui corrobore les résultats trouvés par THAVASakt (2011) qui signalent une différence
de 20,25%. Ceci indique que la présence de biadarfa accélere le processus de
biodégradation du pétrole brut en augmentant salidponibilittaux microorganismes
(PERFUMO etal., 2010)

Dans leur travail, THAVASI etl. (2011) indiquent que I'addition des rhamnolipides
au milieu de culture facilite I'accessibilité dwétmle brut aux cellules bactériennes et
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accélere donc la croissance bactérienne qui est duine production de biosurfactant en

diminuant la tension superficielle.

Plusieurs travaux indiquent que [I'addition des rhahpides produits par
Pseudomonas aeruginosanéliore et accélere le taux de biodégradationhgedsocarbures
aromatiques aliphatiques, du phénanthrene, de didmane, de la gasoline et du diesel
(CHURCHILL et al. 1995; GARCIA- JUNCO etal. 2001 ;NOORDMAN et al.
2002 ;RHAHMAN etal. 2002 ;WHANG edl., 2008).

Le taux maximum de 89% de biodégradation de petbolut a été observé par
THAVASI et al. (2011), en ajoutant 0,1% de biosurfactant dans le miie culture.

NORMAN et al. (2002) ont clairement prouvé que les rhamnolipidtimulent
différents processus impliqués dans la dégradaties hydrocarbures, signalant que
I'efficacité du processus de biodégradation etntecanisme spécifique de I'action des

rhamnolipides dépend de la nature du substrat abolkter.

Concernant les mécanismes de transport des hyboear insolubles aux cellules
bactériennes, BURY @adl. (1993) ont indiqué que les biosurfactants peuwveiiencer la
prise et la consommation des hydrocarbures pamiesorganismes. Les trois mécanismes

de la prise des hydrocarbures par les microorgassant :

- L’interaction des cellules avec les hydrocarbuiesalis dans la phase aqueuse ;
- le contact direct des cellules avec les hydrocadur
- I'interaction des cellules avec les hydrocarburasiislisés ou pseudosolubilisés ou

émulsifiés dans des entités beaucoup plus petie$actaille des cellules.

L’ajout des biosurfactant fournit donc non seulemeates micelles pour la
solubilisation des hydrocarbures insolubles, maglife aussi leur émulsification, avec une
augmentation de leur biodisponibilité (GOSWAMIagt 1992).
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VI. Essai de remobilisation des hydrocarbures prés#s dans un sol a l'aide du

biosurfactant produit
VI. 1. Remobilisation des hydrocarbures par centfugation

Le taux de remobilisation des hydrocarbures duesolprésence des solutions de

biosurfactant a différentes concentrations esexsmté par lgure 18.

Il ressort des résultats obtenus que I'additiodadsolution de biosurfactant a 0,2%
permet de mobiliser 50,13% d’hydrocarbures contantite sol étudié. Lorsqu’ on augmente
la concentration de biosurfactant a 0,5% nous aoenune meilleure remobilisation
atteignant 76,13%. Cependant, 'augmentation d@ifeentration de biosurfactant au-dela de
0,5 % conduit a une diminution de la quantité dimgadrbures remobilisés. En effet, les taux
d’hydrocarbures remobilisés sont inversement ptoporels aux concentrations de
biosurfactant. Seulement 37,43%et 28,92% d’hydingas ont été remobilisés en présence

des concentrations de 1%etde 2 % de biosurfastapectivement.

D’aprés les résultats obtenus, on peut déduirelegidiosurfactants agissent mieux

dans la remobilisation des hydrocarbures lorsqabist a faibles concentrations.

URUM etal. (2003), ont trouvés des résultats similaires @abixes (79%) lorsqu’ils
ont réalisé le lavage d’'un sol contaminé par ledrdgarbures en présence de la solution de
biosurfactant a 0,5%.

La remobilisation des hydrocarbures par le bieiant s’effectue par deux
mécanismes ; la mobilisation et la solubilisatidi mobilisation se produit lorsque la
concentration du biosurfactant est inferieure &a@aentration micellaire critique « CMC »
en diminuant la surface de contacte entre le sd gtolluant qui favorise par la suite sa
mobilisation, alors que la solubilisation se réal@rsque la concentration de biosurfactant est

supérieure a sa CMC en formant des émulsions (URUMN, 2004).

Selon GABET (2004), La solubilisation est le matiction privilégié pour traiter les
sols pollués par les hydrocarbures et elle résidtla formation de micelles. Cependant, dans
leur travail, PEKDEMIR etl. (2005), indiquent que la formation des émulsipasdant le
processus de lavage du sol par le biosurfactantrggoletre indésirable. En effet, si les
émulsions sont fortement visqueuses suite a labdisiation, elles deviennent immobiles et
restent donc dans le sol, en empéchant ainsi ¢allation des molécules de biosurfactant
pendant le lavage du sol pollué, génant de cestiperméabilité et son contacte avec le

biosurfactant et par conséquent, un faible tauxydtftcarbures mobilisés est obtenu.
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Figure 19 : Suivi de concentration des hydrocarbure mobilisés par les solutions de
biosurfactant a des concentrations de 0,2 % et 0,5%ar lavages successifs.
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Figure 20 : Taux des hydrocarbures cumulés mobiligpar les solutions de biosurfactant
a des concentrations de 0,2 % et 0,5% par lavagesceessifs.
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VI. 2. Remobilisation des hydrocarbures par lavagesuccessifs

La figure 19 représente I'évolution de la concentration dewilits en hydrocarbures
totaux apres le lavage du sol. Les 7 premiers kvagnt effectués a I'eau distillée pour la
saturation du sol en eau. Ensuite, une série dgyéaa I'aide du biosurfactant a été realisée

pour la remobilisation d’'un maximum d’hydrocarsiexistants dans le sol.

La concentration en hydrocarbures totaux danbxiegats provenant des 7 lavages a
'eau distillée passe de 9,20 mg/l au début & Ogdl & la fin des lavagésigure 19). En
cumulant la masse moyenne des hydrocarbures totauxeillis, seulement 1,22%

d’hydrocarbures contenus au départ dans le sohooné ont été mobilisés.

Les deux courbes de mobilisation des hydrocarbpmeses solutions de biosurfactant
a 0,2% et 0,5% présentees pafigare 19 illustrent bien l'influence de la concentration de

biosurfactant sur la mobilisation des hydrocarbures

La concentration maximale en hydrocarbures dasditeviats est atteinte pour les
deux essais aprés 1&MSet le @melavage pour les solutions de 0,5% et 0,2 % deubiastant
respectivement. Le pic de concentration maximalénytrocarbures est presque deux fois
plus élevé en présence de 0,5% de biosurfacta f@@l) qu’en présence de 0,2% de
biosurfactant (196,53 mg/l), sachant qu’apres ledews maximales d’hydrocarbures
mobilisés, la diminution de la concentration dedrbgarbures dans les lixiviats est nettement
plus importante aprés |€% lavage a 0,5 % (de 426 mg/l & 108,40 mg/l) qu'spec6™
lavage a 0,2% (de 196,53 mg/l a 73,80 nigiture 19).

La figure 20 représente les taux d’hydrocarbures mobilisés Ia@plication des

différents lavages (eau puis solution de biosuafajt

Il apparait clairement que I'essentiel d’hydroaads mobilisés provient des lavages
en présence de biosurfactant. En effet, on pasde2@80 de polluant mobilisé par lavage a
I'eau distillée a 46,09 % en présence de 0,2% dsubfactant et a 79,03% en présence de

0,5% de tensioactif produit.

Les faibles taux d’hydrocarbures mobilisés paal'@listillée seraient liés a la nature
chimique de ces polluants a savoir leur faible pi@aendant difficile leur solubilisation dans

I'eau.
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hY

La faible capacité de I'eau seule a mobiliser hgslrocarbures a également été
observée par ROY al. (1994), sur la remobilisation d’anthracene ehsatit une colonne de

sable fin.

La forte remobilisation des hydrocarbures du sollug grace a I'utilisation du
biosurfactant peut étre due au caractere amphigbilee tensioactif permettant la désorption

et la solubilisation des hydrocarbures apolaires.

L’augmentation du taux d’hydrocarbures mobilisegaation avec I'augmentation de
la concentration de biosurfactant serait liée @uantité plus élevée des micelles dans la
solution de biosurfactant a 0,5% que celle a 0,2%est possible que la solution de
biosurfactant a 0,5% par son contenu en micelles @levé que celui de la solution a 0,2%,
puisse mettre en solution dés les premiers lavdgeguasi-totalité de la fraction
d’hydrocarbures faiblement liés au sol (ou liésn& draction de la matiere organique peu
retenue au sol), en plus de la mise en solutionaouong du lavage, d’'une faible partie de la
fraction d’hydrocarbures fortement liés au sol [i@és a une fraction de la matiére organique
davantage retenue au sol).Ce qui expliquerait leceatration en hydrocarbures dans les
lixiviats trés élevée au début du lavage par lesinifactant (le pic), suivie d’'une diminution
tres rapide de celle-ci aprés le pic. La solutienbibsurfactant a 0,2% par son plus faible
contenu en micelles, ne mettrait en solution dulastpremiers lavages qu’une partie de la
fraction d’hydrocarbures faiblement liés au soltreeluisant par un pic moins élevé et une

diminution beaucoup moins rapide de la concentnagio hydrocarbures dans les lixiviats.

Des résultats similaires ont été obtenus par LAP@® (1996) aprés injection d’'une
solution de biosurfactant produit p®seudomonas aeruginasd,5% en colonne de sol
contaminé par le pyréne. L’injection de 19 volundespores de cette solution a permis de

récupérer 62,7% de contaminant.

Selon LEE efal., (2005), les concentrations typiques en biostafacpour le lavage
du sol contaminé par les hydrocarbures sont d&% atandis-que les mémes contaminants

peuvent étre solubilisés dans des solutions &fadoncentrations (0,1 a 0,2%).

Les biosurfactants non ioniques mobilisent plusydiocarbures (jusqu’a 89%) par
rapport au biosurfactant anioniques (rhamnolipidesdis ces derniers s’averent étre plus
efficaces dans les tests de remobilisation combinés biodégradation en présence de la
souchePseudomonas aeruging8dLLINGSLEY et al., 2002).
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BAl etal. (1997) ont pu mobiliser environ de 84% d’hydrdeaes contaminant le sol
en utilisant un biosurfactant anionique (monorhalpide) produit parPseudomonas

aeruginosa

D’aprés nos résultats, le meilleur rendement debilsation des contaminants
hydrocarbonés du sol est obtenu en utilisantunatisal de biosurfactant produit par notre
souchePseudomonas aeruginosa 0,5% plutdt qu’une solution a 0,2%. Son utileat
nécessite donc l'injection d’'un volume de solutipresque deux fois moins grand pour
mobiliser une quantité déterminée d’hydrocarbuPes.conséquent, un plus faible volume de
solution de biosurfactant a injecter implique uaspfaible volume de lixiviats a traiter et un

temps de lavage plus court, se traduisant paral#ts iferieurs en opération.
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Conclusion

L'objectif de notre travail est la bioremédiatidiun sol pollué par les hydrocarbures
a laide dun biosurfactant produit par un micraamggme autochtond’seudomonas

aeruginosa

Dans un premier temps, le sol pollué par les hyahtmures prélevé a partir de bourbier
du Centre Industriel Sud a Hassi Messaoud a sudst ahalyses physicochimiques et

microbiologiques.

L’analyse granulométrique indique que le sol éalit un sol tres sableux qui suggere
une bonne perméabilité facilitant ainsi la circidatdes fluides contenant les nutriments et
'oxygéne qui seront d’autant plus accessible auxranrganismes que le milieu est

perméable.

Le sol étudié présente une faible humidité qut @&e directement liée aux conditions
climatiques de la zone d’étude et/ ou a la textlr sol. Ce sol est aussi caractérisé par un
pH alcalin qui est influencé par celui des bouefodage rejetées dans le bourbier.

La composition chimique du sol étudié indique uficitéen élément phosphorés et
azotés expliquée par les fortes teneurs de censby@rocarbures, sachant que ces éléments

sont limitants pour la croissance microbienne.

Ce sol posséde une microflore autochtone importaqpie suggere la possibilité de
cette derniére a assurer la biodégradation desobgrbureslorsque les bonnes conditions du

milieu sont réunies.

L’isolement des différentes souchesREeudomonasxistantes dans le sol a aboutit a
I'identification de deux souches 8t S. En se basant sur leurs caracteres macroscopiques,
microscopiques et biochimiques, nous avons pu caber la souche ;Sa l'espéce

Pseudomonas aeruginoséla souche & I'especd’seudomonas luteala

La sélection de la meilleure souche productricébidsurfactant est effectuée en se
basant sur son grand pouvoir émulsifiant et swmalaur minimale de la tension superficielle

atteinte.
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La culture dePseudomonas aeruginosn présence d’huile de tournesol comme
substrat a permit la production d’une quantitéangnte de biosurfactant capable de réduire

la tension superficielle et ayant un bon index diéson.

Concernant la biodégradation du pétrole brut parséaiche dePseudomonas
aeruginosa nos résultats indiquent que le taux de biodégi@mualu pétrole brut est plus
élevé en présence de biosurfactant qu’en son adsenc

Le lavage par centrifugation a montré que le biastant agit mieux dans la
remobilisation lorsqu’il est a faibles concentrago Par ailleurs, les résultats des lavages
successifs du sol a I'aide de biosurfactant monhijee le meilleur rendement de mobilisation
des contaminants hydrocarbonés du sol est obtenuilegantune solution de biosurfactant
produit par notre souchlieseudomonas aeruginosa0,5% plutdt qu’une solution a 0,2%. Son
utilisation nécessite donc l'injection d’'un volurde solution presque deux fois moins grand
pour mobiliser une quantité déterminée d’hydrocesbu Par conséquent, un plus faible
volume de solution de biosurfactant a injecter iqu# un plus faible volume de lixiviats a

traiter et un temps de lavage plus court, se tsathiipar des codts inferieurs en opération

A la lumiére des résultats obtenus, il est soab@tde compléter cette étude par des

approches plus approfondies, a savoir :

- L'optimisation des parameétres de production du unastant par I'essai d’autres
substrats a faibles valeurs marchandes (huifétdee, huile de vidange,...etc.).

- L'étude des propriétés physicochimiques du biostafst produit, pour mieux
connaitre sa nature, sa structure, sa concentratiogllaire critique et les parametres
influencant sa micellisation.

- Une approche moléculaire par le séquencage de I'ARSI de nos souches isolées
aiderait & déterminer de facon précise leur afiliaphylogénique.

- La réalisation des analyses qualitatives des hydboces aprés la biodégradation et
aprés la remobilisation pour connaitre les fractidmodégradées et remobilisées a
I'aide de notre biosurfactant.

- En fin, il est souhaitable d’exploiter la productiade biosurfactant dans des
bioréacteurs a grande échelle puisqu’il a prouveeicacité dans la bioremédiation

des sols pollués par les hydrocarbures.
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Annexe | ;: Matériels utilisés

1. Matériels utilisés au terrain

Matériels

Utilisation

Pelle

Pour creuser le profil

Flacons

Pour I'échantillonnage du sol

Alcool et coton cardé

Pour désinfecter I'outil de prélévement

Une glaciere portative avec la glacBour transporter les échantillons au laboratoire

Des étiquettes

2. Matériel du laboratoire

Equipement Verrerie et matériels en plastique
Etuve Erlenmeyers de 50 ml, 100 ml, 500 ml, 1000
et 2000 m|
Autoclave Béchers de 100 ml, 250 ml, 500 ml et 1100
Four Pasteur Boites de pétrie en plastique
pH meétre Pipettes graduées

Agitateur-plague chauffante

Pipettes Pasteur

Centrifugeuse a froid

Anse de platine

Incubateur agitateur

Tubes a essai

Microscope photonique

Lames et lamelles

Compteur de colonies

Parafilms

Balance analytique

Pinces (métalliques et en bois)

Bain marrie

Bec bunsen

Spectrophotomeétre type DR 2000

Analyseur d’hydrocarbures type HORIB

P

Réfrigérateur

Pour déterminer chaque échantillon de chaque analys

ml
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A. composition de milieux de culture

1. Gélose nutritive :

Annexe Il : Milieux de cultures et réactifs

2. Cétrimide Agar :

3. Bouillon nutritive :

4. Milieux M, :

Ingrédients Quantité
Extrait de viande 1,09
Extrait de levure 2,09
Peptone 5,09
Chlorure de sodium 5,09
Agar 15,09
Eau distillée 1000 ml
pH 7,4
Ingrédients Quantité
Peptone de gelatine 20.0g¢
Chloride de magnesium l4g
Sulfate de potassium 10.0g
Glycerol 10.0 ml/l
Cetrimide 0.3g
Agar 13.0¢g
Eau distillée 1000 mi
pH 729
Ingrédients Quantité
Peptone 5,009
Extrait de viande de bceuf 3,009
Eau distillée 1000 mi
pH 7,20 g
Ingrédients Quantité
KoHPO, 1,00 g
MgSO, 0.20g
NH4sNO; 1,00 g
CaCb 0,02 g
FeClg 0.05¢
KH2Paq 1,00 g
Eau distillée 1000 ml
pH 7,00
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5. Milieu Mp:

Ingrédients Quantité
Fe SQ 0,00152 g/l
Mn SQ, 0,00151 g/l
Cu SQ 0,000164/I
Zn SQ, 0,0001619/I
6. Milieu king A :
Ingrédients Quantité
Peptone dite "A" 20,09
Glycérol 10,09
Sulfate de potassium 10,0g
Chlorure de magnésium 149
Agar 12,049
Eau distillée 1000 ml
pH 7,2
7. Milieu king B :
Ingrédients Quantité
Peptone dite "B" 20,09
Glycérol 10,09
Hydrogénophosphate de potassium 159
Sulfate de magnésium heptahydraté 159
Agar 1209
Eau distillée 1000 ml
pH 7,2

Ingrédients Quantité
KH.Pq, 0,59
K2HPO: lg
KCI 0,19
MgSOy 0,59
Fe SQ 0,008 g
CaCb 0,05g
Urée 69
Extrait de levure 0,19
Solution d’éléments traces 1ml
Eau distillée 1000 mi
pH 7,00

» Composition de la solution d’éléments traces
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8. Milieu gélose viande foie :

Ingrédients Quantité
Peptone pepsique de viande et de fc 30 g
Glucose 29
Agar 60
Eau distillée 1000 ml
pH 7,4

B. Réactifs et solutions

- Alcool,

- Disques d’oxydases,
- Eau distillée,

- Eau oxygénée 10V,
- Fuchsine,

- Pétrole brut,

- Dihydrogynocarbonate de sodium,
- Huile de vaseline,

- Huile a immersion,

- Poudre de Zinc,

- Réactifs de Kovacs,
- Solution de lugol,

- Violet de gentiane,

- HCI,

- NaOH,

- Nitra Ver 6,

- Nitri Ver 3,

- Nitri Ver 2,

- Phospho Ver 4,

- Réactif de TDA,

- Réactif VP 1 et VP 2.
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Annexe lIl : Présentation des galeries API 20 E (dpres la documentation

bioMérieux).

1. Principe

La galerie APl 20 E, commercialisée par la sociétfioMérieux,» est un systéeme

miniaturisé, prét al'emploi et standardisé.

La galerie comporte 20 microtubes contenant destsaib déshydratés. Au-dessous de
chaque tube, unsigle indique la nature du testtlless sont ensemencés avec une suspension
bactérienne effectuée eneau physiologique. Lestio@dac produites au cours de la
périoded'incubation se traduisent par des viragéwés spontanés ou révélés par I'addition

de réactifs.

Un fond et un couvercle complétent la galerie etmgdtent de constituer une

boited'incubation.

La galerie API 20 E permet d'effectuer les testgasiis : ONPG, ADH, LDC, ODC,
citrate de Simmons(CIT), production d'’hydrogenduséalpar réduction du thiosulfate {8),
synthese d'une uréase (URE),recherche d'une ttyatepdésaminase (TDA), recherche du
pouvoir indologene (IND), productiond'acétoine (VByntheése d'une gélatinase (GEL),
recherche de l'acidification de neuf "glucides"lucgse(GLU), mannitol (MAN), inositol
(INO), sorbitol (SOR), rhamnose (RHA), saccharcSAE), mélibiose(MEL), amygdaline
(AMY), et arabinose (ARA).

La galerie permet également la recherche du nit@dectase qui se fait dans le
microtube "GLU".

2. Technique

- Placer de I'eau dans les alvéoles présents ddosdede la boite afin de créer une
atmosphére humide.

- Retirer la galerie de son emballage et la places éafond de la boite.

- Prélever a l'aide d'une pipette pasteur boutonnéecalonie parfaitement isolée.

- Dissociersoigneusement la colonie dans une ampaulsuspension Medium®.

- A l'aide d'une pipette munie d'une poire remplg heicrotubes de la galerie. Au sein

des microtubes, lefabriquant distingue deux pariedube et la cupule. Selon les
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tests, la suspension bactérienne doit étreplacisgiement dans le tube ou dans le
tube et la cupule.

- Lorsque le sigle du test est encadré, ce qui estdedes tests CIT, VP et GEL, la
suspension doitremplir le tube et la cupule.

- Lorsque que le sigle du test est souligné (ADH, LDOC, URE, HS), la suspension
doit rempliruniquement le tube. Aprés ensemencemamiplet de la galerie, la cupule
sera secondairement remplied’huile de paraffine.

- Lorsque le sigle du test n'est ni encadré ni soali@NPG, TDA, IND, GLU, MAN,
INO, SOR,RHA, SAC, MEL, AMY, ARA), la suspensionitdeemplir uniquement le
tube.

Cupule

C_,

Tube

Figure : Présentation schématique d’un microtube dine galerie Api 20 E.

- Refermer la boite d'incubation, écrire les réféesmtu prélevement sur la languette du
fond de la boite etplacer la boite a 37 °C dur@m 24 heures.

3. Lecture

- Sortir la boite de I'étuve et noter sur la fichel@dure les résultats obtenus pour les
tests a lecture spontanée (voir ci-dessous leaalde lecture).

- Reévéler les tests nécessitant l'addition de ré&adtbir ci-dessous le tableau de
lecture) :

TDA : ajouter une goutte du réactif TDA

IND : ajouter une goutte du réactif de James
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VP : ajouter une goutte du réactif VP 1 et une godti réactif VP 2

Nitrate réductase : apres avoir noté le résult&trabpour I'acidification du glucose, ajouter

une gouttedu réactif NIT 1 et une goutte du rédstif 2. Si aucune coloration rouge n'est

obtenue (attendre deux atrois minutes), ajoutempetiee quantité de poudre de zinc.

- Noter les résultats sur la fiche de lecture.

Tableau 1: Lecture d'une galerie API 20 E

L=

Ajout Résultat
Test Réactions Composants actifs de négatif Positif
réactif
ONPG | Béta-galactosidase 2-nitrophényl-béta-| Non Incolore Jaune
Dgalactopyranoside
ADH Arginine L-arginine Non Jaune Orange o
dihydrolase Rouge
LDC Lysine L-lysine Non Jaune Orange ol
décarboxylase rouge
OoDC Ornithine L-ornithine Non Jaune Orange o
décarboxylase rouge
CIT Assimilation du Citrate trisodique Non Vert pale quBleu-vert ou
citrate jaune bleu
HoS Thiosulfate Thiosulfate de Non Incolore ou| Dépbt noir
réductase sodium grisatre
URE Uréase Urée Non Jaune Orange o
rouge
violacé
TDA Tryptophane L-tryptophane TDA Incolore ou marron ou
désaminase jaune brun foncé
IND Production L-tryptophane James Incolore qu Rose ou
d'indole jaune rouge
VP Production Pyruvate de sodium VP1| Incolore Rose ou
d'acétoine VP2 rouge
GEL Gélatinase Gélatine de bceuf Non Non | Diffusion du
diffusion charbon
du charbon
GLU Glucose D-glucose Non Bleu ou bleu Jaune
vert
MAN Mannitol D-mannitol Non Bleu ou bley  Jaune
vert
INO Inositol Inositol Non Bleu ou bley  Jaune
Vert
SOR Sorbitol D-sorbitol Non Bleu ou bleu Jaune
vert
RHA Rhamnose L-rhamnose Non Bleu ou bleu Jaune
vert
SAC Saccharose D-saccharose Non Bleu ou bleu Jau

ne
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vert

MEL Mélibiose D-mélibiose Non Bleu ou bleu Jaune
vert

AMY Amygdaline Amygdaline Non Bleu ou bleu Jaune
vert

ARA Arabinose L-arabinose Non Bleu ou bleu Jaune
vert

- Pour les tests dont les sigles sont écrits enefettroires, seul le tube doit étre
ensemence.

- Pour les tests CIT, VP et GEL, le tube et la cuplgiwent étre ensemences.

- Pour les tests dont les sigles sont soulignés,| Isetube doit étre ensemencé.
Apresensemencement, la cupule doit étre rempligld'de paraffine pour créer une

anaérobiose.
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Annexe IV : Coloration de Gram

D’aprés SINGLETON(1999), la coloration de Gram f&efue selon les étapes

suivantes :

- Préparer et fixer un frottis bactérien a la chathubec Bunsen.

- Recouvrir au violet de Gentiane pendant 1 minulieiker I'exces par I'eau courante;
- Ajouter du Lugol : deux bains de 45 secondes, jeteces par I'eau courante;

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

- Recolorer a la Fuschine pendant 1a 2 minutes,gaéd'eau puis séchage;

- L'observation se fait en ajoutant de I'huile & imsion ; les bactéries Gram positif se

colorent en violet alors que les Gram négatif dereat en rose.
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Annexe 5 : Suivi de la cinétique de la croissanceicnobienne

Tableau 2 :Suivi de la cinétique de la croissanceianobienne des deux souches cultivées
sur le milieu M; additionné de 2% de pétrole brut

Temps Souche $ Souche $
(heures) N (UFC) Log N N (UFC) Log N
0 1,73.16 3,24 2,34.19 3,37
12 7,58.10 4,88 9,54.10 3,98
24 4,46.18 6,65 2,45.10 5,39
36 2,18.10 8,34 4,36.16 6,64
48 1,44.18 9,16 5,24.10 7,72
60 7,58.10 9,88 1,47.16 8,17
72 1,34.18° 10,13 7,41.19 8,87
84 1,77.10° 10,25 9,33.10 8,97
96 2,69.16° 10,43 1,23.19 9,07
108 3,09.10° 10,49 1,38.10 9,14
120 3,58.1¢ 10,55 1,47.10 9,17

Tableau 3: Suivi de la concentration microbienne @ cours de la production de
biosurfactant

Temps N (UFC) Log N

(heures)
0 3,98.10 3,6
12 8,31.16 4,92
24 2,39.16 6,38
36 1,41.16 8,15
48 1,14.10 9,06
60 5,75.10 9,76
72 1,17.18° 10,07
84 4,46.16 10,65
96 4,89.10° 10,69
108 4,89.1¢ 10,69
120 5,37.16° 10,73
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Tableau 4 : Suivi de la concentration microbienne@cours de la biodégradation de
pétrole brut

Temps Sans biosurfactant Avec biosurfactant
(heures) N (UFC) Log N N (UFC) Log N
0 8,12.16 3,01 6,30.10 3,8
24 5,88.10 6,77 5,37.10 8,73
48 1,99.18 9,13 1,99.16 10,93
72 1,44.10° 10,16 9,33.101 11,97
98 3,54.16f 10,55 1,58.18 12,2
120 3,98.10° 10,6 2,75.16° 12,44




UTILISATION DE SOUCHES BACTERIENNES AUTOCHTONES DANS LA PRODUC TION DE BIOSURFACTANT ET LA
BIOREMEDIATION DES SOLS DE HASSI MESSAOUD CONTAMINES PAR LES H YDROCARBURES
Résumé :
L'objectif de notre étude est la bioremédiatiomrd’sol provenant d’'un bourbier a Hassi Messaoudaooiné par les hydrocarbures ¢
utilisant sa microflore autochtone additionnéeals propre biosurfactant produit dans les conditide laboratoire.

Malgré les conditions environnementales et leaaéares physicochimiques du sol étudié peu favesakine biomasse microbienne ng
négligeable soit 2.f0UFC/g de sol a été mise en évidence. Parmi leshesuexistantes, deux ont été isoléPseudomonas aeruginosd
Pseudomonas lutealda meilleure productrice de biosurfactant lBseudomonas aeruginosqui a pu produire en utilisant I'huile de touroke
comme seule source de carbone 2,4 g/l de biosanfacapable de diminuer la tension superficiellendlieu de culture jusqu’a 26,06 mN/
avec un index d’émulsion,gde 50%.

Le taux de biodégradation du pétrole brut par lacke Pseudomonas aeruginosst plus élevé en présence de biosurfactant (3,08
qu'en son absence (35,27%). Par ailleurs, Le tdhyddocarbures mobilisés aprés le lavage du sotermmt 62,70 g d’hydrocarbures p#
kilogramme de sol par centrifugation est de 50,X%le 76,13% en utilisant des faibles concentratide biosurfactant de 0,2% et 0,5}
respectivement. Les mémes concentrations de baarft ont permis de remobiliser 46,09% et 79,08%ahtaminant lorsque les échantillorjs
de sol sont soumis a plusieurs lavages successifscentrifugation.

La souche autochtone dseudomonas aeruginossolée est donc capable de produire un biosurfactai a un grand pouvoir dans [
remobilisation des hydrocarbures et I'accélératieeur biodégradation.

Mots clés: HydrocarburesP?seudomonas aeruginodapsurfactant, pétrole brut, biodégradation, reffisation.
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THE USE OF ABORIGINAL BACTERIAL STRAINS IN THE PRODUCTION OF B IOSURFACTANT AND THE
BIOREMEDIATION OF HASSI MESSAOUD SOILS CONTAMINATED BY HYDR OCARBONS

Abstract:

The aim of our study is the bioremediation of & sontaminated by hydrocarbons from a quagmiréiassi Messaoud by using it§
aboriginal microorganisms added their own biosuafacproduced in laboratory conditions.

Despite of the unfavorable environmental conditiand physicochemical characteristics of soil stdsgnificant microbial biomass
that is 2.18 UCF/g of soil. Among the existing strains, two weselated: Pseudomonas aeruginosend Pseudomonas lutealaThe best
biosurfactant producing Bseudomonas aeruginosizat could produce by using sunflower oil as salerce of Carbone, 2, 4 g/l of biosurfactal
that reducing the surface tension of culture mediumtii 26,06mN/m with an emulsion index of 50%.

The biodegradation rate of crude oil Bgeudomonas aeruginosahigher in the presence of biosurfactant (53pp®han in its absence
(35, 27%). Moreover, the rate of hydrocarbons niodil after soil washing containing 62, 70 g of loalrbons per kilogram of soil b
centrifugation is 50, 21% and 76, 13% by using émmcentrations of biosurfactant that are 0, 2% @&riPb6 respectively. The same biosurfacts
concentrations made it possible to remobilize 880Gnd 79, 03% of contaminants when the soil sasmgle subjected to several success
washings without centrifugation.

Aboriginal strain ofPseudomonas aeruginoglated is capable to produce a biosurfactarititas a great power in the remobilizati
of hydrocarbons and the acceleration of their bjoadation.

Keywords :hydrocarbonsPseudomonas aerugingdaiosurfactant, crudeoil, biodegradation, remahtiion.




UTILISATION DE SOUCHES BACTERIENNE AUTOCHTONES DANS LA
PRODUCTION DE BIOSURFACTANT ET LA BIOREMEDIATION DE S SOLS DE
HASSI MESSAOUD CONTAMINES PAR LES HYDROCARBURES

Résumé :

L’objectif de notre étude est la bioremédiationrdsol provenant d’un bourbier & Hassi
Messaoud contaminé par les hydrocarbures en utilsa microflore autochtone additionnée

de leur propre biosurfactant produit dans les dams de laboratoire.

Malgré les conditions environnementales et leaatares physicochimiques du sol étudié
peu favorables, une biomasse microbienne non re&dilg soit 2.10UFC/g de sol a été mise
en évidence. Parmi les souches existantes, deugt@msolées Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas lutealda meilleure productrice de biosurfactantleseudomonas aeruginosa
qgui a pu produire en utilisant I'huile de tournesomme seule source de carbone 2,4 g/l de
biosurfactant capable de dimunier la tension sigelt du milieu de culture jusqu’a 26,06

mN/m avec un index d'émulsionfte 50%.

Le taux de biodégradation du pétrole brut par lacke Pseudomonas aeruginosst
plus élevé en présence de biosurfactant (53,03%h@on absence (35,27%). Par ailleurs, Le
taux d’hydrocarbures mobilisés apres le lavagedaeantenant 62,70 g d’hydrocarbures par
kilogramme de sol par centrifugation est de 50,4t%le 76,13% en utilisant des faibles
concentrations de biosurfactant de 0,2% et 0,5%esement. Les mémes concentrations
de biosurfactant ont permis de remobiliser 46,09%%03% de contaminant lorsque les

échantillons de sol sont soumis a plusieurs lavagesessifs sans centrifugation.

La souche autochtone &seudomonas aeruginoglée est donc capable de produire un
biosurfactant qui a un grand pouvoir dans la refisattion des hydrocarbures et

I'accélération de leur biodégradation.

Mots clés: Hydrocarbures, Pseudomonas aeruginosabiosurfactant, pétrole brut,

biodégradation, remobilisation.
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THE USE OF BACTERIAL STRAINS IN THE PRODUCTION OF
BIOSURFACTANT AND THE BIOREMEDIATION OF HASSI MESSA OUD SOILS
CONTAMINATED BY HYDROCARBONS

Abstract:

The aim of our study is the bioremediation of d sontaminated by hydrocarbons
from a quagmire in Hassi Messaoud by using itsigh@ microorganisms added their own

biosurfactant produced in laboratory conditions.

Despite of the unfavorable environmental conditiomsd physicochemical
characteristics of soil studied, significant midedbbiomass that is 2.80UCF/g of soil.
Among the existing strains, two were isolat®deudomonas aeruginosend Pseudomonas
luteola The best biosurfactant producingdseudomonas aeruginogaat could produce by
using sunflower oil as sole source of Carbone, dldof biosurfactant that reducing the
surface tension of culture medium until 26,06 mNWith an emulsion index of 50%.

The biodegradation rate of crude oil Bgeudomonas aeruginosa higher in the
presence of biosurfactant (53, 03%) than in itseabs (35, 27%). Moreover, the rate of
hydrocarbons mobilized after soil washing contagn2, 70 g of hydrocarbons per kilogram
of soil by centrifugation is 50, 21% and 76, 13%usyng low concentrations of biosurfactant
that are 0,2% and 0,5% respectively. The same Haxgant concentrations made it possible
to remobilize 46, 09% and 79, 03% of contaminantemwthe soil samples are subjected to

several successive washings without centrifugation.

Aboriginal strain of Pseudomonas aeruginosigolated is capable to produce a
biosurfactant that has a great power in the renzalibn of hydrocarbons and the

acceleration of their biodegradation.

Keywords :  hydrocarbons, Pseudomonas aerugingsa biosurfactant, crude oll,
biodegradation, remobilization.



