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RESUME

Les hydrocarbures aromatiques libérés dans les sols des parcs industriels suite a des
déversements accidentels de pétrole brut ou ses dérivés constituent des substances toxiques,
hydrophobes, ayant tendance a se séquestrer dans la matrice du sol, ce qui les rend persistants
et difficiles a éliminer par les microorganismes. Les molécules les plus légeres, sont cependant
plus réactives et mobiles, capables de rejoindre différents compartiments de I’écosysteme, ce
qui constitue un risque accru sur la santé humaine et environnementale. En réponse a cette
situation, certaines bactéries produisent des biomolécules qui agissent sur les hydrocarbures et
entrainent une augmentation de leur solubilité et disponibilité pour la biodégradation, ce sont
les biosurfactants (Bs) et les bioémulsifiants (Be). Cette thése a pour objectif d’explorer la
diversité des bactéries telluriques de sols des parcs industriels pollués aux hydrocarbures, en
mettant [’accent sur deux environnements distincts : une zone littorale (la raffinerie de Skikda)
et une zone saharienne (le champ pétrolier Rhourde el baguel a Ouargla). Notre recherche se
concentre sur les bactéries aérobies cultivables, impliquées dans la dégradation des
hydrocarbures par production des Bs/Be. L’analyse physicochimique a permis de mettre en
évidence des variations dans la texture, le pH, la capacité de rétention d’eau et la matiére
organique d’un sol a I’autre. La spectrophotométrie-UV a révélée des teneurs élevées en
hydrocarbures aromatiques mono et polycycliques atteignant les 7117,83 mg/Kg de sol sec. 94
bactéries ont été isolées sur milieu de culture contenant le pétrole brut comme unique source de
carbone et d’énergie. 34 isolats de la zone littorale (S) et 31 de la zone saharienne (R), répartis
sur 14 phénogroupes a Gram positif et 10 phénogroupes a Gram négatif, ont donné des réponses
positives aux tests d’émulsification du kéroséne et de déplacement d’huile, témoignant de la
présence de Bs/Be dans la culture bactérienne. Une sélection a porté sur 20 bactéries comme
étant les meilleures productrices de Bs/Be représentant leur phénogroupes, en se référant aux
valeurs de l'indice d'émulsification E24 (3,53-62,42 %) et le diamétre de déplacement d'huile
(0,49-4,20 cm). Le séquengage de I’ADNr 16S a conduit a leur attribution aux genres suivants
avec leurs abondances relatives respectives : Bacillus (40.63%), Kocuria (7,81%), Priestia
(6,25%), Staphylococcus (1,56%) et Streptomyces sp. (1,56%) pour les bactéries a Gram positif,
et Pseudomonas (23,44%), Stutzerimonas (6,25%), Pseudescherichia (6,25%), Serratia
(1,56%), Psychrobacter (1,56%), Enterobacter (1,56%) et Kosakonia sp. (1,56%) pour les
bactéries a Gram négatif. L’analyse statistique par le billet de plusieurs tests a permis de
confirmer l’effet combiné d’un ensemble de facteurs comme I’age de la pollution, la
composition du polluant, les conditions climatiques et édaphiques, sur la flore bactérienne qui
dégrade les hydrocarbures que ¢a soit en zone littorale ou en zone saharienne.

Mots-clés : diversité bactérienne, sols pollués, hydrocarbures aromatiques, zone littoral, zone
saharienne, biodégradation, biosurfactants, bioémulsifiants.



ABSTRACT

Aromatic hydrocarbons released in the soils of industrial parks as a result of accidental
spills of crude oil or its derivatives are toxic, hydrophobic substances that tend to sequester in
the soil matrix, which makes them persistent and difficult to eliminate by microorganisms. The
lighter molecules, however, are more reactive and mobile, able to reach different compartments
of the ecosystem, what constitutes an increased risk to human and environmental health. In
response to this situation, some bacteria produce biomolecules that act on hydrocarbons and
increase their solubility and availability for biodegradation, namely biosurfactants (Bs) and
bioemulsifiers (Be). The aim of this thesis is to explore the diversity of soil bacteria from oil-
polluted soils from industrial parks, focusing on two distinct environments: a coastal zone (the
Skikda refinery) and a Saharan zone (the oil field Rhourde El baguel in Ouargla). Our research
focuses on cultivable aerobic bacteria, involved in the degradation of hydrocarbons by
production of Bs/Be. The physicochemical analysis revealed variations in texture, pH, water
retention capacity and organic matter from one soil to another. UV spectrophotometry revealed
high levels of mono- and polycyclic aromatic hydrocarbons reaching 7117.83 mg/kg dry soil.
94 bacteria were isolated on culture medium containing crude oil as the sole source of carbon
and energy. 34 isolates from coastal zone (S) and 31 isolates Saharan from zone (R) spread over
14 Gram-positive and 10 Gram-negative phenogroups gave positive responses to kerosene
emulsification and oil displacement tests, indicating the presence of Bs/Be in the bacterial
culture. A selection was made of 20 bacteria as the best producers of Bs/Be representing their
phenogroups, using the E24 emulsification index values (3.53-62.42%) and oil displacement
diameter (0.49-4.20 cm). 16S rDNA sequencing led to their attribution to the following genera
with their respective relative abundances: Bacillus (40.63%), Kocuria (7.81%), Priestia
(6.25%), Staphylococcus (1.56%) and Streptomyces sp. (1.56%) for Gram-positive bacteria,
and Pseudomonas (23.44%), Stutzerimonas (6.25%), Pseudescherichia (6.25%), Serratia
(1.56%), Psychrobacter (1.56%), Enterobacter (1.56%) and Kosakonia sp. (1.56%) for Gram-
negative bacteria. The statistical analysis by several tests confirmed the combined effect of a
set of factors such as the age of pollution, the composition of the pollutant, climatic and edaphic
conditions, on the bacterial flora that degrades hydrocarbons, whether in the coastal zone or in
the Saharan zone.

Keywords: bacterial diversity, polluted soils, aromatic hydrocarbons, coastal zone, Saharan

zone, biodegradation, biosurfactants, bioemulsifiers.
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GLOSSAIRE

Pour bien comprendre le sujet des biosurfactants et bioémulsifiants un certain nombre de termes

relatifs doivent étre définis. Définitions adaptées de Satpute et al., (2010).

Tension C'est la force par unité de longueur exercée par un liquide en contact avec un solide

superficielle ou un autre liquide. Elle peut aussi étre considérée comme une mesure de I'énergie
libre par unité de surface associée a une surface ou a une interface. L'eau a la valeur
TS la plus élevée, soit 72 dyne/cm ou mN/m.

Tension Il s'agit d'une force d'attraction intermoléculaire maintenue entre les molécules d'un

interfaciale liquide. Un liquide ayant une faible TIF est plus facilement émulsifiable.

Emulsion Il s'agit d'une dispersion colloidale d'un liquide dans un autre (huile/eau) qui est

souvent stabilisée par un surfactant. Les émulsions ne sont pas vraiment stables mais
peuvent étre métastables.

Microémulsion

Surfactant

La dispersion colloidale d'une gouttelette de liquide dans un autre liquide (huile/eau)
sous forme microscopique conduit a la formation d'une microémulsion. Elle est
stabilisée par des tensioactifs, la taille des gouttelettes étant de I'ordre de 10 a 100
nm de diamétre.

Ce sont des molécules amphiphiles (hydrophiles et hydrophobes), classées en
fonction de leur structure moléculaire comme non ioniques, anioniques, cationiques
ou amphotéres. Elles ont une activité de surface ¢’est-a-dire qu’elles s'adsorbent sur
les surfaces ou les interfaces et modifient I'interaction chimique des liquides a la
limite de leur surface.

Emulsifiant

C’est un groupe de molécule qui forment une émulsion de deux liquides non
miscibles sans pour autant réduire leur tension de surface, simplement en se liant
aux substrats insolubles dans I'eau. Par conséquent, les biosurfactants peuvent avoir
une activité de reduction de tension et d'émulsification alors qu’un émulsifiant,
forme 1’émulsion et la stabilise.

Molécule
amphiphile

Il s'agit d'une molécule dotée d'une téte hydrophile et une queue hydrophobe qui
s'accumule a la surface, aux interfaces et réduit les forces de répulsion entre des
phases différentes, ce qui conduit au mélange de phases non miscibles

Concentration
micellaire
critique

C'est la concentration minimale d’un tensioactif dans une solution a la quelle vont
se former des micelles. Chaque agent de surface a sa propre valeur de CMC qui
dépend de sa structure chimique. En dessous de la valeur CMC, les molécules de
surfactant sont vaguement intégrées dans la structure de I'eau formant un monomere.
Mais lorsque la concentration atteint la valeur seuil qui est la CMC, des
changements brutaux des propriétés physiques de la TS (solution), de la
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conductivité, de la viscositeé, de la densité, de la pression osmotique, de la turbidité
et des déplacements chimiques ont lieu. La structure eau-agent de surface s'agrege
alors pour former des micelles (forme sphérique/lamellaire).

Micelle

C’est une structure qui se forme lors d’un assemblage spontané de
molécules tensioactives amphiphiles, lorsque leur concentration dans le
milieu atteint la CMC. Elles sont observées dans un systéeme de dispersion
d’huile dans I’eau, ou les groupes hydrophobes seront regroupés a
I’intérieur de la micelle vers I’huile alors que les groupes hydrophiles
seront orientés a ’extérieur vers 1’eau.

Micelle
inversée

Ce type de micelle est observé dans le systeme de solvant non polaire ou les groupes
de téte hydrophiles d'une molécule de surfactant sont exposés au solvant
environnant, ce qui est energétiquement défavorable et donne lieu a un systeme
d'eau dans I'huile. Dans ces conditions, les groupes hydrophiles sont séquestrés dans
le cceur de la micelle et les groupes hydrophobes dépassent du centre
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INTRDUCTION

L’ Algérie prédomine dans le secteur des énergies fossiles dii a ses ressources en pétrole
et gaz qui continuent a étre découvertes a nos jours. L’activité pétrochimique constitue une
principale source de revenus pour le pays, mais elle est néanmoins une cause principale de la
dégradation des écosystemes environnementaux avec des répercussions sur la qualité de vie des
especes sensibles.

Chaque année, des milliers de tonnes de pétrole et de ces dérivés sont produits a travers
les parcs pétrochimiques (champs pétroliers et les raffineries) Les opérations effectuées dans
ces parcs sont associées a des risques de déversement et peuvent entrainer le rejet incontrélé
des hydrocarbures par les machines de forage, I’usine de raffinage, les oléoducs, les barges et
les pétroliers, ainsi que les structures de stockage (Iskander et al., 2020). La situation peut étre
aggravée par les pratiques d’exploration anarchiques, la mauvaise gestion des déchets (Adeola
et al., 2021) et le manque d’entretien des installations vieillissantes, ce qui rend le probleme
des fuites d’huile assez régulier (Jerneldv, 2017).

Les produits pétroliers sont des mélanges organiques complexes, géneralement
composés de centaines d’hydrocarbures, dont certains sont hautement toxiques, cancérigénes
et mutagénes, méme & des concentrations relativement faibles. C’est le cas notamment des
hydrocarbures aromatiques dont 16 sont reconnus par I’'US-EPA (United States Environmental
Protection Agency) comme étant les polluants les plus dangereux. Plus ils incorporent
d’anneaux de benzéne dans leur structure, moins ils deviennent solubles et volatils, et auront
tendance a se lier aux particules du sol et aux sédiments (Mebarka et al., 2012).

En effet, le sol est un milieu d’accueil qui concentre les éléments en les accumulant dans
sa matrice et I’attachement de substances nocives a ses particules minérales et organiques va
altérer son potentiel d’autorégulation. Ainsi, ils sont stockés et seront moins disponibles et
persisteront pendant des décennies (Minigazimov et al., 2021). Leur interaction avec les
cellules microbiennes devient alors limitée, car ces derniéres préferent la matiere dissoute
(Perfumo et al. 2010).

Cependant, on sait que la plupart de ces substances hydrophobes insolubles, des plus
legéres aux plus lourdes sont dégradées par des microorganismes spécialisés en particulier des
bactéries (Popoola & Yusuff, 2021). Ceci est lié aux capacités métaboliques qui leur permettent
de résister a ce genre de conditions stressantes et d’utiliser les polluants pour obtenir de
I’énergic nécessaire a leur croissance et les incorporer dans la biomasse cellulaire (Varjani,
2017; Yakimov et al., 2007).
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Ces especes dégradantes dominent rapidement au sein de la communauté microbienne
autochtone (Kapellos, 2017) en raison de leur capacité a réduire 1’hydrophobicité des
hydrocarbures mais aussi sous I’influence de la structure de cette communauté (Evans et al.,
2004), des conditions locales comme la pluviométrie (Lemiére et al., 2001), la température (Liu
et al., 2017) ainsi que les propriétés du milieu récepteur.

La minéralisation des polluants peut étre assurée par différents genres et espéces
bactériens en consortium (Ghazali et al., 2004). Les produits d’une réaction métabolique
catalysee par des enzymes spécialisées (Pi et al., 2015) constituent les substrats d’une autre
(Varjani, 2017).

Plusieurs mécanismes permettent 1’accession des cellules bactériennes aux substrats
hydrophobes (Abbasnezhad et al., 2011). Beaucoup d’entre elles peuvent modifier leurs
propriétés de surface cellulaire pour adhérer a la phase huileuse (Krasowska & Sigler, 2014) ou
a des gouttelettes d’hydrocarbures dissoutes (Karlapudi et al., 2018). Pour d’autres bactéries,
en particulier ceux qui produisent des composeés tensioactifs et des émulsifiants (Abbasnezhad
et al., 2011) I’adhésion cellulaire, n’est pas toujours utile. Ces molécules liées aux cellules ou
libérées dans la phase aqueuse (Kapellos, 2017) permettent de former une pseudo-solubilisation
des hydrocarbures (Uzoigwe et al., 2015) facilitant ainsi leur transfert au cytoplasme pour la
dégradation (Khanafer et al., 2017).

Dans cet esprit, I’objective de cette recherche est d’isoler et d’identifier des souches
bactériennes, capables de dégrader les hydrocarbures en produisant des agents tensioactifs ou
émulsifiants. Deux zones polluées ont fait 1’objet d’investigation, 1’une se situe dans la
raffinerie de la wilaya de Skikda au Nord-Est de 1’Algérie et 1’autre au niveau du champs
pétrolier de Rhourde el Baguel prés de Hassi Messaoud dans la wilaya de Ouargla.

L’étude des bactéries habitant des sols soumis a une pollution chronique aux
hydrocarbures et la compréhension des mécanismes de résistance et de dégradation qu’ils
développent sont d’une grande importance puisque ¢a aidera a choisir les meilleurs agents de

bioremédiation et une machinerie a biomolécules actives.
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1. POLLUTION DES SOLS AUX HYDROCARBURES AROMATIQUES

1.1 Nature chimique des polluants
1.1.1 Pétrole brut et hydrocarbures pétroliers

Le pétrole brut est un mélange complexe d’hydrocarbures pétroliers, en plus de petites
quantités de composés organiques non hydrocarbonés (résines et asphalténes) contenant du
soufre, de I’oxygéne et de 1’azote, des sels, ainsi que des constituants métalliques, en particulier
le nickel, le fer et le cuivre (Speight, 2006). Il s’est formé il y’a des millions d’années par
décomposition d’organismes aquatiques ou terrestres sous des conditions particulieres de

température et de pression élevées.

Selon Iskander et al. (2020), les hydrocarbures sont des composés formés de carbone et
d’hydrogene. Ils peuvent constituer de 50% a 97 % du poids total du pétrole. Ils sont classés en
deux catégories : les saturées et les aromatiques.

Les hydrocarbures saturés représentent environ 60 % de la plupart des pétroles bruts reparties
sur trois types : les alcanes (lineaires), les cycloalcanes (circulaires) et les alcanes ramifiés.

Les hydrocarbures aromatiques quant a eux, représentent généralement environ 30 % de
la masse du pétrole brut et peuvent étre classés en deux catégories ; les hydrocarbures
monoaromatiques et les hydrocarbures aromatiques polycycliques.

Les résines et les asphalténes qui sont considérés non hydrocarbonés, constituent

environ 10 % seulement du poids du pétrole.

1.1.2 Hydrocarbures aromatiques

Il s’agit d’une classe de composés organiques qui contient au moins un cycle formé
d'atomes de carbone liés entre eux par des liaisons simples et doubles alternées, connu sous le
nom de cycle ou noyau aromatique ou benzénique. Ce cycle confére aux molécules une stabilité
exceptionnelle et une réactivité qui I’implique dans diverses réactions chimiques (Smith &
March, 2007) .

L’Agence de protection de l'environnement aux Etats-Unis (US-EPA, 1996) et I'Union
européenne ont identifié certains hydrocarbures aromatiques parmi les HAM comportant un
seul noyau ainsi que les (HAP) ayant plusieurs cycles aromatiques liés comme étant des
polluants environnementaux et des substances dangereuses en raison de leur toxicité pour la

santé humaine et I'environnement.
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Tableau 1. Structure et propriétés chimiques des polluants (BETX) et des 16 (HAP) selon

I'Agence de protection de I'environnement (EPA) des Etats-Unis.

Nom IUPAC Nombre de Structure Masse | Point Point
cycles molaire | de | d'ébullition
(g/mol) | fusion (°C)
(°C)
Benzéne 1 C6H6 78.11 / 80,1
Toluéne 1 C7HS8 i 92.14 / 110,6
Xyléne 1 C8H10 106.17 |/ 138-144
Ethylbenzéne 1 C8H10 6 106.17 |/ 136
Naphtaléne 2 C10H8 128.17 | 80-82 218
Acénaphténe 2+1 C12H10 154.21 | 93-94 280-281
Acénaphtyléne 2+1 C12H8 152.20 80-81 | 342-344
Fluoréne 2+1 C13H10 166,22 | 114- 295
116
Anthracéne 3 C14H10 178.23 | 216- 340-341
218
Phénanthrene 3 C14H10 178.23 | 100- 340-343
102
Fluoranthéne 3+1 C16H10 202.25 | 110- 385-387
112
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Tableau 1. (Suite) Structure et propriétes chimiques des polluants (BETX) et des 16 (HAP)

selon I'Agence de protection de I'environnement (EPA) des Etats-Unis.

Nom IUPAC Nombre
de
cycles
Pyréne 4
Benzo[a]anthracene 4
Chryséne 4

Benzo[b]fluoranthéne | 4+1

Benzo[k]fluoranthéne  4+1

Benzo[a]pyréne 5

Dibenzo[a,h]anthracéne 5

Indéno[1,2,3-cd]pyrene  5+1

Benzo[ghi]péryléne 6

Structure

C16H10

C18H12

C18H12

C20H12

C20H12

C20H12

C22H14

C22H12

C22H12

Masse
molaire
(9/mol)

202.25

228.29

228.29

252.32

252.32

252.32

278.36

276.34

276.34

Point
de
fusion
(°C)
145-
147

182-
184

250-
252

105-
107

170-
172

179-
181

284-
285

174-
175

280-
282

Point
d'ébullition
(°C)

404-405

480-482

449-450

515-517

537-539

495-498

588-590

525-526

590-593
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C’est notamment le cas du groupe d’hydrocarbures monoaromatiques désigné par
I’acronyme (BETX) constitué de benzéne, éthylbenzene, toluéne et xylene, qui constituent des
polluants de I’air en raison de leur volatilité, mais qui peuvent aussi se trouver dans le sol & de
fortes concentrations suite aux accidents de déversement de pétrole. Seize (HAP) ont été aussi
identifiés par la méme agence comme des polluants prioritaires persistants dans
I’environnement. Le tableau ci-dessus (Tableau 1) récapitule les principales propriétés et

structures de ces polluants.

1.2 Origine des HA dans le sol
La pollution des sols est un phénomene qui s’explique par la présence excessive de
produits chimiques ou énergétiques a des taux dépassant la tolerance des organismes vivants

dont I’origine est soit naturelle ou anthropogénique (Freedman, 2018).

1.2.1 Pollution naturelle

Les (HA) peuvent étre présents naturellement dans le sol a la suite de processus
géogéniques ou biogéniques. En effet, lorsqu’il y’a une remontée du pétrole brut provenant des
gisements souterrains, suite a des catastrophes naturelles comme les tremblements de terre, les
conditions météorologiques défavorables et les ouragans (Ndimele et al., 2018), il se répand
sur terre ou dans les océans causant ainsi un effet dévastateur. Par ailleurs, des (HA) tels que le
benzéne, le toluéne et le xylene peuvent étre libérés par combustion incompléte ou pyrolyse de

la matiere organique dans le sol (Bidaud, 1998).

1.2.2 Pollution anthropogénique

C’est une pollution engendrée par 1’activité humaine qui survient lors d’épandage de
produits du aux activités industrielles ou urbaines telles que 1’exploration de gisements, le
remplissage de wagons, le stockage, le transport et la distribution de produits pétroliers, la
mauvaise gestion de déchets résultants du nettoyage des réservoirs de stockage ainsi que les
fuites entrainées par le vieillissement des installations telles que les pipelines (Hassan Al-Taai,
2021). Cela pourrait étre également la conséquence du vandalisme de pipelines ou d’un acte de

terrorisme lors des guerres (Prince & Lessard, 2004)

1.3 Devenir des HA dans les sols
Puisque le sol est un milieu complexe multiphasique (gazeux, solide, liquide et peuplé
par des organismes vivants), le comportement des hydrocarbures passant a travers les horizons
de celui-ci va varier selon plusieurs facteurs (Hu, 2020).
Suite aux déversements des hydrocarbures dans les sols, ils subissent plusieurs
processus naturels qui contribuent a leur transformation ou élimination de 1I’environnement
6
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(figure 1). Ces processus peuvent étre de nature physique (dispersion, volatilisation), chimique
(photooxydation), physico-chimique (évaporation, dissolution, sorption et désorption) et
biologique (phytodégradation et biodégradation microbienne) (Truskewycz et al., 2019).

Figure 1. Comportement des hydrocarbures suite & un déversement du pétrole sur le sol.

1.3.1 Evaporation, photooxydation et volatilisation

Dans les horizons supérieurs du sol, 10% a 30% du pétrole (surtout la fraction légere)
s’évapore sous chaleur du rayonnement solaire et certains composés aromatiques et asphalténes
subissent une photooxydation par ensoleillement et par combinaison a I’oxygeéne formant ainsi
des résines. Cependant, la volatilisation se produit méme a basse température et a partir de la
surface du sol ou du sous-sol par exposition a I’air libérant ainsi des gaz et des vapeurs
d’hydrocarbures volatiles dans [I’atmosphére (c.-a-d., BTEX et autres structures
monoaromatiques) (Iskander et al., 2020). La volatilisation est le processus d’altération le plus
dominant des hydrocarbures a faible poids moléculaire, c’est pourquoi I’atmosphere aux sites

de déversements pétroliers sera trés pollué (Williams et al., 2006).

1.3.2 Dispersion et diffusion
Les (HA) peuvent se propager dans le sol horizontalement ou verticalement. Ils sont soit
transportés de facon mécanique par le vent (érosion) ou bien physique, par mouvement non

uniforme de I’eau dans les pores du sol, sous effet de gravité ou de forces capillaires, c’est la
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dispersion. Soit leur mouvement est régit par leur gradient de concentration de la zone la plus
concentrée vers celle qui est la moins concentrée, ¢’est la diffusion. Généralement, le carburant
déversé dans le sol forme des flaques au-dessus des couches de sol imperméables, suite a la
migration gravitationnelle vers le bas et la propagation latérale par forces capillaires ; c’est ce
qui est connu comme ‘liquide en phase non aqueuse’ (NAPL). En outre, une fraction du polluant
dites ‘résiduelle’ peut étre emprisonnée physiquement dans les pores du sol constituant ainsi

une contamination presque permanente (Balseiro-romero et al., 2018).

1.3.3 Sorption et désorption

La sorption et la dégradation constituent des mécanismes clés qui contrdlent le devenir
et transport des (HA) dans le sol. La matrice du sol, par ces propriétés (compositions, structure),
est responsable de la séquestration des (HA) lors de leur passage a travers les difféerents horizons
faisant intervenir plusieurs types d’interactions : liaison hydrogéne, interactions polaires,
échange d'ions, liaisons covalentes, protonation, échange de ligands et ponts cationiques
(Balseiro-romero et al., 2018).

La cinétique de sorption-désorption des (HA) est influencée par I’importante contenance
du sol en matiére organique, la richesse de sa texture en argile et en limon, le piégeage dans les
nanopores rendant ainsi les (HA) non disponibles aux microorganismes (Jonsson et al., 2007).
Par ailleurs, la sorption est de plus en plus forte a mesure que la pollution vieillit, ce qui rend le
polluant récalcitrant et réduit sa susceptibilité a la dégradation. La récalcitrance des (HA) est
di aussi a leur hydrophobicité. Selon Lyszczarz et al. (2021), plus le nombre de cycles
aromatiques et le poids du (HA) sont importants (quatre, cing et six cycles), plus il est
hydrophobe et moins il sera disponible a la biodégradation microbienne.

Cependant, les plantes par leurs racines peuvent séparer les agrégats et libérer les
hydrocarbures des nanopores. De plus, elles secretent, tout comme les micro-organismes, des
composés bioactifs qui diffusent et agissent sur les (HA) conduisent a leur désorption des
particules de sol. D’autre part, la texture sableuse, la température et I’humidité élevées du sol

conduisent aussi a la désorption (Truskewycz et al., 2019).

1.3.4 Lessivage et dissolution

Lors des périodes de précipitation, le comportement des polluants peut varier en
fonction de plusieurs facteurs liés aux quantités d’eau précipitée, a la nature des milieux
traversés (horizons du sol) aussi aux propriétés des polluants mémes. Ils peuvent étre entrainés
par le flux d’eau dans les couches de sols les plus profondes (Hu, 2020). Ainsi, les (HA) a fort

poids moléculaire sont peu solubles et ont tendance a s’adsorber sur les particules, on les trouve
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habituellement en faibles concentrations dans les nappes phréatiques (Hassanshahian et al.,
2015), tandis que les molécules les plus solubles dans I’eau (1 a 5 % des composés aromatiques)
comme le benzéne constituent souvent le principal contaminant des eaux souterraines, c’est le
lessivage (Williams et al., 2006).

En effet, a mesure que la structure de I’hydrocarbure soit plus complexe (longueur ou nombre
de cycles aromatiques augmentent), il devient moins soluble dans I’eau. D’autre facteurs
comme la présence de substances polaires, la salinité, la température influencent aussi la

dissolution (Truskewycz et al., 2019).

1.3.5 Biodégradation

Les hydrocarbures déversés dans les sols subissent plusieurs types de dégradation :
physique, chimique et biologique, cette derniére étant la plus efficace dans 1’atténuation
naturelle de la toxicité de ceux-ci au fils du temps (Hu, 2020). Elle est assurée par plusieurs
especes microbiennes formant un consortium microbien doté de vastes capacités enzymatiques
et disposant de différentes voies métaboliques pour la multitude de composants constituant ces
polluants organiques (Gupta et al., 2016). Toutefois, le taux de biodégradation peut également
varier selon la nature de 1’hydrocarbure, la présence d’autres polluants et les conditions du sol.
Certes, les conditions favorables telles que la température, le pH, I’humidité, les accepteurs
terminaux d’électrons et les nutriments aideront les microorganismes a mieux s’adapter a
I’utilisation des hydrocarbures comme source de carbone et d’énergie.
Parall¢lement, 1’activité des microorganismes dans la rhizosphere est d’autant plus favorisée di
a la richesse de cette zone par des exsudats racinaires comme les sucres, les acides organiques,
les flavonoides, les terpenes qui ont un effet stimulateur sur la transformation bactérienne des
hydrocarbures (Balseiro-romero et al., 2018). Cet effet est a la base de la phytodégradation des

polluants appliqués comme technique de bioremediation de sites pollués (Henner et al., 1997).

1.4 Impacts de la pollution des sols aux (HA)
Il existe plusieurs impacts environnementaux et sanitaires associes a la contamination
du sol aux (HA).

1.4.1 Alteration du fonctionnement du sol

Suite a I’épandage de pétrole sur le sol, sa qualité ainsi que ses propriétés physiques
(structure) et chimiques (éléments chimiques) sont affectées influencant directement le
comportement des composants du sol. En général, la présence des hydrocarbures pétroliers dans
le sol conduit a ’endommagement de sa structure poreuse la rendant ainsi plus compacte, ce

qui limite la circulation de ’air et de I’eau et réduit sa perméabilité (Jabbarov et al., 2019).

9
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D’autre part, le sol subit une modification de sa composition, des changements au niveau du
pH, de la capacite d’échange cationique, un déséquilibre des ¢léments nutritifs (C, N, P...), une
salinisation, un appauvrissement en nutriments (Wang et al., 2013), conduisant ainsi a la perte
de sa fertilité et I’accélération de 1’érosion. Il peut méme Yy avoir une perte totale de
fonctionnement du sol dans les cas extrémes, ce qui peut avoir un impact négatif sur I’ensemble

de I’écosysteme (Lemmel, 2019)

1.4.2 Contamination des nappes phréatiques

Il est fréquent que les vieux sites industriels subissent des fuites et des déversements
d’hydrocarbures toxiques qui migrent vers le bas sous les forces gravitationnelles et capillaires
et accumulent au fil du temps dans le sous-sol a proximité (Alharbi et al., 2018). Les nappes
phréatiques seront ainsi contaminees sur une vaste zone, ce qui detériore la qualité des eaux

souterraines et prive les étres vivants d’eau potable (Fallah et al., 2015).

1.4.3 Accélération du réchauffement climatique

La pollution aux (HA) & de lourdes conséquences sur le changement climatique actuel,
puisqu’une forte émission de gaz a effet de serre (CO2) accompagne la production, le transport
et D'utilisation des produits d’origine pétroliere qui contiennent souvent des composés
aromatiques (Kumar et al., 2018). Par ailleurs, certains (HA) sont volatils constituent une
source potentielle de pollution de I’air. En plus, les cycles biogéochimiques ainsi que le pouvoir
régulateur des écosystemes terrestres et marins sont affectés par cette pollution. (Renforth &
Campbell, 2021)

1.4.4 Perte de la biodiversité

Dans un sol sain, un réseau d’interactions écologiques a lieu entre les especes de
microorganismes, d’insectes, d’invertébrés et de plantes qui cohabitent dedans et s’impliquent
dans le fonctionnement des sols. Ce dernier repose sur 1’activité biologique de ces organismes
vivants, qui elle-méme dépond de I’équilibre naturel au sein de cet écosystéme. En fait, les
changements physico-chimiques et structurels par entrée des hydrocarbures toxiques dans les
sols modifient leurs propriétés abiotiques et biotiques (Raphaél, 2004). La destruction du sol et
de son biote aurait des effets en cascade sur la biodiversité et la capacité a maintenir les services
écosystémiques puisque les communautés microbiennes et la faune du sol sont trés sensibles
aux changements de I’habitat et aux conditions du milieu pollué (Decaéns et al., 2006). Les
plantes ont du mal a s'adapter et leur population diminue en conséquence. Parallelement, la
diminution des populations de bactéries et de champignons dans le sol peut également

contribuer a une aggravation de I'érosion du sol.

10
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1.4.5 Déséquilibre de la communauté microbienne

En réponse aux hydrocarbures déversés, la flore microbienne tellurique subit des
changements drastiques dans sa composition (Huang et al., 2021). Les microorganismes
sensibles et incapables de survivre sous haute pression de sélection sont éliminés, c’est ainsi
que la biodiversité microbienne diminue. En paralléle, ceux adaptés a I’utilisation des
hydrocarbures comme source de carbone et d'énergie proliferent et dominent 1’écosystéme, par
conséquence, 1’activité enzymatique augmente. D’ailleurs, I’analyse de certaines enzymes est
utilisée comme paramétre d’estimation de I’ampleur de la pollution du sol. C’est le cas
particulier des dioxygénases, de 1’uréase et des déshydrogénases (Klamerus-lwan et al., 2015).

Selon la littérature, plusieurs especes microbiennes ont montré leur capacité a tolérer la
toxicité accrue des hydrocarbures et certains se sont avérés aptes a dégrader plusieurs molécules
dans un travail collaboratif, grace a leur versatilité métabolique (Seo et al., 2009). Néanmoins,
malgré leur activité considérée importante dans 1’atténuation naturelle des composés pétroliers,
ils peuvent entrainer la production d’intermédiaires toxiques pendant la décomposition. Ces
sous-produits peuvent avoir d’autres répercussions sur le sol et présenter des risques sanitaires

sur I’Homme et I’environnement (Moreno, 2018).

1.4.6 Impact sanitaire

Parmi les (HA) polluant le sol, plusieurs molécules sont associées a des effets tres nocifs
sur la santé des organismes vivants. La gravité des effets sanitaires dépend de la voie, de la
durée et de I’intensité d’exposition a un hydrocarbure (ATSDR, 1995).

Chez ’Homme, ils peuvent étre absorbés via plusieurs voies d’exposition (figure 2): par
ingestion de la nourriture, par inhalation ou par voie cutanée (Damas et al., 2018) et peuvent de
ce fait, entrainer 1’apparition de plusieurs maladies (problémes respiratoires et neurologiques et
immunologiques, malformations congénitales, effet sur la reproduction, genotoxicité et
cancers).

De plus, une exposition de courte durée a de fortes concentrations peut entrainer des
effets immédiats, tandis qu'une exposition a long terme a de faibles concentrations peut avoir
des effets cumulatifs. En effet, les (HA) s’accumulent dans les maillons de la chaine alimentaire
(végétaux, animaux, humains) constituant ainsi une menace a grande échelle (Howard et al.,
2021).

11
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Figure 2. Voies et vecteurs d’exposition humaine aux hydrocarbures dans le sol.

15 Techniques d’analyse quantitative des hydrocarbures aromatiques dans le sol

Afin d’évaluer la gravité de la contamination du sol par les (HA) et de prédire les risques
qu’elle présente, des analyses chimiques sont nécessaires. Généralement, la procédure a suivre
dans ce type d’analyses, passe par un nombre d’étapes importantes. Elles seront brievement

expliquées ci-dessous.

1.5.1 Prélévement des échantillons

Avant de procéder a 1’échantillonnage, un plan doit étre mis en place selon I’historique
du site (dge de la pollution, fréquence de déversements...) et les objectifs de la recherche. Il
doit contenir la période du prélevement, les points de préléevement, la profondeur et la répétition
en termes de temps et d’espace. Cependant, la représentativité d’un échantillonnage dans le
contexte des sols pollués est quelque part biaisée (Brewer et al., 2017), puisque le sol est un
milieu hétérogene, la contamination peut montrer une grande variabilité selon la nature du
produit déverseé, la nature du sol, et les activités industrielles menées.
Apres prélevement des échantillons de sol et acheminement au laboratoire de maniére adéquate,
ils doivent étre conserves de maniere appropriée jusqu’au moment de 1’analyse, afin d’obtenir

des résultats fiables.

12
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1.5.2 Prétraitement des échantillons

Selon Khan et al., (2005), I’analyse des (HA) peut étre effectuée sur sol secs ou humides,
mais il est préconis¢ d’utiliser des sols secs (choix de la période de prélévement), afin d’éviter
le risque de perte importante engendrée par 1’une des techniques de séchage des prélévements
(air ambiant, dessication...). Les sols doivent étre broyés, tamisés et homogeéneisés, avant de

prélever 1’aliquote qui va subir I’extraction.

1.5.3 Extraction des hydrocarbures

Plusieurs techniques d’extraction peuvent &tre appliquées comme par exemple
1’agitation mécanique, I’extraction aux solvants organiques, la méthode Soxhlet, la sonication
et les micro-ondes (Crone, 2013). Le choix détermine non seulement la précision des résultats

mais aussi le temps et le cout de 1’analyse.

1.5.4 Analyse chimique des extraits

L’US-EPA ainsi que les organismes de normalisation internationaux (1ISO, AFNOR)
préconisent I’emploie des méthodes chromatographiques dans le dosage des (HA), comme la
chromatographie liquide a haute performance avec une détection UV (HPLC-UV) ou
fluorescence (HPLC-fluorescence), et la chromatographie gazeuse couplée a un détecteur a
ionisation de flamme (CG-FID), ou a une spectroscopie de masse (CG-MS).

Dans le tableau qui suit (tableau 2), un exemple de résultats d’une recherche menée par
Mebarka et al., (2012) pour déterminer les concentrations des (HAP) dans des échantillons de
sol superficiel préleves sur un certain nombre de sites du nord-ouest de 1’ Algérie. La technique
de dosage été une chromatographie en phase gazeuse, couplée a une spectroscopie de masse
(GCIMS).

Il existe également, d’autres méthodes analytiques, telles que la chromatographie sur
couche mince (CCM), I'électrophorése capillaire et la spectrophotométrie UV qui donnent des
résultats intéressants. En effet, (Crone, 2013) a essayé, par sa recherche, de mettre en place une
méthode simple et rapide qui permet de doser de maniére efficace les (HAP) (particuliérement
la liste des 16 (HAP) prioritaires de I’US-EPA et le benzéne) dans le sol. Sa méthode s’est basée
sur les spectres générés par la mesure de 1’absorbance des (HAP) dans le domaine UV-Visible.
Ca a permis de discriminer les différents hydrocarbures aromatiques monocycliques (benzene)
et polycycliques (HAP) et de les quantifier aprés. L’auteur a controlé la qualité des résultats de

cette technique en les comparant a ceux d’analyse chromatographiques des mémes échantillons.

13
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Tableau 2. Concentrations de (HAP) totaux (ng/kg) détectees dans différents échantillons de
sol algérien (Mebarka et al., 2012).

(HAP) Sol industriel | Sol urbain | Sol céréalier | Sol rural
Naphthaléne 83,6 41,8 358,4 141,2
Acénaphthalene 133366,6 1619,3 732,1 <19,3
Acénaphténe 2252,4 <19,1 <19,1 1071,9
Fluorene 3634,6 750,5 1201,1 1623,0
Phenanthrene 399088,0 50721,3 40013,4 36726,7
Anthracene 251370,8 7533,3 3135,9 1493,5
Fluoranthene 2513462,4 139817,8 | 62424,2 33025,5
Pyrene 2342651,8 172504,5 | 132557,1 142276,8
Benzo[a]anthracene 1920015,6 110668,8 | 24556,1 5109,0
Chrysene 482928,0 49593,5 13833,2 44324
Benzo[b]fluoranthene 720570,2 50389,3 18713,5 3216,6
Benzo[k]fluoranthene 421556,4 32092,1 12408,2 1859,2
Benzo[a]pyrene 506484,8 39921,1 11763,2 2189,0
Indeno [1,2,3, cd] pyrene 345669,6 23848,5 19005,9 2827,0
Dibenzo[a,h]anthracene 81331,8 59154 3693,9 1204,8
Benzo[g,h,i]perylene 280340,2 22637,4 17448,9 2550,0
Dibenzo[a,e]pyrene 195749,8 15678,1 12409,9 3385,9
Dibenzo[a,h]pyrene 91355,4 8988,2 8164,3 3137,9
Dibenzo[a,i]pyrene 19152,0 4996,9 3203,2 <192,9
Dibenzo[a,l]pyrene 134424 3884,2 <190,8 <1929
(HAP) totaux 10724506,4 741602,1 | 385622,5 <246270,4

1.5.5 Interprétation des spectres UV

Les spectres d’absorption résultant de la spectrophotométrie UV permettent de
quantifier la concentration des composés aromatiques dans les échantillons analysés par une
déconvolution spectacle. 1l s’agit d’une détection et une détermination des concentrations
individuelles de différents hydrocarbures présents dans un échantillon par séparation des bandes
d’absorption ou d’émission contenues dans le spectre global (Thomas et al., 1993). Ceci est
rendu possible par des logiciels qui font appel & des algorithmes mathématiques. L’expression
finale des concentrations se fait en parties par million (ppm) ou en milligrammes par
kilogramme (mg/kg).

Ainsi, les données obtenues vont servir a I’estimation des risques associés a la présence
des (HA) dans le sol. Ceci demande de plus des recherches écotoxicologiques basées sur des
modeles et des outils d'évaluation pour prédire les effets potentiels sur la santé humaine et

environnementale.
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Le tableau ci-dessous (tableau 3) est donné a titre d’exemple, indiquant la classification

de sols en plusieurs niveaux selon le dégrée de leur contamination par certains HA.

Tableau 3. Classification par I’'US-EPA des sols de parcs industriels contaminés en fonction

de leur dégrée de contamination par certains hydrocarbures aromatiques (US-EPA, 1996).

Hydrocarbures

aromatiques

Concentration (mg/kg)

Classification des sols

Benzéne 5-50 Classe 2

Toluéne 10 - 200 Classe 2 a Classe 3
Xylénes 20 - 500 Classe 2 a Classe 3
Naphtaléne 10 - 200 Classe 2 a Classe 3
Phénanthréne 20 - 400 Classe 2 a Classe 3
Anthracéne 30 - 600 Classe 2 a Classe 3
Pyrene 40 - 800 Classe 2 a Classe 3
Benzo[a]pyrene 5-50 Classe 2
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2.

DIVERSITE BACTERIENNE DES SITES POLLUES AUX HYDROCARBURES
AROMATIQUES

De facon générale, la présence d’hydrocarbures dans les sols suscite plusieurs types de

comportements de la part des microorganismes en fonction des propriétés de chacun, dans le

but de maximiser leurs chances de survie. Certains vont les dégrader afin de les utiliser comme

source de carbone, tandis que d’autres tolérent leur présence mais sans dégradation.

2.1

Diversité taxonomique des bactéries dégradant les (HA)

En 2019, Prince et al. ont compté prés de 300 genres bactériens avec leurs représentants,

capables d’utiliser les hydrocarbures comme unique ou principale source de carbone, repartis

sur les phylums suivants (figures 3 et 4) ;

a)

b)

d)

f)

9)

Phylum Actinobacteria, comportant des bactéries omniprésentes dans les écosystemes
terrestres, avec leur structure souvent mycélienne. Deux ordres Corynebacteriales et

Micrococcales contiennent les individus plus caractérisés dans ce type de processus.

Phylum Bacteroidetes, avec bactéries aérobies, des trois ordres Cytophagales,

Flavobacteriales et Sphingobacteriales, capables de dégrader les polyméres complexes.

Cyanobacteéries, Leur capacité a dégrader les hydrocarbures est débattue, mais leur
contribution par la fourniture d’oxygene et d’azote aux hétérotrophes est trés importante

dans le processus de dégradation.

Phylum Deinococcus-Thermus, qui contient une seule espece, Thermus brockii, qui

dégrade I’hexadécane et un large spectre d’(HAP).

Phylum Firmicutes dont la majorité sont des organismes sporulés.les trois ordres
Bacillales, Lactobacillales, et Clostridiales incluant des genres comme Bacillus,
Paenibacillus et Brevibacillus. Les genres Desulfotomaculum, Desulfosporosinus et
Desulfitobacterium qui sont anaérobies et Sarcina, Peptococcus et Lactobacillus qui sont

anaérobies fermentatives ou microaérophiles.

Proteobacteria est un gros phylum qui contient la majorité des genres officiellement décrits
qui dégrade les hydrocarbures dans des conditions d’aérobiose et d’anaérobies, les
bactéries méthanotrophes, les hydrocarbonoclastes strictes. Quatre classes (sauf epsilon)
contiennent des genres de dégradation des hydrocarbures

Phylum Verrucomicrobia est un phylum & Gram négatif qui contient des méthanotrophes
acidophiles.

16



CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

h) Phylum Candidat, qui désigne des microorganismes non cultivables qui ont été
caractérisées par des études métagénomiques comme étant impliqués dans la dégradation

des hydrocarbures, mais leur physiologie reste incertaine.

Figure 3. Arbre phylogénétique inférée par la méthode Neighbour-Joining, représentant les
phylums qui comportent des espéces dégradant les hydrocarbures (appart le phylum
Proteobacteria). La présence de cette capacité est montrée par le caractére gras et les

gouttelettes d’huile pour les taxons ordres (Prince et al., 2019)
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Figure 4. Arbre phylogénétique inférée par la méthode Neighbour-Joining, représentant le
phylum Proteobacteria comportent des especes dégradant les hydrocarbures. La présence de
cette capacité est montrée par le caractere gras et les gouttelettes d’huile pour les taxons

ordres (Prince et al., 2019).

2.2 Diversité fonctionnelle des bactéries dégradant les (HA)

La diversité structurelle et fonctionnelle de la communauté bactérienne telluriques est
essentielle dans le maintien de la qualité globale du sol, puisqu’elle participe activement aux
grandes fonctions écologiques telles que : la décomposition de la matiére organique, les cycles
biogéochimiques des éléments en plus de leur rdle crucial dans la résistance et la résilience face

aux conditions stressantes comme la présence des polluants (Balland-bolou-bi, 2010).

18



CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

La structure de la communauté bactérienne des sols contaminés est diversifiée et
comprend plusieurs groupes nutritionnels et physiologiques montrant ainsi une versatilité
métabolique qui permet leur survie et action envers les polluants. On en trouve des aérobies et
des anaérobies, des hétérotrophes (organotrophes ou lithotrophes), des mésophiles ou des
thermophiles ainsi que des halophiles. Selon Pandolfo et al. (2023), le pouvoir épurateur du
milieu repose sur les voies métaboliques périphériques et centrales impliquées dans la
dégradation des (HA) et qui sont catalysées par des enzymes clés codées par des genes
spécifiques. Les bactéries peuvent étre classées selon leurs activités biologiques en plusieurs
groupes : les bactéries oxydantes, les dénitrifiantes, les bactéries de la fermentation, les
bactéries qui réduisent le sulfate, les méthanogéne et les bactéries qui réduisent le fer 111 (figure
5), mais sans frontieres rigides entre les groupes puisque certaines bactéries peuvent avoir a la

fois plusieurs voies métaboliques.

2.2.1 Bactéries oxydantes

C’est le groupe le plus impliqué dans la dégradation des différents (HA), puisque ces
membres possedent le systeme enzymatique initiateur de la dégradation (les enzymes
dioxygénases), code par des génes spécifiques présents aussi bien chez les bactéries a Gram
négatif (comme Pseudomonas, Burkholderia, Alcaligenes sp.) que celles a Gram positif

(Mycobacterium, Rhodococcus, Gordonia sp.) (Shahsavari et al., 2019).

2.2.2 Bactéries dénitrifiantes

La dénitrification peut étre aérobie ou anaérobie. Les bactéries assurant ce processus
utilisent I’oxygéne comme accepteur final d’électrons et peuvent s’attaquer aux (HA) ou a leurs
dérivés comportant des molécules d’azote. Tandis qu’en absence d’oxygene, et en conditions
dénitrifiantes, les nitrate constituent 1’accepteur d’électrons (Andreoni & Gianfreda, 2007).
C’est le cas de la bactérie Pseudomonas aeruginosa. D’ailleurs, selon (Bouwer & Zehnder,
1993) I’utilisation des nitrate en anaérobiose fournis le taux d’énergie libre le plus élevé durant

le transfert d’électrons.

2.2.3 Bactéries de la fermentation
Il s’agit de bactéries qui peuvent utiliser des hydrocarbures, des sucres et des protéines
comme donneurs d’¢lectrons et il en résulte des acides organiques, 1’acétate, 1’éthanol et les gaz

(Hz et le CO2) On peut citer ici le genre Thermotoga sp. (Victor et al., 2020).
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Figure 5. Groupes fonctionnels de bactéries telluriques intervenant dans la dégradation des hydrocarbures.
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2.2.4 Bactéries réductrices de sulfate

Ce sont des hétérotrophes anaérobies stricts, qui se trouvent dans des environnements
anoxiques riches en sulfates ainsi que d’autres composés soufrés oxygénés utilisés comme
accepteurs d’électrons finaux. Ces espéces oxydent partiellement les composés organiques en
acétate et utilisent I’énergie de 1’oxydation de 1’hydrogene, du lactate et de 1’acide pyruvique.

On cite les genres Desulfovibrio sp., Desulfotomaculum sp. (Victor et al., 2020).

2.2.5 Les méthanogenes

Les méthanogéne est un groupe de microorganismes qui produisent le méthane a partir
d’intermédiaires de la dégradation des hydrocarbures sous 1’influence de plusieurs facteurs
comme la température, la teneur en sel et le pH. Il s’agit le plus souvent d’archées, mais des
bactéries syntrophiques peuvent se développer dans ces conditions méthanogénes et améliorer
la dégradation des (HA). Desulfatibacillum alkenivorans AK-01 est un exemple de bactérie

réductrice de sulfate qui dégrader le toluéne et produit le méthane (Gieg et al., 2014).

2.2.6 Bactéries réductrices de fer tertiaire

Ces bactéries réduisent le fer et parallelement le soufre élémentaire, les sulfites et les
thiosulfates en sulfures. Le donneur d’¢lectrons est soit du H2 ou du formate et les accepteurs
sont des hydroxydes et des oxydes de fer. La source d’énergie est I’hydrogeéne et de nombreux

acides organiques. Shewanella sp. et Deferribacter sp. en font partie (Victor et al., 2020).

2.3 Mécanismes d’adaptation bactérienne a la présence des (HA) dans le sol

Les bactéries constituent la classe de microorganismes les plus actifs et performants
dans la dégradation des (HA). Plusieurs genres bactériens peuvent utiliser le pétrole brut, ces
dérivés, les sucres, les alcools et les acides gras comme sources de carbone et d’énergie. Il y’a
méme des bactéries qui se nourrissent exclusivement d”hydrocarbures (Das & Chandran, 2011),
elles sont qualifiées d’hydrocarbonoclastes. La plupart d’entre elles sont isolées de sites
subissant des pollutions a long terme, témoignant ainsi de leur fort pouvoir adaptatif aux
conditions hostiles et a I'utilisation de sources de carbone hydrophobes pour leur croissance.

L’ancienneté de la pollution joue un réle important dans 1’adaptation de ces bactéries
aux (HA) (Haritash & Kaushik, 2009). Selon Leahy et Colwell, (1990), la vitesse de dégradation
des hydrocarbures est d'autant plus rapide que la communauté a été préalablement exposée a
ces polluants. Ceci est probablement li¢ aux mécanismes mis en ceuvre par les bactéries pour
faire face a la toxicité du polluant. Selon les mémes auteurs, plusieurs mécanismes corrélés

permettent 1’adaptation :
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a) L’enrichissement sélectif des bactéries aptes a la dégradation d’un ou plusieurs composés
en raison de la grande spécificité de certaines populations microbiennes pour ces polluants

b) La régulation de I’expression génique par I’induction /répression enzymatique

¢) L’acclimatation croisée, stimulant la biodégradation d’un composé par la présence anté-
rieure d'autres composés structuralement similaires a celui-ci, expliquée par 1’existence de
voies communes pour le catabolisme des (HAP)

d) Les modifications (mutation, réarrangement) et transferts génétiques horizontaux permet-
tant d’acquérir de nouveaux geénes qui codent pour des enzymes de dégradation.

2.3.1 Stratégie r/K

Plusieurs facteurs peuvent agir sur I’adaptation des populations bactériennes a la conta-
mination du milieu et sur la prévalence de chacune au sein de la communauté hétérotrophe. Des
différences sont percues dans le méme site suivant différents épisodes de 1’éveénement de con-
tamination ou entre sites presentant des conditions nutritionnelles et climatiques différentes.

Effectivement, d’aprés Somee et al., (2022), ces différences peuvent étre expliquees,
par un concept écologique proposé par les écologues Robert MacArthur et Edward Osborne
Wilson, en 1967 : les stratégies de type r et K, selon lesquelles les bactéries se divisent en deux
catégories : celles qui sont copiotrophes, a croissance rapide et abondante mais de courte vie (r-
stratégistes) et celles qui sont oligotrophes, a croissance lente et faible biomasse mais qui vivent
a long terme (K-stratégistes). Les deux catégories hébergent des génes de dégradation des hy-
drocarbures, mais ce sont les r-stratégistes qui contribuent le plus a ce processus lors du déver-
sement, par leur action rapide. D’ailleurs, la plupart des bactéries hydrocarbonoclastes sont
classées comme r-stratégistes. Ces bactéries appartiennent principalement au phylum Pro-
teobacteria et sont souvent isolées a partir d'échantillons marins. Blaud et al., (2012) pensent
que les bactéries a Gram négatif sont généralement des organismes de type r-stratégistes/co-
piotrophes, alors que les Actinobactéries et la plupart des bactéries a Gram positif sont consi-
dérées comme des organismes de type K-stratégistes/oligotrophes. Il est maintenant clair pour-
quoi la population bactérienne dégradant les hydrocarbures est dominée par les bactéries co-
piotrophes en zones humide et subhumide, qui se caractérisent par de meilleures conditions de
vie (disponibilité d’eau, richesse en matiére organique, tempeératures adéquates) alors que les
oligotrophes ont tendance a dominer en zones a faibles concentrations de substrat, séches et
hostiles comme les zones sahariennes arides (Guo et al., 2022).

2.3.2 Cas particulier des zones arides
Dans les régions a climat aride, en plus du stresse exercé par la présence des

hydrocarbures, toxiques et hydrophobes, s’ajoute 1’agressivit¢ des conditions
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environnementales comme la haute sécheresse, les radiations UV élevées, la faible humidité et
la forte salinité limitant toute forme de vie. Pourtant, les sols désertiques abritent une flore
bactérienne variée, dominée par des phylums comme Actinobacteria, Bacteroidetes,
caractériseés par leur ubiquité assurée par la tolerance aux différents stresses (Amin et al., 2020).

Ces ont une flexibilité physiologique importante permettant I’utilisation des sources en
fonction de leur disponibilité. Elles peuvent synthétiser des enzymes résistantes, actives méme
dans des conditions extrémes. Selon Karabi et al., (2016), le stresse salin, est parmi les facteurs
abiotiques ayant le plus d’impact sur la structure et les fonctions de la communauté microbienne
dans ces régions. En effet, les sols fortement salins, auront un effet négatif sur la capacite du
sol a retenir 1’eau, sur la richesse en matiere organique diminuée par la mauvaise croissance des
plantes. Ceci va priver les microorganismes de substrats adéquats pour leur croissance (C, N...),
et d’enzymes enrichissant la mati¢re organique en décomposition.

L’études menée par Abed et al., (2015), sur la diversité bactérienne de sols arides du
désert d’Oman pollués au pétrole, a montré d’importantes différences dans la distribution et
I’abondance des phylums bactériens résidant ces sols. Des sols aéres ont présenté une
dominance des Protéobactéries des classes Alpha, Beta et Gammaproteobacteria qui regroupent
des membres trés actifs dans la dégradation des (HA) comme : Marinobacter, Alcanivorax,
Novosphingobium, Sphingopyxis, Ochrobactrum, Acidovorax, Acinetobacter et Psuedomonas.
Les classes Bacilli et Actinobacteria incluant les genres: Bacillus, Paenibacillus,
Microbacterium et Micrococcus ont été détectés dans tous les sols peu importe leur
concentration en hydrocarbures, témoignant de leur forte capacite adaptative.

Cependant, un sol trés pollué en pétrole a montré la dominance de bactéries anaérobies
strictes de la classe Deltaproteobacteria capables de cataboliser plusieurs (HAP). Les auteurs
ont expliqué ceci par les conditions anoxiques dii aux concentrations élevées du polluant d’une
part et d’autre part, les hautes températures du désert, dépassant les 50°C et favorisant le
processus de réduction de sulfate. Cela stimulant les bactéries du métabolisme anaérobie,
spécifiqguement le groupe des réductrices de sulfate comme : Desulfococcus, Desulfosalsimonas
et Desulfovermiculus sp., dont certains sont en plus halophiles. D’autres bactéries strictement
anaérobies, appartenant aux Thermotogae (Petrotoga sp.) qui sont thermo-halophiles,
Chloroflexi (Anaerolineae) et Firmicutes (Haloanaerobium) qui sont halophiles, partageant la
niche avec les réductrices de sulfate. Elles jouent un réle important dans le cycle du soufre, par

réduction de soufre élémentaire ou des thiosulfates en sulfure d’hydrogéne.
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3. DEGRADATION BACTERIENNE DES HYDROCARBURES AROMATIQUES
ET PRODUCTION DE BIOSURFACTANTS
3.1 Microorganismes, principaux acteurs de la biodégradation
La dégradation des hydrocarbures dans le sol est souvent, I’ceuvre des microorganismes.
Généralement, les organismes supérieurs (plantes et les animaux) sont indirectement impliqués,
en favorisant ’action microbienne sur les polluants soit par stimulation de la flore
rhizosphérique via les exsudats racinaires des plantes (Alotaibi et al., 2021), soit par
modification de la structure et des propriétés physiques du sol par les vers de terre par exemple
(Lipiec et al., 2016). Quelques plantes sont cependant, dotées de pouvoir épurateur du milieu,
elles sont utilisées dans un processus appelé la phytoremédiation (Nedunuri et al., 2000).
Plusieurs auteurs ont rapporté des listes de microorganismes largement documentés
dans la littérature scientifique pour leur pouvoir catabolique des (HA) (Haritash and Kaushik
2009; Das and Chandran 2011; Oren 2019). Le tableau 4 présente quelques exemples. Parmi
les microorganismes, les bactéries, les levures, les moisissures, les archaea ainsi que les algues
sont les principaux acteurs de la dégradation primaire des hydrocarbures, alors que les
protozoaires semblent jouer un réle moins important dans ce processus qui se résume a leur
pouvoir prédateur vis-a-vis des bactéries assurant la dégradation (Rogerson & Berger, 1981).
Lorsqu'un déversement de pétrole se produit dans I'environnement, la présence
simultanée d'un mélange de produits chimiques nécessite souvent l'intervention d'un consortium
microbien ayant de capacités enzymatiques variées et spécifiques pour son élimination efficace.
En effet, le co-métabolisme, essentiel pour décomposer certains hydrocarbures,
nécessite souvent une coopération interspécifique des microorganismes. Par exemple, quelques
bactéries produisent des enzymes de degradation tandis que d'autres fournissent les cofacteurs
nécessaires a ces réactions enzymatiques, c’est la syntrophie a bénéfice mutuel (Prince et al.,

2019).

3.2 Dégradation bactérienne des (HA)

Pour qu’une cellule bactérienne puisse dégrader les molécules des (HA), ces derniéres
doivent d’abord étre disponibles et accessibles, permettant un contact physique avec la
membrane cellulaire afin d’enclencher une série de réactions biochimiques assurées par la
machinerie catabolique qui se trouve a I’intérieur de la cellule bactérienne (Hua & Wang, 2014).

Selon Moreno, (2018) la biodisponibilité signifie la quantité d'hydrocarbures
disponibles dans le sol aprés une déversement, pour une utilisation par les organismes vivants,

tandis que la bioaccessibilité se réfere a la proportion d'hydrocarbures dans le sol qui peut étre
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libéree par différentes actions (comme la dissolution, la désorption et la diffusion) et mise a

disposition des organismes vivants.

Tableau 4. Quelques exemples de microorganismes utilisant les (HA) appartenant a différents
groupes (liste non exhaustive (Haritash and Kaushik 2009; Das and Chandran 2011; Oren 2019)

Bactérie Cyanobactéries | Archées Champignons
et algues
Aeromonas Anabaena Halobacterium, | Aspergillus Panaeolus
Alcaligenes Amphora Haloarcula, Basidiobolus Penicillium
Arthrobacter Aphanocapsa Halococcus, Bjerkandera Pestalotia
Bacillus Chlorella. Haloferax, Candida Phanaerochaete
Beijerinckia Chlamydomonas | Halorubrum Chrysosponum Phycomyces
Corynebacterium Coccochloris Natrialba Claviceps Ramaria
Flavobacterium Cylindrotheca Conldiobolus Rhizoctonia
Micrococcus Dunaliella Cunninghamella | Rhizophlyctis
Moraxella Microcoleus Emencellopsis Rhizopus
Mycobacterium Navicula Epicoccum Saccharornyces
Nocardia Nitzschia Gilbertella Saprolegnia
Pseudomonas Nostoc Gliocladium Smittium
Rhodococcus Oscillatoria Helicostylurn Sordaria
Staphylococcus Porphyridium Hyphochytriurn Syncephalastrum
Streptomyces Selenastrum Linderina Tharnnidium
Vibrio Synedra Mortierella Trametes
Gordonia Ulva Mucor Trichoderma
Brevibacterium Scenedesmus, Neurospora Zygorhynchus
Aeromicrobium Prototheca Yarrowia, Cephalosporium
Dietzia Pichia, Amorphoteca,
Burkholderia Rhodotorula, Neosartorya
Sphingomonas Geotrichum Talaromyces,
Trichosporon Graphium,

3.2.1 Stratégies d’accession bactérienne aux (HA)

3.2.1.1 Biodisponibilite et bioaccessibilité des (HA) aux bactéries

Dans le sol, les molécules d’hydrocarbures interagissent avec les phases du sol ce qui
entraine leur présence sous différents états. Ils peuvent étre dissouts dans la phase aqueuse du
sol, adsorbés a la surface de la phase minérale (particules de limon, sable, argile), comme ils
peuvent étre emprisonnés dans la matrice ; soit dans les agrégats, ou dans les micro- et
macropores ou fortement attachés a la phase organique du sol (humus) (Figure 6). De plus,
lorsqu’un obstacle imperméable (structure rigide) empéche leur migration vers les nappes
phréatiques, ils sont capturés dans les couches profondes du sol, formant ainsi une phase liquide
non aqueuse (NAPL). Les hydrocarbures de cette phase sont relativement disponibles, par
comparaison a ceux attachés et emprisonnés dans la matrice du sol (Balseiro-romero et al.,

2018).
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Figure 6. Interactions entre hydrocarbures déversés, composantes du sol et bactéries telluriques.
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Toutefois, la biodisponibilité des (HA) dans le sol est trés faible a cause de leur
hydrophobicité qui augmente avec le nombre de cycles aromatiques qu’ils possedent et donc
du poids moléculaire (Ghosal et al., 2016) I’hydrophobicité de la membrane cellulaire
bactérienne, ainsi que la forte sorption a la matrice du sol. Face a cela, les microorganismes se
trouvent obligés d’adopter, selon leurs capacités, des changements qui permettent d’augmenter
cette disponibilité et d’accéder a ces substrats. Ces changements peuvent étre comportementaux
comme : le chimiotactisme, morphologiques comme : la modification de composition ou de la
charge de surface cellulaire ou encore physiologiques tel que : I’attachement directe aux (HA),
la formation de biofilms, la production et la libération d’enzymes ou de biosurfactants ( Ren et

al., 2018).

3.2.1.2 Chimiotactisme

Les (HA) sont toxiques pour la vie bactérienne puisqu’ils désintégrent leur membrane
cellulaire conduisant ainsi a leur mort. Les cellules mobiles par flagelles soumises a une
contamination aux (HA), adoptent des comportements chimiotactiques spécifiques en réponse
a ces composés. Elles sont soit attirées vers ces substances par la chimioattraction, ou encore
repulsées par ce qu’on appelle une chimiorépulsion. Un équilibre entre 1’effet nutritif et 1’effet

toxique de ceux-ci dois étre assuré par la régulation génétique (Lacal et al., 2013).

3.2.1.3 Modification de la surface cellulaire

Plusieurs changements au niveau de la membrane et de la paroi cellulaire ont lieu
comme réponse adaptative de certaines bactéries a la présence de sources de carbone
hydrophobes comme les (HA). Il peut y avoir modifications de la composition en acides gras
ou en proteines de la membrane, les modifications des lipopolysaccharides (LPS) de la
membrane externe, des modifications dans la charge et la réticulation de la paroi...etc. 1l peut
méme y avoir une accumulation de particules hydrophobes dans la paroi des cellules, tous

cela dans I’objectif de faciliter le contact avec les (HA) (Moreno, 2018).

3.2.1.4 Adhésion cellulaire

Plusieurs facteurs influencent I’adhésion cellulaire aux surfaces biotiques ou
abiotiques. On peut citer les mouvements browniens, les forces d’attraction (Van der Waals)
et de gravité, les charges électrostatiques de surface ainsi que 1’hydrophobicité.
L’ hydrophobicité de la surface cellulaire est modulée de sorte a permettre un attachement ou

un détachement des cellules des substrats auxquelles elles adhérent. Des bactéries hydrophiles
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vont s’attacher aux substrats hydrophiles et celles qui sont hydrophobes s’attachent fortement

aux substrats hydrophobes.

Figure 7. Structures cellulaires communes responsables d’adhésion bactérienne aux (HA).

Il existe aussi des bactéries qui sont capables de permuter entre les deux sous
I’influence des conditions du milieu environnant (Krasowska & Sigler, 2014). Malgré
I’existence de structures spécifiques propres a chaque espece bactérienne, le processus
d’adhésion cellulaire est assuré par les structures communes suivantes : les protéines et lipides

membranaires, les acides lipotéichoiques, les flagelles et les fimbriae (figure 7).

3.2.1.5 Formation de biofilms
Dans les écosystemes dynamiques et sous certaines contraintes comme le déversement
d’hydrocarbures, les bactéries peuvent former un regroupement matriciel qui s’appelle un
biofilm. Il s’agit un micro-environnement protecteur, qui retient I’eau et les nutriments et
permet aux bactéries de résister en groupe a 1’agression qui s’est imposée (Dash et al., 2013).
Sa formation est initi¢e par I’adhésion cellulaire a la surface huileuse, suivie par une production
excessive de biopolymeéres extracellulaires de nature polysaccharidique ou protéique. Des
recherches ont trouvé que grace a ce mécanisme la solubilité des (HA) dans la phase biofilm
était jusqu’a dix fois plus élevée que dans la phase aqueuse (Kapellos, 2017).
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Figure 8. Stratégies bactériennes impliquées dans 1’accession aux (HA) dans le sol.
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3.2.1.6 Production de d’enzymes et de biosurfactants

Certaines bactéries ont la capacite d’utiliser non seulement la fraction d’hydrocarbures
dissoute dans la phase aqueuse, mais aussi celle qui est attachée aux particules du sol, soit en
produisant des enzymes extracellulaires qui vont directement dégrader ces (HA), ou bien en
synthétisant des biosurfactants qui agissent de différentes manieres rendant ainsi les (HA)
assimilables ( Ren et al., 2018). Plusieurs travaux de recherche ont prouvé que la présence de
pétrole brut dans le sol stimule la synthése d’enzymes cataboliques des (BETX) et des (HAP)
(Huang et al., 2021).

D’un autre c6té, plusieurs stratégies sont basées sur la production de biosurfactants
ayant une activité superficielle et interfaciale particuliére, comme la pseudo-solubilisation
assurée par des BS a faible masse moléculaire, la formation d’une mini-capsule de
biosurfactants qui couvre la cellule et permet son attachement/détachement des (HA), ou bien
en formant une émulsion par les bioémulsifiants a haut poids moléculaire qui augmente la
solubilité apparente des particules des (HA) ce qui favorise leur dégradation (Perfumo et al.,
2010).

3.2.2 Transport transmembranaire

Chez certaines bactéries, les (HA) subissent une dégradation extracellulaire par des
oxygénases libérées dans le milieu. D’autres par contre, les dégradent dans le cytoplasme et
nécessitent ainsi un transfert transmembranaire. D’aprés (Hua & Wang, 2014) il existe plusieurs
mécanismes qui permettent le transport des (HA) a travers la membrane cellulaire : la diffusion
passive qui permet le déplacement des particules selon le gradient de concentration de
I’extérieur de la cellule a son intérieur sans énergie et le transport actif ATP-dépendant, qui est
inductible, dépendant de la force proton-motrice et assuré par des transporteurs spécifiques
comme les protéines membranaires (porines). Il se fait généralement lorsque la concentration
des (HA) dans le milieu est faible. Enfin, des inclusions lipidiques peuvent étre formés a
I’intérieur de la cellule servant de moyens de stockage des (HA) pour une dégradation

ultérieure.

3.2.3 Meécanismes de dégradation bactérienne et voies métaboliques impliquées

La biodégradation des (HA) est un processus accompli par les microorganismes grace a
un ensemble d’enzymes catalysant des réactions biochimiques successives qui réduisent les
formes complexes des (HA) en forme plus simples et moins toxiques. Deux voies principales

sont impliquées : la voie aérobie et la voie anaérobie, précédées par une étape d’activation de
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I’hydrocarbure (Das & Chandran, 2011). Il existe aussi un processus qui s’appelle le co-

métabolisme qui sera décrit ultérieurement.

3.2.3.1 Dégradation aérobie

Cette voie de dégradation se caractérise par sa rapidité et son rendement énergétique
plus élevé liés a la disponibilité d’oxygene comme accepteurs final d’électrons, substrat ou
cofacteur enzymatique (Somee et al., 2022).

Le processus de dégradation est initié par une étape clé, c’est 1’activation de
I’hydrocarbure aromatique le rendant ainsi plus réactif, moins hydrophobe et susceptible a la
dégradation bactérienne. En aérobiose, il s’agit d’une oxydation par incorporation d’une ou
deux molécules d’oxygene dans les (HA) aprés leur assimilation a 1’intérieur de la cellule, ce
qui augmente leur solubilité. Elle est assurée par des monooxygénases (comme la P450) ou par
un systeme enzymatique multicomposants forme essentiellement de dioxygénases (Pandolfo et
al., 2023). La cytochrome P450 monooxygénase est une enzyme produite par plusieurs especes
de champignons, quelques bactéries et cyanobactéries. Les bactéries qui ne possédent que cette
voie enzymatique, peuvent seulement détoxifier les (HA) mais elles sont incapables de les
dégrader (figure 9). Elles les transforment en oxydes d'arénes puis en trans-dihydrodiols (par
I’époxyde-hydrolase) et en phénols (par réarrangement) (Wick et al., 2011). Ceci explique
I’existence de deux types de bactéries sur sites pollués celles qui toleérent les hydrocarbures et

celles qui les dégradent.

Figure 9. Détoxification des (HA) par la monooxygénase bactérienne (adapté de (Cerniglia,
1993; Das & Chandran, 2011).
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De son coté, I’oxydation assurée par le systetme enzymatique multicomposants,
spécifiguement les dioxygénases, se fait a deux niveaux. La premiere oxydation donne des
intermédiaires dihydroxylés (cis-dihydrodiols), qui subissent I’action d’une déshydrogénase
pour aboutir a des catéchols. Une deuxiéme oxydation provoque un clivage du noyau
aromatique (méta- ou ortho) produisant ainsi des métabolites qui rejoignent les voies du
métabolisme central intermédiaire comme la B-oxydation et le cycle de Krebs (figure 10). Des
précurseurs nécessaires aux synthéses de la biomasse cellulaire sont alors fournis (Das &
Chandran, 2011). Ces étapes se répétent autant de fois que de nombre de cycles aromatiques du

substrat.

Figure 10. Etapes de la dégradation aérobie des hydrocarbures aromatiques (adapté de
(Cerniglia, 1993; Pandolfo et al., 2023).

Plusieurs bactéries ont montré leur capacite a utiliser une large gamme des (HA), qui
varient dans leur structure chimique et le nombre de cycles aromatiques allant des
monoaromatiques aux polyaromatiques. Selon Peng et al., (2008), de nombreuses bactéries
ayant été cultivées sur différents substrats ont montré la production de dioxygenases classées
en fonction de leur spécificité pour ceux-ci, comme par exemple la toluene-dioxygénase (TDO),
la naphtalene-dioxygénase (NDO) et la biphényle-dioxygénase (BPDO). Malgré la spécificité

de ces enzymes, elles ont exhibé une capacite a transformer plusieurs (HA) : la TDO agit aussi
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bien sur les (HA) a un ou deux cycles benzéne, la NDO sur les bicycliques et tricycliques et la

BPDO par contre, agit sur les polyaromatiques tétracycliques et plus.

3.2.3.2 Dégradation anaérobie

Contrairement aux bactéries aérobies, les bactéries anaérobies ont développé des voies
métaboliques spécifiques aux conditions anoxiques. Dans ces environnements, les (HA) ont
tendance a persister puisque la dégradation est souvent lente et dépend de la disponibilité
d’accepteurs d’¢électrons et de I’action de plusieurs microorganismes pour une minéralisation
compléte (Wick et al., 2011). Un nombre limité de genres bactériens anaérobies capables de
catalyser les réactions de dégradation des (HA) ont été identifiés puisque leur mise en culture
constitue un défi.

L’utilisation des cultures mixtes de bactéries dans la dégradation a fait preuve de son
efficacité. Plusieurs substrats seront alors utilisés comme oxydants : le sulfate, le nitrate, le
chlorate, les ions ferriques et manganiques et le dioxyde de carbone (réduits respectivement en
en sulfure, azote, chlorure, ions ferreux et manganeux et en méthane) (Prince & Lessard, 2004).
L’activation de I’hydrocarbures peut se faire de plusieurs fagons : par un hydroxylation avec de
I’eau, un ajout de fumarate ou une carboxylation (Sierra-Garcia & Oliveira, 2013). D’autres
réactions peu connues peuvent aussi avoir lieu comme la méthanogenése inverse (Boll et al.,
2020).

Parmi les voies métaboliques anaérobies les plus connues, on trouve celle du toluene.
Elle est initiée par I’ajout de fumarate par I’enzyme benzyl-succinate synthase qui conduit a la
formation du benzyl-succinate. Ensuite, ’action de la benzyl-succinate déshydrogénase
donnera du benzoyl-CoA qui va subir une déaromatisation réductrice, un clivage des noyaux

benzéne, puis une B-oxydation et le cycle de Krebs pour enfin donner du CO2 (figure 11).

3.2.3.3 Co-métabolisme

Vue la complexité de la structure des (HA), leur dégradation fait appel a une multitude
de mécanismes, entre autres celui du co-meétabolisme. Dans ce contexte, les hydrocarbures
servent de cosubstrats, comme par exemple le toluéne qui est souvent utilisé ainsi pour dégrader
parallelement un hydrocarbure récalcitrant (Galazka et al., 2018).

En effet, certaines bactéries ont la capacité de a métaboliser simultanément des substrats
organiques, dont un seul sera utilis¢ comme source de carbone et d’énergie. Ceci libére dans la
matrice du sol, une variété de métabolites qui sont utilisés par les autres microorganismes
permettant ainsi une dégradation séquentielle grace a différents groupes de microorganismes
(Wick et al., 2011).
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Figure 11. Etapes de la dégradation anaérobie syntrophique de quelques hydrocarbures
aromatiques (adapté de : Andreoni & Gianfreda, 2007; Edwards et al., 2021; Fowler et al.,
2014).

D’un autre coté, la présence simultanée d’(HA) dans le sol peut stimuler de maniere plus
efficace leur dégradation, c’est aussi une forme de co-métabolisme. Ceci a été prouvé par (Yuan
et al., 2002) dans leur recherche sur la dégradation de I’acénaphténe, le fluoréne, le
phénanthréne, I’anthracene et le pyréne, ce qui peut étre du a la disponibilité de sources de
carbone variées, ou bien par I’acclimatation croisée comme mode d’adaptation (Haritash &

Kaushik, 2009).

3.3 Facteurs influengant la dégradation les hydrocarbures aromatiques
En général, les mécanismes, la vitesse et I’étendue de la biodégradation d’un
hydrocarbure sont déterminés par plusieurs facteurs essentiels notamment, des facteurs

biotiques et abiotiques

3.3.1 Influence de la structure, la diversité des populations bactériennes et leurs
interactions
Comme tout écosysteme, le sol pollué abrite une flore totale se composant de

microorganismes autochtones et allochtones. La premiére flore est trés stable di a sa forte
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adaptation physiologique, s’impliquant ainsi dans la minéralisation des polluants, la flore
allochtone est cependant transitoire, incapable de résister aux conditions stressantes.

Sous I’effet d’une pollution, la communauté microbienne subit une restructuration ou
les especes les plus sensibles disparaissent immédiatement, alors que celles adaptées, se
développent et deviennent plus abondantes en nombre. Une diminution de la richesse et la
diversité microbienne est alors observée.

Plusieurs études des sites anciennement pollues aux HC, ont montré que les bactéries
dégradantes sont distribuées dans les groupes taxonomiques suivant en ordre décroissant :
Chlamydiae, Elusimicrobia, Thermi, Cyanobacteria, Verrucomicrobia, Chloroflexi,
Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, et
Proteobacteria.

Par ailleurs, pour une minéralisation efficace et totale des HC, il faut I’intervention de
groupes microbiens chacun avec son pouvoir catabolique, puisqu’un seul candidat ne peut
dégrader qu'un nombre limité de substrats. Ceci témoigne d’un type d’interaction positive entre
les populations microbiennes (interspécifique), ou au sein d’une méme population
(intraspécifique), c’est la synergie, qui améliore le taux de dégradation des polluants.

Cependant, il existe aussi des interactions concurrentielles négatives, ou certains
microorganismes peuvent libérer des substances qui inhibent la croissance et le développement
d’autres espéces bactériennes dégradantes d’hydrocarbures ce qui conduit au ralentissement de

la vitesse de dégradation (Kebede et al., 2021).

3.3.2 Influence du potentiel génétique des bactéries

Un sol non contaminé abrite des bactéries telluriques qui n’ont pas toutes les capacités
cataboliques requises pour la dégradation des hydrocabrures. Une fois la contamination se
produit, une pression de sélection s’exerce et les bactéries qualifiées de ‘zymogénes’ ¢’est-a-
dire aptes a synthétiser les enzymes cataboliques, réagissent rapidement. Certaines possedent
les génes des voies métaboliques mais qui ne s’expriment pas et du fait d’'une mutation ou d’un
réarrangement de bases nucléotidiques, ces génes s’activent. Celles qui ne tolerent, ni dégradent
les (HA) vont acquérir par transfert génétique, les genes qui codant pour les enzymes
dégradatives, sinon elles seront eliminées (Al-Kaabi et al., 2022). En général, les genes de
dégradation des (HA) se situent sur les plasmides (Peng et al., 2008)

En outre, les genes codant pour les différentes enzymes dégradantes ont été identifiés
par plusieurs recherches scientifiques. L’étude récente de (Pandolfo et al., 2023) a classe les

genes qui régulent tous le métabolisme aérobie des (HA) comme suit :
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a)

b)

Les genes codant les dioxygénases et les monooxygénases impliquées dans les voies mé-
taboliques périphériques, qui activent les (HA), puis les transforment en catéchol : bphAa,
bphC, benA, pobA, carAa, antA, nahAa, nahAb, nahC, nagG, poxA, bAa, nidA, phdF, pht3,
phtAa, tphA2, cmtAb, cmtC, hcaE, et mhpB.

Les genes des voies centrales tels que : catAE, pcaG, ligA, hmgA, chgB, badA, et les génes
box ABCD qui codent pour des enzymes transformant le catéchol en intermédiaires de la

B-oxydation et du cycle de Krebs.

Andreoni & Gianfreda, (2007), ont recensé dans leur article de synthése, les génes qui codent

pour les monooxygénases et les dioxygénases. Ces enzymes qui different par leur structure, leur

mécanisme d’action et leurs cofacteurs, s’ impliquent fortement dans la dégradation des (HAP)

et des (BETX) particulierement par la voie aérobie. Ils ont cité les suivants :

a)

b)

d)

Les génes portés par les gros plasmides NAH, autotransmissibles, codant pour la premiére
oxygénation du naphtaléne : genes (ndo) de P. putida NCIB9816, (nah) de P. putida G7 et
NCIB 9816-4, génes (dox) déerives de Pseudomonas sp., génes (C18) et (pah) de P. putida

OUS82 et P. aeruginosa PaK1 respectivement.

Les génes codant pour les monooxygenases : par exemple les genes (tmo) chez Pseu-
domonas mendocina KR1 et génes (tbm) chez Pseudomonas sp. souche JS150, (phh) de
Pseudomonas putida P35X, (dmp) de P. putida CF600) et (xyl) chez P. putida mt-2.

Les genes qui codent pour des enzymes assurent les premiéres étapes de dégradation de
phénanthrene et naphtaléne chez des bactéries @ Gram négatif autres que Pseudomonas et
celles a Gram positif, comme : les génes (phd) de Comamonas testosteroni souche GZ39,
(nag) de Ralstonia sp. U2, (phn) de Burkholderia sp. RP007, Alcaligenes faecalis AFK2 et
Sphingomonas aromaticovorans 177.

Les genes (nar) et (phd) ont été identifiés chez la souche Rhodococcus sp. NCIMB12038
et chez Nocardioides sp. KP7 respectivement. Le géne (nid) qui code une nouvelle dioxy-
génase pouvant minéraliser le pyréne, le 1-nitropyréne, le phénanthréne, 1’anthracéne, le

fluoranthéne et le benzo(a)pyréne, chez Mycobacterium sp. PYR-1.

Les genes qui codent pour les dioxygénases qui s’attaquent au biphényle et aux HAM chez
des bactéries a Gram négatif et a Gram positif, comme les genes (tod, bed, ipb, tcb et bph)
pour la dégradation de toluéne, benzene, isopropylbenzéne, chlorobenzene et biphényle

respectivement.
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f) Enfin, une famille de génes variés, qui se trouvent principalement sur des plasmides, codant
un groupe d’enzymes (catéchol 2,3-dioxygénase) responsables du clivage des cycles aro-

matiques de plusieurs (HA).

Pour les genes qui régulent le métabolisme anaérobie, les mémes auteurs ont cité le (bssA),
associé a la premiére étape de la dégradation anaérobie du toluéne et du xyléne chez les souches

Thauera aromatica et Azoarcus sp.

3.3.3 Influence des facteurs physicochimiques du milieu

I1 est important de tenir compte de 1’influence des facteurs abiotiques, qui sont perturbés
par la présence de polluants organiques et constituent de ce fait une source de variation des
conditions de vie et de la capacite métabolique des bactéries créant ainsi des changements au

niveau de la structure des communautés microbiennes dans ces sites.

3.3.3.1 Texture du sol

Le role que joue la texture du sol est crucial dans sa richesse en eau et en matiere
organique native. En générale, ces deux ont tendance a se fixer sur les particules de sol fines
comme I’argile, plutot qu’aux grosses particules comme le sable (El-kamali et al., 2017).

Les hydrocarbures aussi s’adsorbent fortement a I’argile et au limon (Lyszczarz et al.,
2021), mais les agrégats formés dans un sol argileux sont stables et riches en carbone, en azote,
et en enzymes aussi, ce qui facilite le travail des bactéries de dégradation lors d’une
contamination. Tandis que les sols sableux ont une texture particulaire grossiere, qui a tendance

a s’appauvrir ce qui rend les conditions moins favorables a la biodégradation.

3.3.3.2 Matiere organique du sol

La matiére organique du sol est formée de (58%) de carbone organique en moyenne. Le
stock du sol en C organique évolue selon 1’équilibre entre la minéralisation et I’apport en
matiére organique fraiche (plantes et animaux morts) (CAO-LR, 2011). Le microbiote
tellurique génére I’énergie nécessaire pour dégrader les hydrocarbures par 1’oxydation de
matiére organique native du sol fournissant des substrats facilement assimilables comme le
glucose, les acides aminés...etc . Cependant, le déséquilibre dans la balance, provoqué par
I’apport excessif de polluants organiques, va réduire la biomasse puisque la décomposition
bactérienne sera partiellement inhibée par une forte toxicité des HC (Mykhailova et al., 2018).
Seule la flore capable d’utiliser le polluant comme source de carbone et d’énergie pourra alors
croitre. Toutefois, cette flore va affronter un autre souci : puisque les (HA) peuvent aussi altérer

la structure de la matiére organique humique en se fixant sur ses particules et en s’accumulant
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dans le sol. Par conséquent, le carbone organique disponible dans le sol sera épuisé et les

polluants vont persister pour longtemps.

3.3.3.3 Eléments nutritifs

Généralement, les polluants organiques en concentrations excessives ont tendance a
fixer les nutriments qui se trouvent dans le sol, ce qui conduit a son appauvrissement ainsi qu’au
déséquilibre des interactions entre les communautés microbiennes telluriques. Ca conduit & une
compétition entre les microorganismes sur les sources.

La disponibilité des nutriments est importante pour la croissance bactérienne et la
formation de la biomasse cellulaire, ainsi que leur réle comme accepteur final d’électrons dans
la degradation de certains hydrocarbures (Truskewycz et al., 2019).

La concentration de phosphore et d’azote par exemple, est un facteur limitant 1’activité
enzymatique. Plusieurs recherches ont prouvé que 1’addition de fertiliseurs N-P-K au sol pollué

accelere la biodégradation des hydrocarbures (Leahy & Colwell, 1990).

3.3.3.4 Eau et oxygene

Les propriétés physiques qui sont essentielle dans I’architecture du sol, comme la
porosité et la perméabilité sont affectées par la présence d’hydrocarbures réduisant ainsi le
mouvement de I’eau et augmentant la capacite du sol a le retenir. La saturation des pores du sol
aura aussi un impact sur I’infiltration d’eau ainsi que 1’aération du sol, ce qui augmente sa
densité apparente, il sera alors compact, imperméable et de plus en plus anoxique (Klamerus-
Iwan et al., 2015). L’importance de 1’eau du sol pour les bactéries dégradantes réside dans le
fait qu’elle soit incluse dans toutes les réactions cellulaires vitales et elle constitue le milieu
d’échange entre les différentes bactéries et entre chacune et son environnement. Son manque
aura un effet négatif sur le nombre et la diversité des flores microbiennes (Truskewycz et al.,
2019).

De son c6té, I’oxygene est nécessaire pour 1’activité enzymatique des oxygénases, qui
sont les enzymes clés du catabolisme aérobie des (HA). Son épuisement du milieu va freiner
les réactions enzymatiques voir les arréter et de nouvelles conditions vont s’installer dans le
milieu qui devient alors anaérobie, favorisant les microorganismes qui disposent des voies

cataboliques en question, conduisant a une faible efficacité d’élimination (Kebede et al., 2021).

3.3.3.5 Salinité
La forte concentration des hydrocarbures dans le sol engendre sa salinisation ce qui va

altérer 1’équilibre osmotique entre la cellule bactérienne et son milieu, conduisant a la perte de
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I’eau cellulaire et la réduction de la disponibilité et la solubilité des substrats organiques dans
le sol. Les conditions deviennent alors défavorables pour 1’activité bactérienne en générale.
Seules les bactéries halophiles seront aptes a croitre dans ces conditions et a métaboliser les
(HA). C’est le cas par exemple des espéces des genres Halomonas sp., Dietzia sp. (Truskewycz
etal., 2019).

3.3.3.6 Température

La vitesse de biodégradation d’un produit pétrolier est tres faible a basses températures.
Des valeurs ambiantes vont alors améliorer cette vitesse, tandis que des valeurs tres élevées
réduisent I’activité catabolique (Leahy & Colwell, 1990). En effet, a des tempeératures depassant
les 40 °C, le métabolisme des bactéries aérobies diminue a cause de la diminution de la
solubilité de 1’oxygene et la diminution de la résistance membranaire face a la toxicité des
hydrocarbures. Inversement, lorsque les températures sont trés basses, 1’hydrocarbure devient
visqueux et moins soluble et les fractions légeres seront moins volatiles ce qui va réduire le
taux de sa dégradation (Kebede et al., 2021).

3.3.3.7 Potentiel hydrogéne

La neutralité du pH du sol est un paramétre trés important dans 1’activité enzymatique.
La majorité des bactéries sont active dans la gamme des pH neutres, malgré 1’adaptation de
certaines especes au valeur extrémes d’acidité et d’alcalinité (Leahy & Colwell, 1990).

Le changement de pH du sol suite a un déversement d’hydrocarbures peut se faire de
différentes maniéres. Dans certains cas, il a été trouvé qu’en présence d’hydrocarbures les
valeurs du pH sont alcalines, comme indiqué par (Wang et al., 2013), cela pourrait étre le
résultat de la salinisation et de I’accumulation de bases échangeables (comme Ca2+, Na+).

L’étude de Ahmadi et al., (2021) a montré le contraire, le pH baisse et devient acide ce
qui revient a I’accumulation des composants acides retrouvés dans le pétrole brut (soufre, azote
et métaux lourds). Ceci laisse supposer que les valeurs de pH dépendent de la concentration et

le type de I’hydrocarbure, de la capacite tampon du sol, de la salinité etc.

3.3.4 Influence des propriétés de I’hydrocarbure

Selon Leahy & Colwell, (1990a), les caractéristiques propres aux hydrocabrures ont un
effet sur la vitesse de leur biodégradabilité comme : la structure et composition chimique (les
aromatiques légers plus sensibles que les aromatiques lourds) et I’ hétérogénéité et I’impureté

(la richesse en soufre ou résine par exemple freine le dégradation), la concentration (de fortes
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concentrations inhibent les réactions métaboliques) ainsi que 1’état physique des hydrocarbures
(la phase dispersée ou émulsionnée est plus dégradable qu’une phase continue).

Kapellos, (2017) explique que I’état physique des hydrocarbures détermine 1’aire
interfaciale pour la dissolution microbienne. Cette aire est d’autant plus large lorsque les
bactéries synthétisent les biosurfactants, qui ont pour role de réduire la (TS) de la phase huileuse
et ’émulsifier. En plus la solubilité, la densité et la viscosité des hydrocarbures sont des

caracteres tres importants dans I’efficacité de la biodégradation.

3.4 Exploitation du pouvoir dégradatif des bactéries dans la bioremédiation des sols

La bioremediation est une approche prometteuse, basée sur le pouvoir dégradatif des
microorganismes Vvis-a-vis une variété de produits polluants entre autres les HA, permettant de
combattre la pollution environnementale. L’emploie de souches bactériennes indigeénes seules
ou en consortium dans ce procédé permet d’éliminer les polluants de maniére plus efficace a
cause de la remarquable adaptation de ces dernieres aux conditions locales des sites, méme aux
plus extrémes (Al-Kaabi et al., 2022). Cependant, plusieurs défis sont associés a ces méthodes
de dépollution, certains sont liés aux interactions négatives au sein du consortium qui peuvent
freiner I’activité bacteriénne, d’autres au faible pouvoir adaptatif face a I’émergence continue
des polluants avec 1’industrialisation rapide sans qu’il n’y soit de cadres réglementaires qui
protégent I’environnement et les especes sensibles. En effet, chaque écosystéme est unique et
la compréhension des spécificités des sites pollués permet d’accomplir cette approche avec suc-
ces. De ce fait, un certain nombre de critéres doivent étre remplis pour une bioremediation
efficace comme 1’existence de microorganismes spécialisés, la non-toxicité des sous-produits
issus de la dégradation des substances polluantes, 1’absence d’inhibiteurs chimiques, la biodis-
ponibilité des polluants ainsi que le cout de ces opérations qui ne doit pas étre excessif
(Andreoni & Gianfreda, 2007).

Avant, la bioremédiation été essentiellement basée sur la bioaugmentation et la biosti-
mulation qui consistaient a introduire des microorganismes dépolluants a I’écosystéme a assai-
nir, ou a stimuler la flore indigéne par des additions d’éléments nutritifs pour améliorer leur
rendement. Alors qu’actuellement, de nouvelles voies de recherches ont permis de développer
des approches novatrices comme la remédiation électrocinétique, la vermiremédiation, la remé-
diation assistée par biocatalyseurs et la nanoremédiation (Shahsavari et al., 2019). Néanmoins,
l'utilisation de systémes de culture cellulaire mixte (bactéries, bactéries-fungi, bactéries-
algues), le lavage avec des biosurfactants et les techniques transgéniques ont toujours leur im-

portance primordiale dans 1’atténuation des polluants complexes (Kuppusamy et al., 2017).
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4. BIOSURFACTANTS/BIOEMULSIFIANTS BACTERIENS : DES MOLECULES
HAUTEMENT DYNAMIQUES CONTRIBUANT A LA BIODEGRADATION DES
HYDROCARBURES AROMATIQUES

Les bactéries interagissent de différentes maniéres avec toute sorte de surfaces,
d’interfaces et de substrats dans leur milieu. En réponse a des exigences nutritionnelles, sur des
substrats peu solubles, certaines bactéries ont développé des mécanismes d’adaptation
physiologique qui leur permettent de les assimiler pour une éventuelle dégradation intracellulaire
(Perfumo et al., 2010). C’est le cas notamment de la synthése des biosurfactants (Bs) ou de
bioémulsifiants (Be) bactériens. Il s’agit de biomolécules libérées dans le milieu ou attachées a
la surface cellulaire, permettant ainsi le contact entre la cellule bactérienne et le substrat
hydrophobe comme les (HA).

4.1 Nature chimique et propriétés de surface

Les biosurfactants sont des molécules ayant une structure polaire (ou amphotére) : une
téte hydrophile et une queue hydrophobe (Satek & Euston, 2019). Cela les aide a occuper
I’interface entre deux phases liquides non miscibles. Elles ont la capacite d’induire des
perturbations dans les forces qui maintiennent les deux phases a 1’équilibre (séparées) en
réduisant leur (TS) ou (TIF) ce qui donne une émulsion (Perfumo et al., 2010).

Les bioémulsifiants, quant & eux, sont aussi de nature amphotere, mais n’ayant pas cette
caractéristique de réduire la (TS). Ca constitue une méthode utile de distinction entre les deux
(Uzoigwe et al., 2015). Ils peuvent agir comme agents émulsifiants et stabilisateurs d’émulsion
en se liant fortement aux hydrocarbures dispersés sous forme de gouttelettes empéchant ainsi leur
coalescence (Ferreira et al., 2020).

Dans la littérature scientifique, il a été montré qu’un quart des Bs/Be caractérisés a nos
jours se compose en majorité de glucides (mono ou oligosaccharides) ou de lipides en
pourcentages respectives de 24,8 % et 23,8 %. Les polysaccharides, les acides aminés/peptides
et les protéines sont les constituants mineurs avec des pourcentages respectifs de : 13,4%, 9,9%
et 15,8%. lls peuvent contenir aussi des acides gras ou des dérivés alkylés 8,9%, ainsi que des

constituants inconnus 3,5% (Markande et al., 2021).

4.2 Classification des Bs/Be quelques bactéries productrices

Les molécules a activité de surface sont classées selon leur poids moléculaire en deux
groupes : ceux a faible poids moléculaire et ceux ayant un poids moléculaire élevé. Leur nature
chimique les divise plutdt en : glycolipides, (rhamnolipides, sophrolipides, tréhalolipides) ou des

lipopeptides (surfactine, iturine) (Uzoigwe et al., 2015).
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(a) (b)

(d)
(©)

Figure 12. Quelques exemples de structure chimique de biosurfactants : Mono-rhamnolipide
(@), Di-rhamnolipide (b), Tréhalose-tétraester (c), Glycolipide (d) (adaptée de Perfumo et al.,
2010).

Les bioémulsifiants, aussi appelés biopolyméres ou exopolysaccharides (EPS), sont
habituellement des protéines ou des polysaccharides dans des mélanges complexes (Satek &
Euston, 2019). Certaines espéces utilisent des acides gras, des lipides neutres et des
phospholipides, d’autres libérent des vésicules particuliéres ou utilisent les fimbriae comme

biosurfactants (Rahman & Sekhon Randhawa, 2015).

(a) (b)

Figure 13. Quelques exemples de structure chimique de bioémulsifiants : Surfactine (a),

Emulsane (b). (adaptée de Perfumo et al., 2010).
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Tableau 5. Quelques exemples d’espéces bactériennes et de leur molécules produites Bs/Be

(Pardhi et al., 2022).

Biosurfactants

Bactéries

Pseudomonas sp.

Lipopeptide Pseudomonas guguanensis D30
Rhamnolipides Pseudomonas aeruginosa OG1
Polymérique Pseudomonas stutzeri

Bacillus sp.

Iturine Bacillus subtilis
Phospholipides Bacillus sphaericus EN3,
Lipopeptide Bacillus subtilis

Surfactine Bacillus subtilis

Other genera
Trehalose-2,3,4,2’-tetraester
Phospholipides
Glycolipides

Polymérique

Lipopeptides
Exopolysaccharides (EPS)
Rhamnolipides
Bioemulsane

Bordetella hinzii-DAFI

Klebsiella pneumoniae 1IVN51
Ochrobactrum anthropi HM-1,

Serratia marcescens UCP 1549
Virgibacillus salarius

Gordonia polyisoprenivorans CCT 7137
Burkholderia thailandensis

Gordonia sp. BS29

4.3 Roles naturels des Bs/Be

Selon (Ron & Rosenberg, 2001), la diversité structural des biosurfactants leur permet de
jouer plusieurs réles physiologiques et écologiques propres a chacun et qu’on ne peut pas trouver

chez tous les microorganismes au méme temps. Ils sont résumés comme suit :

a)

Augmentation de la surface des substrats hydrophobes insolubles en augmentant 1’aire de

contact entre les cellules et la phase huileuse par émulsification de celle-ci.

b) Accroitre la biodisponibilité des substrats hydrophobes insolubles dans 1’eau en favorisant

leur solubilisation et leur dispersion dans la phase aqueuse.
Fixation des métaux lourds, en formant des complexes qui permettent leur élimination.

d) Facteurs de virulence qui contribuent a la pathogénicité du microorganisme par invasion et

multiplication chez 1’hote.
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e) Activité antimicrobienne, via la libération de ces molécules dans le milieu et leur action

inhibitrice contre les autres microorganismes

f) Attachement et détachement des surface en conférant aux cellules une flexibilité dans

I’hydrophobicité de leur surface
g) Formation de biofilms et leur suppression.

4.4 Participation des Bs/Be bactériens dans la dégradation des (HA)

Les cellules microbiennes sont des entités dynamiques qui contrdlent le mécanisme
d’acceés aux (HA) hydrophobes et leur assimilation (Abbasnezhad et al., 2011). Plusieurs d’entre
elles peuvent produire des Be polymériques, attachés a la surface cellulaire ou libérés modifiant
ainsi ses propriétés afin d’établir une connexion hydrophobe directe avec le substrat (Perfumo et
al., 2010). Ceci permettra a la cellule de se déplacer de la phase aqueuse a la grande phase
huileuse (Krasowska & Sigler, 2014) suivant une réponse chimiotactique (Balseiro-romero et
al., 2018) ou a utiliser des particules d’hydrocarbures dissoutes dans I’cau grace a des enzymes
extracellulaires (Karlapudi et al., 2018).

Malgré cela, I’adhésion cellulaire reste inutile pour certains microorganismes, en
particulier ceux qui produisent les Bs (Abbasnezhad et al., 2011). Ces molécules permettent la
formation d’une pseudo-solubilisation des hydrocarbures (Uzoigwe et al., 2015). Les micelles
formées sont ensuite emballées a la surface hydrophobe de la cellule et le (HA) est transféré a
son cytoplasme pour la dégradation (Khanafer et al., 2017). En paralléle, un réle crucial que
jouent aussi bien les Bs que les Be, consiste a former une émulsion d’huile dans 1I’eau qui signifie
selon Santos et al., (2016) « un systéme hétérogéne constitué d’un liquide non miscible dispersé
dans un autre liquide sous forme de gouttelettes dont le diametre dépasse généralement 0,1 mm ».
La taille des gouttelettes d’huile émulsionnées est un facteur important, qui est inversement
proportionnel a I’interface entre 1’eau et le (HA), ce qui accroit I’efficacité de la biodégradation
(Brakstad et al., 2015).

Aprées I’absorption, vient I’étape suivante qui est la dégradation intracellulaire. Il ne faut
pas oublier que la mission premiére des bactéries dans ces conditions hostiles n’est pas
I’assainissement de 1’environnement, mais plutdt I’utilisation de polluants non disponibles en
tant que source unique d’énergie et de carbone, permettant ainsi leur croissance et leur survie et

soutenant davantage le micro-organisme (Maletic et al., 2013).
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4.5 Production des Bs/Be bactériens et Quorum-sensing

D’apres la littérature, la production de Bs, débute avec la phase stationnaire de la
croissance bactérienne. Il s’agit donc de métabolites secondaires dont la synthése est régit pas
des signaux moléculaires visant a mobiliser un nombre important de bactéries. C’est ce qu’on
appelle le Quorum-sensing (Qs). Il a été trouvé que la biodégradation bactérienne des HC en
générale, est améliorée par I’expression des genes codant pour les molécules du Qs.

En effet, la production des molécules tensioactives et émulsifiantes, permettant I’accés au
sources hydrophobes est un processus qui nécessite une densité cellulaire importante, témoignant
d’un travail coopératif entre les résidents d’une méme niche. Le signal moléculaire produit et
émis (autoinducteurs) va susciter une réponse de la part de plusieurs flores coexistant sous les
mémes conditions de pollution, ce qui va améliorer I’atténuation naturelle des polluants dans ce
site (Mangwani et al., 2017).

Selon Ron & Rosenberg, (2002), ce mécanisme s’applique a la synthése des Bs comme
aux Be, puisque I’émulsification dépend aussi de la densité cellulaire proportionnelle a la
concentration des molécules du Be produites. Il est également responsable de la régulation d’un
certain nombre de processus trés importants dans la dégradation des HC comme : la mobilité, la
formation de biofilm, la production d’EPS, de facteurs de virulence, 1’expression des génes

cataboliques ainsi que le transfert horizontal des génes.

4.6 Techniques d’étude des bactéries productrices des Bs/Be

Dans le contexte de la pollution des sols, plusieurs approches peuvent étre suivies pour la
caractérisation de bactéries telluriques impliquées dans la dégradation des (HA) et la production
de Bs/Be, permettant chacune la compréhension d’aspects spécifiques qu’il faut combiner pour
une meilleure connaissance de la diversité de ces écosystémes qualifiés d’extrémes. Mais le choix
peut se heurter a la disponibilité¢ limitée des ressources, aux aléas de I’expérimentation au

laboratoire ainsi qu’aux limites imposées par les techniques utilisées.

4.6.1 Approche conventionnelle

Il s’agit 1a d’étudier 1’aspect phénotypique de ces bactéries a travers I’emploie de
techniques classiques de mise en culture et la panoplie de tests de caractérisation de la
morphologie, la physiologie, 1’écologie, la chimiotaxinomie... ainsi que [’observation de
’activité de surface et d’émulsification des biomolécules synthétisées par ces bactéries. Il peut
aussi étre question de suivre la dégradation d’un substrat hydrocarboné in vitro, pour I’é¢tude de

’activité métabolique bactérienne. De ce fait, cette approche est considérée trés enrichissante en
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termes de connaissances, puisqu’elle nous permet de découvrir ces bactéries de pres, et
d’exploiter leur potentiel pour des productions de molécules d’intérét vaste.

Toutefois, malgré les avantages que présente 1’étude de I’aspect phénotypique, le progres
de la technologie ne fait que confirmer I’ampleur des lacunes cumulées dans notre
compréhension des résidents bactériens de ces niches écologiques. En effet, les scientifiques
suggerent que <10% des phylums bactériens comportent des représentants cultivables (Prince et
al., 2019), c’est-a-dire que >90% des bactéries sont non cultivables, ce qui constitue un obstacle
devant notre conception du métabolisme bactériens. 1l faut alors, développer cet aspect de culture

par de nouvelles techniques innovantes, afin d’explorer la partie de I’iceberg immergée.

4.6.2 Approche moléculaire et métagénomique

Les recherches menées par Carl Woese dans les années 90, ont ouvert la porte vers la
découverte de I’ancienne structure du monde procaryote, en cherchant les liens de parenté et en
retracant 1’histoire évolutive des taxons actuels, par analyse des genes ribosomaux,
particulierement 1’ADNrl16s, considérés comme des chronométres moléculaires. Depuis ce
temps, d’importants progrés dans les études de la diversité bactérienne des écosystemes pollués
ont vu le jours. Par exemple, les bactéries Alcanivorax et Cycloclasticus, considérées
actuellement comme les plus dominantes et actives dans la dégradation, n’ont pas détectées que
récemment (Prince et al., 2019). Plusieurs techniques moléculaires ont servi a 1’identification
bactérienne et a la richesse des Bases de données avec les séquences nucléotidiques. Ces
techniques vont de I’extraction des acides nucléiques et leur purification, a I’amplification des
genes d’ARNr 16S par PCR et leur séquencage, aux empreintes moléculaires (fingerprinting),
ainsi que la métagenomique, qui analyse d’ADN total du sol permettant ainsi une vision globale
des communautés microbiennes ainsi que la détection de nouveau genes, de la dégradation ou
bien de la production.

D’autres techniques plus sophistiquées, permettant d’avoir en peu de temps une quantité
énorme d’information a traiter sur les séquences, il s’agit de techniques de séquengage a haut
débit. Permettant de réduire le temps du test.

Cependant, méme ces techniques se trouvent limitées par un certain nombre de facteurs,
par exemple : la conservation des genes au sein d’une méme espéce, rendant difficile
I’identification et la distinction des individus, le transfert horizontal des génes comme ceux de la
dégradation des (HA) portés souvent sur des plasmides transmissibles, il peut méme y a voir un
passage de ces genres vers des taxons éloignées occupat le méme sol.
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PREFACE

Ce travail de recherche qui prospecte I’existence d’une vie microbienne dans des écosys-
témes hautement pollués, est realise sur des sols de parcs industriels dans deux régions alge-
riennes, caractérisées par des conditions écoclimatiques différentes.

La premiere zone se trouve a Skikda, une ville littorale méditerranéenne et la deuxieme
est située a Ouargla, qui est une ville saharienne.

L’¢tude de la diversité bactérienne du sol pollué s’est basée sur la technique classique de
mise en culture ciblant la flore aérobie cultivable dominant ces écosystemes. Des méthodes
conventionnelles ont été employées pour caractériser les isolats bactériens d’un point de vue
phénotypique. Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Biologie Moléculaire et Cel-
lulaire (BMC) de I’Université des Fréres Mentouri Constantine 1

Les échantillons de sol ont fait I’objet d’une analyse chimique des hydrocarbures aroma-
tiques par spectroscopie UV. Ceci a été fait au sein du laboratoire de Chimie des matériaux
de la méme Université.

L’identification moléculaire de quelques souches isolées via le séquengage des ADNr
16S apreés amplification en chaine d’un fragment de ce géne a été effectuée dans I’institut
d’écologie et des sciences de I’environnement (IEES-Paris).

Une partie de ce travail a fait I’objet d’une publication dans la revue « Archives of Mi-
crobiology ».

Guergouri | et al. 2022. Identification of cultivable bacterial strains producing biosur-
factants/bioemulsifiers isolated from an Algerian oil refinery. Arch Microbiol.; 204(10):649.
DOI: 10.1007/s00203-022-03265-2. PMID: 36171503
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1. ECHANTILLONNAGE

1.1 Présentation des zones étudiés
1.1.1 Raffinerie de Skikda (RA1K)

Elle compte parmi les plus grandes raffineries de pétrole africaines. Elle est située a I’Est
de larégion, a 7 Km du centre de la ville et a 2 Km de la mer et occupe une superficie de 1200
ha (Tahar et al., 2021) (Figure 14).

Les échantillons de sol proviennent de I’une de ses unités : le complexe de transport des
hydrocarbures par canalisation (RTE) (36°51'16.7"N 6°57'40.1"E), qui constitue un parc ac-
cueillant de nombreuses citernes de stockage de pétrole mis en service depuis 1972.

Selon la base de données mondiale harmonisee sur les sols (FAO-Unesco, 1977), ainsi
que I’atlas des sols d’Afrique (Jones et al., 2013), cette zone c6tiere se caractérise par des
luvisols albiques a texture sablonneuse et argileuse et un climat méditerranéen subtropical
avec un été sec et chaud (> 35 °C), un hiver plus froid (10 °C) et des précipitations hivernales
allant de 400 a 700 mm.

Le réseau hydrique de la région se caractérise par trois riviéres, I’une traversant la zone
industrielle (la riviére Saf-Saf). Mézédjri et al., (2008) ont démontré I’impact négatif de 1’ac-
tivité pétroliere sur cette riviere. La nappe phréatique de la région est aussi vulnérable a la
contamination, a cause de la perméabilité du sol, et les fuites de pétrole au niveau de la zone
industrielle (Labar et al., 2012).

1.1.2 Champs pétrolier Rhourde el baguel (REB)

Le deuxiéme site se trouve a la wilaya de Ouargla, région Nord-Est du Sahara algérien.
Découvert en 1962 dans le bassin de Ghadames, a environ 100 km a I’Est du champ géant
Hassi Messaoud (31°2321.5"N 6°56'19.3"E) (Mitra & Leslie, 2003), le champs pétrolier
Rhourde el baguel s’étend sur une superficie de 16405 ha (Said Belarbi & Rezaiguia, 2018).

La région a un climat desertique subtropical chaud. La moyenne des précipitations an-
nuelles est d’environ 20 mm et la température diurne pendant I’été peut atteindre plus de 50
°C, tandis que la nuit il peut geler. Le sol est défini comme des dunes de sable a texture de
loam sableux (Toth, 1965a) et classé comme arenosols (Jones et al., 2013).

La région se caractérise par des ressources hydrogéologiques non renouvelables qui doi-
vent étre préservées de toute contamination aux produits pétroliers, en particulier la nappe
phréatique faisant partie du bassin hydrogéologique d’Oued Mya, appartenant aux aquiferes
du Sahara septentrional (Bensenane, 2010).
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1.2 Stratégie de I’échantillonnage

Depuis leur premiere exploitation (en 1971 et 1963 pour RA1K et REB respectivement)
par Sonatrach et ses partenaires, ces deux zones industrielles connaissent des incidents fré-
quents de déversements d’hydrocarbures sur les sols, en particulier dans les parcs de stockage,
en raison des activités de transport et de dépot d’hydrocarbures (pétrole brut et sous-produits),
réhabilitation des réservoirs de stockage etc.

Selon une étude rétrospective menée par (Chettouh, 2021) sur les accidents survenus
au cours de la période (2003-2018) dans les différentes unités de la raffinerie de Skikda, sur
59 accidents, 13 dispersions de produits ont ét¢ signalées. Selon eux, la défaillance de I’équi-
pement étant la principale cause. D’autre part, trés peu de données bibliographiques sont dis-
ponibles sur les accidents survenus dans le centre de stockage du pétrole brut & Rhourde el
baguel, donc I’age de la derniere pollution est difficile a estimer.

Il est important de dire que les terrains choisis dans le cadre de cette investigation ont
présenté plusieurs difficultés qui ont empéché de mettre en place un plan d’échantillonnage
suivant I’'une des stratégies statistiques référencées comme 1’échantillonnage stratifié aléa-
toire, 1’échantillonnage systématique ou par profil, qui sont appliquées dans ce contexte
(IAEA, 2004; McCaul, 2012). Da a des considérations de sécurité interne, on n’a pas pu adop-
ter une stratégie qui considere les critéres importants comme le nombre de points de préléve-
ment, I’horizon, la quantité de sol prélevé et la saison de prélévement, L’échantillonnage dans
le champs pétrolier REB a eté effectué par un agent HSE (suivant nos consignes) a cause de
la restriction d’acces au site.

Toutefois, jusqu’a I’heure, aucune approche n’est universelle et le choix est fonction
de I’objectif de I’analyse (Crumbling, 2014).

Lors de I’échantillonnage du sol, une prospection visuelle pour la recherche d’éven-
tuelles auréoles du contaminant sur les sols des districts de stockage a été faite. L’odeur par-
ticuliere des hydrocarbures se dégageant du terrain a été ressentie sans traces apparentes de
ceux-ci. Donc nous avons opté pour un échantillonnage aléatoire et ponctuel (discret) a partir

de trois sites qui se trouvent dans un terrain d’une superficie d’un hectare :

- A Skikda, A et C représentent le sol autours de citernes de stockage d’hydrocarbures

pétroliers et B représente un dépotoir de sol pollué ramasse apres déversement.

- A Rhourde el baguel, A, B et C sont des sols entourant des citernes de stockage.

Le plan d’échantillonnage et les codes des échantillons sont résumés dans le tableau 6.
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Figure 14. Carte des zones de prélevement des échantillons de sol pollués dans les wilayas algériennes de Skikda et Ouargla.
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Tableau 6. Codification des échantillons de sol préleveés et analysés.

Zone Site Distance Echantillon
Skikda (S) A im SAE1
5m SAE2
8m SAE3
B Im SBE1
sm SBE2
8m SBE3
C Im SCE1
5m SCE2
8m SCE3
Rhourde el A Im RAE1
baguel (R) 5 RAEZ
8m RAE3
B Im RBE1
5m RBE2
8m RBE3
C Im RCE1
5m RCE2
8m RCE3

Les prélevements ont été fait pres de la surface (jusqu’a 10 cm de profondeur) aprés
avoir écarté les cinq premiers centimetres. La collection des sols a été faites en mois d’Avril
2014 pour les sols de Rhourde el baguel et en mois de Mars 2015 pour les sols de Skikda. Ils
ont ensuite été transférés aseptiquement dans des flacons stériles et transportés au laboratoire,

codés et entreposés a 4 °C jusqu’a I’analyse.
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2. CARACTERISATION DES SOLS ET DE LAPOLLUTION

2.1 Propriétés physico-chimiques des sols

Avant I’analyse, les sols ont été séchés a 20 °C pendant 72 heures, débarrasses des cail-

loux, broyés au mortier et pilon puis tamisés sur un tamis de 2 mm (diamétre des pores).

La granulométrie des sols de Skikda a été déterminée par un laboratoire d’analyse privé.
Celui de Rhourde el Baguel n’a pas été analysé pour des raisons de quantités insuffisantes de

sols.

Le pH du sol a été déeterminé conformeément a la norme 1SO 10390 pour laquelle une
suspension sol dans 1’eau distillée (1 :5) a été préparée, agitée et laissée pendant 1 min avant

la mesure.

Afin de déterminer la capacité de rétention d’eau (CRE), la méthode décrite par Naeth et
al. (1991) a été appliquée avec quelques modifications. Les pots en plastique ont été remplis
avec 5 grammes de terre puis émergés dans un récipient contenant de 1’eau distillée pendant
24h afin de ramener les sols a leurs capacite au champ, ils ont été ensuite placés sur un support
pour drainer. Aprés le drainage, les sols ont été séchés au four pendant 48h a 105 °C. La CRE

est la différence entre le poids du sol humide avant et aprés le dessechement.

La détermination de la matiére organique totale (OM) a été faite en mesurant la perte
au feu des sols apres avoir été chauffés dans un four a moufles a 500 °C pendant 6 heures
(Goldin, 1987).

2.2 Analyse de la teneur en hydrocarbures aromatiques des sols
2.2.1 Extraction des (HA)

Le seuil de contamination des échantillons a été estimé par dosage d’une fraction des
hydrocarbures qui sont les aromatiques mono- et polycycliques, suivant la méthode d’extrac-
tion proposée par Chen et al. (1996) avec quelques modifications. La spectrophotométrie UV
décrite par Crone (2013), a été utilisée pour I’analyse des extraits.

Une suspension de chaque sol dans 1’acétonitrile (2g dans 15 ml d’acétonitrile pour
HPLC, LiChrosolv®) a subi une sonication pendant 1 h a 35 °C a I’aide d’un bain ultrason (J.
P. Selecta) et a été laissée pour décantation. Le surnageant a été récupéré apres la filtration et
la sonication a été répétée deux fois pour chaque échantillon pour une meilleur extraction.
2.2.2  Spectrophotométrie UV

Apres dilution appropriée, la mesure de 1’absorbance a été réalisée a 1’aide d’un spec-

trophotometre UV-Vis (JASCO V-660) (vitesse de balayage : 1800 nm / min, largeur de
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bande : 2 nm) dans une cellule de quartz de 10 mm de longueur de trajet. Le spectre d’absor-
bance a été obtenu pour chaque extrait organique du sol dans le domaine UV-visible entre
200 et 600 nm. Généralement, les (HA) absorbent des longueurs d’onde courtes comprises
entre 200 et 300 nm.

La concentration de chaque (HA) ainsi que celle du mélange ont été déterminées par
déconvolution spectrale. Des spectres de référence définis de 17 (HA) pures, correspondant a
des concentrations comprises dans le rang de linéarité (Crone, 2013) ont été utilisés pour ob-
tenir le spectre UV de ces composés dans nos échantillons inconnus et en déduire leurs con-
centrations respectives. Cette méthode se base sur la loi de Beer Lambert, qui établit une

relation proportionnelle entre la concentration du composeé et son absorbance mesurée.

3. ANALYSES MICROBIOLOGIQUES DES SOLS POLLUEES

3.1 Dénombrement et isolement des souches bactériennes dégradant le pétrole brut

Un enrichissement sélectif de chaque échantillon a été fait en mettant dix grammes de
sol en suspension dans 90 ml du milieu minimum (Margaritis et al., 1979), additionné de
pétrole brut (Arabian light, Sonatrach) a 2 % (V/V), incubés sous agitation a 150 tr/min pen-
dant 48 heures (annexe 1). Des boites de contrdle de stérilité du pétrole sont réalisées par
culture sur gélose et incubation avec une lecture journaliére. Apres décantation des particules
du sol, 1 ml du surnageant a été dilué en série (jusqu’a la dilution 10°) dans une solution
saline (0,85 %) et 100 pL ont été étalés sur le méme milieu gélosé et incubés pendant 96

heures a 28 °C.

Les souches bactériennes ont été isolées directement des boites de denombrement. Les
colonies bien séparées et morphologiquement distinctes ont été repiquées sur gélose stérile au
moins trois fois a des fins de purification. La pureté a été vérifiée a 1’aide d’une observation
microscopique apres la coloration de Gram. Les cultures pures ont été conservées a - 20 °C

dans un bouillon nutritif au glycérol stérile a une concentration finale de 30 %.

3.2 Criblage des souches produisant des biosurfactants/ bioémulsifiants

Plusieurs tests permettant la sélection des isolats ayant la capacité de produire des mo-
Iécules a activité de surface ont été réalisés avec des répétitions (trois fois chacun), notamment
le test d’émulsification du kéroséne et le test de déplacement d’huile ainsi que des tests qua-
litatifs qui sont le test d’effondrement de la goutte et I’hémolyse de sang. Le bouillon stérile

a éte utilisée comme témoin negatif pour tous les tests.
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3.2.1 Indice d’émulsification (E24)

La méthode décrite par Cooper et Goldenberg (1987) a été utilisée pour détecter 1’acti-
vité émulsifiante. Un volume de bouillon de culture bactérienne fraiche a été ajouté a un vo-
lume égal de kérosene coloré en rouge, agité au vortex a haute vitesse pendant 2 min et laissé
au repos pendant 24 h sur la paillasse. Des mesures ont été effectuées et ’indice d’émulsion
(E24) a été calculé comme étant la hauteur de la partie émulsifiée, divisée par la hauteur totale
de la colonne, multipliée par 100. La durée de stabilité de I’émulsion a aussi été notée.

3.2.2 Test de déplacement d’huile

Cette méthode mise au point par Morikawa et al. (1993), sur la base de la particularité
du biosurfactant a changer la (TIF) entre I’eau et I’huile en exergant une pression de répulsion
menant ainsi a un déplacement des particules d’huile. 15 pl de pétrole brut ont été mis sur la
surface de 40 ml d’eau distillée dans une boite de Petri 8 90 mm de diamétre. Il forme immé-
diatement une fine couche d’huile au-dessus de 1’eau. Ensuite, 10 pl du bouillon de culture de
chaque isolat sans et avec centrifugation (10000 rpm/10 min/4 °C) a été doucement mis sur
le centre de la couche d’huile. Un halo clair formé dont le diamétre a été mesuré, indique la
production de biosurfactant par la souche. La comparaison des deux résultats permet de dire
s’il s’agit d’un Bs/Be extracellulaire libéré dans le milieu ou cellulaire.

3.2.3 Test de ’effondrement de la goutte

C’est une méthode proposée par Jain et al. (1991) sur une surface huileuse et modifiee
par la suite en remplagant I’huile par le parafilm M ayant une surface hydrophobe (Kuiper et
al., 2004). 25 pL du surnageant de chaque bouillon des isolats ont été placés a la surface du
parafilm M. Si la souche produit le biosurfactant, il y aura une réduction de la (TIF) entre le
liquide et la surface hydrophobe du parafilm M et conduisant a I’effondrement de la goutte.

3.2.4 Hémolyse de sang

La recherche de I’activité hémolytique est considérée comme une technique qualita-
tive de détection de la production de biosurfactants. Décrite par Mulligan et al. (1984), elle
consiste a ensemencer les isolats par spot sur gélose au sang de mouton (annexe 1), et incuber
pendant 48 heures a 37 °C. L’observation d’halos incolores autour des colonies peut indiquer
I’hémolyse sanguine par les Bs/Be bactériens.

3.3 Caractérisation phénotypique
Les bactéries isolées et sélectionnées par les tests précédents ont fait 1’objet d’une

caractérisation phénotypique suivant les techniques taxonomiques standards du manuel de
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Bergey de bactériologie déterminative afin de s’orienter vers les genres bactériens. Les pro-
priétés étudiées comprennent la réaction de Gram, la morphologie des colonies, le type respi-
ratoire, la motilité, la production de catalase, d’oxydase et de la nitrate réductase. En plus,
pour le groupe des bacilles a Gram positif, la recherche de spore de résistance, d’amylase,
Iécithinase et caséinase ainsi que la tolerance au sel ont été effectuées, tandis que pour les
bacilles a Gram négatif, I’amylase, la gélatinase, I’arginine dihydrolase, le test de levane ainsi

que les pigments spécifiques ont été recherchés.

3.4 Séquencage de ’ADNTr 16S
3.4.1 PCR sur colonies d’isolats bactériens

Afin d’identifier les bactéries sélectionnées, une réaction d’amplification en chaine de
I’ADNr 16S a été effectuée directement sur colonies pures a I’aide d’un couple d’amorces
universelles : FAM63F (5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) et HEXI1389R (5°-
ACGGGCGGTGTACAAG-3’) (Osborn et al., 2000). Le mélange réactionnel contenait 5,45
pl (ddH20), 7,5 pl du Taq PCR Master Mix de QIAGEN (contenant I’ ADN polymérase Tadg,
le tampon PCR de QIAGEN, I’MgCl et les dNTP ultrapurs a des concentrations optimisées)
et 0,375 pl de chaque amorce décrite précédemment. Une petite quantité de chaque colonie a
été raclée a I’aide d’embouts stériles et transférée directement dans le puit correspondant sur
une plaque PCR (96 puits) contenant 13,8 pl du mélange réactionnel.

Le programme d’amplification a été exécuté sur un thermocycleur (T100 Bio-Rad). Il
s’agissait d’un cycle de dénaturation initiale de 2 minutes a 94 °C, suivi de 30 cycles de 30
secondes a 94 °C (dénaturation), de 45 secondes a 57 °C (hybridation d’amorces), de 90 se-
condes a 72 °C (€élongation) et d’un cycle d’extension final de 10 minutes a 72 °C.

Par la suite, les produits de la PCR sont stockés a 4 °C.

3.4.2 Migration électrophorétique des amplicons sur gel d’agarose 1%

Deux microlitres de chaque produit PCR ont été mélangeés a deux microlitres de colo-
rant de charge (bleu de bromothymol) déposés dans les puits du gel d’agarose a 1 % et séparés
sous une tension de 100 V pendant 25 min, au méme temps que le marqueur de taille molé-
culaire (Ladder 1 KB). A la fin de la migration, le gel a été visualisé et scanné sur un systeme
d’imagerie (Bio-Rad) sous lumiére ultraviolet, relié a un logiciel sur ordinateur permettant
d’avoir une photo du gel qui montre les bandes d’ADN amplifié.

3.4.3 Analyse des séquences et traitement des données
Les produits PCR obtenus ont été séquencés par la société Beckman Coulter Genetics

(France). Les séquence obtenues (d’une taille approximative de 1200 pb pour la majorité) ont
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été comparées a celles disponibles dans deux bases de données NCBI GenBank en utilisant

Basic Local Alignment and Search Tool nucleotide (BLASTN) (https://www.nchi.nlm.nih.gov/)

et EZ-BioCloud database (Yoon et al., 2017) a des fins taxonomiques.

Des analyses moléculaires et phylogénétiques ont été effectuées a I’aide de la version
11 du logiciel MEGA (Kumar et al., 2018). L’alignement des séquences partielles d’ADNr
16S a été effectué a I’aide du programme ClustalW (Thompson et al., 1994) contre des sé-
quences d’especes apparentées. La reconstruction des arbres phylogénétiques a €té faite selon
la méthode du maximum de vraisemblance (Felsenstein, 1981). La robustesse des arbres in-
férés a été évaluée a 1’aide de la méthode de rééchantillonnage bootstrap (Felsenstein, 1985)
avec 1000 répétitions.

Les séquences obtenues (Annexe 7) peuvent étre récupérées sous les numéros d’acces
GenBank MW229030-MW229046 et MW231892-MW231893.

4. ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES
Les données collectées des échantillons pollués ont fait I’objet de plusieurs analyses

statistiques en utilisant le logiciel SPSS de I’IBM (version 29.0.0.0 -241-).

- Une analyse de la variance (ANOVA a un facteur)

Une analyse des composantes principales (ACP)

Une analyse de la corrélation

Une analyse factorielle des correspondances (AFC)

Un chapitre entier dans la section Résultats est consacre a cette analyse.
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1. CARACTERISATION DE LA POLLUTION AUX HYDROCARBURES
AROMATIQUES DES SOLS DE PARCS INDUSTRIELS

Ce chapitre est structuré en deux parties traitant quelques propriétés

physicochimiques des échantillons de sol ainsi que les résultats du dosage des (HA) par

Spectrophotométrie-UV.

1.1 Parametres physico-chimiques des sols pollués
1.1.1 Granulométrie

L’analyse des différentes fractions constituant les échantillons de sol de la zone (S)
a donné les valeurs suivantes : sable (69.33%-74.45%), limon (3.42%-3.87%) et argile
(20.92%- 25.96%) ce qui révele une texture modérément fine de type limon sablo-argileuse
dans les trois sites en se référant au triangle des textures (USDA, n.d.).

La détermination de la texture des sols de la zone (R) n’a pas été effectuée (quantités
de sol insuffisantes). Plusieurs investigations faites dans la région de Ouargla ainsi qu’a
Hassi Messaoud ont rapporté une texture a dominance sableuse (Djidel, 2008; Koull, 2007;
Toth, 1965b).

Les données obtenues de I’analyse des paramétres chimiques des échantillons sont
indiquées dans le tableau 7.

1.1.2 Potentiel hydrogene

Les pH des échantillons prélevés autours des citernes A et C en zone S se trouvent
dans la gamme des pH alcalins (7,82 -8,45) tandis que les pH des échantillons B sont
Iégerement acides a neutres (6,25- 6,62). Les pH des échantillons de la zone R se trouvent
réparties entre des valeurs légérement acides (6.15 dans RBE?2) et des valeurs légérement
basiques (8,05 dans RCE3).

1.1.3 Capacite rétention d’eau

Les valeurs de la capacite de rétention d’eau (capacité au champs) des échantillons en
zone S varient de 32% a 55%, tandis que celles de la zone R sont comprises entre 17% et
35%. Il est toujours utile de ramener les sols a la saturation avant cette mesure afin d’éviter
la sous-estimation engendrée par 1’évaporation d’eau qui a lieu entre le temps de

prélévement et le temps d’analyse.

1.1.4 Matiére organique du sol
Les pourcentages de matiére organique des échantillons S sont compris entre 2.1% et

5.6% ce qui indique des sols moyennement pourvus a assez riches en cette matiere qui
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habituellement, ne constitue que 10% de la masse du sol. Pour les échantillons R, les
pourcentages ont été tres variables allant de teneurs faibles de 1’ordre de 0,5% a des teneurs

importantes de 20,70 %.

Tableau 7. Résultats des analyses chimiques des échantillons de sols provenant des deux
zones

Zone Site Echantillon pH CRE MO
S A SAE1l 8.05 55 5.6
SAE2 7.96 35 3.0
SAE3 8.45 40 3.8
B SBE1 6.62 45 4.2
SBE2 6.25 40 3.7
SBE3 6.34 44 4.0
C SCE1 8.15 39 4.0
SCE2 7.82 41 3.7
SCE3 8.19 32 2.1
R A RAE1 6.50 17 15.30
RAE2 6.56 20 10.48
RAE3 7.19 32 4.50
B RBE1 7.48 19 7.90
RBE2 6.15 23 22.70
RBE3 8.01 27 0.50
C RCE1 7.92 35 1.60
RCE2 6.88 35 3.60
RCE3 8.05 28 0.60
CRE : capacité rétention d 'eau (%), MO : matiere organique (%)

1.2 Teneurs des sols en hydrocabrures aromatiques

Cette analyse a consisté a déterminer une partie seulement de la concentration
globale du polluant formé d’un mélange complexe d’hydrocarbures pétroliers : c’est la
fraction aromatique (mono et polycycliques) qui ne constitue que 10 a 20 % seulement de
la totalité du polluant en masse. Le dosage des (HA) a été effectué par méthode
spectrophotométrique UV apres 1’étape de I’extraction.

Des spectres bruts ont été obtenus pour chaque extrait de sol, présentant une forét
de pics en relief, nécessitant une déconvolution spectrale afin de déterminer les différents
pics correspondant a la présence de différents (HA) dans I’extrait. Un exemple d’un spectre
déconvolué est présenté en figure 15. La totalité des spectres bruts ainsi que ceux des 17
(HA) références sont dans 1’annexe 2.

D’aprés les résultats obtenus, présentés dans le tableau 8, on peut classer nos

échantillons selon la concentration globale des (HA) en trois catégories :
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Figure 15. Spectre d’absorbance d’un extrait de sol aprés sa déconvolution.

e Solsavec X(HA)> 1000 mg/Kg : SAEL, SBE1, RAE1, RAE2 et RBE2

e Solsavec X(HA) entre 1000 et 100 mg/Kg : SAE2, SAE3, SBE2, SBE3, RBE1,
RCE1 et RCE3

e Solsavec X(HA)< 100 mg /Kg : SCE1, SCE2 et SCE3, RAE3, RBE3 et RCE2

Des concentrations tres élevées des HAM représentés uniquement par le benzéne ont
été détectées. Les autres hydrocarbures monocycliques du groupe (BETX) (Ethylbenzéne,

Toluéne, Xylene) n’ont pas été repérés.

Les échantillons SAE1, SBE1 ont présenté les plus fortes concentrations (5614,08
mg/kg et 4983,26 mg/kg, soit une abondance relative de 95,24% et 78,87%
respectivement). Tous les autres échantillons en contenaient aussi, les valeurs variaient de
5,25 a 333,92 mg/Kg (I’abondance relative variant de 43,37% a 75,56% comme indiqué

sur le tableau | en annexe 3).
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Tableau 8. Résultats du dosage des hydrocarbures aromatiques dans les échantillons de sol.

BNZcl NAPc2 ACEc3 ACYc3 FLRc3 PHNCc3 FLNc4 PYRc4 BAAc4 CRYc4 BBFc5 BAPCc5 DBACc5 GHIc6 I(HA)
(HA)

(mg/Kg) /
SAEL | 4983.26 | 0.00 | 4850 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 72.81 0.00 16.77 | 111.01 |5232.35
SAE2 5321 | 0.00 8.88 0.00 | 19.77 | 9.37 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00 3.07 23.08 | 117.38
SAE3 | 22545 | 38.64 | 36.14 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 58.45 0.00 14.67 85.94 | 459.29
SBE1 | 5614.08 | 41043 | 393.58 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 581.31 0.00 118.44 0.00 | 7117.83
SBE2 | 333.92 | 49.71 | 48.65 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 84.23 58.16 0.00 0.00 | 683.59
SBE3 58.67 | 11.61 | 11.25 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 21.53 0.00 7.40 0.00 | 131.93
SCEL | 4556 | 0.00 9.77 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 1.42 3.55 0.00 0.00 0.00 60.30
SCE2 18.95 | 0.00 2.74 0.00 5.81 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 2.31 5.00 0.00 1.83 5.94 4259
SCES3 5.29 0.52 0.00 0.00 1.69 0.00 0.80 | 042 | 031 0.27 0.66 0.50 0.00 1.72 12.19
RAE1 | 869.29 | 148.34 | 145.55 0.00 |295.29 | 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 246.99 0.00 48.87 0.00 | 1754.33
RAE2 | 82959 | 142.38 | 138.09 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 24255 0.00 4643 | 32220 | 1721.24
RAE3 | 4036 | 6.13 6.06 0.00 | 12.84 | 4.85 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 7.94 4.25 0.00 1361 | 96.02
RBE1 | 27424 | 0.00 31.91 0.00 | 160.67 | 0.00 0.00 | 0.00 | 1553 | 0.00 38.21 0.00 0.00 80.00 | 600.55
RBE2 |1656.53 | 0.00 | 270.10 0.00 |563.65| 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 48451 0.00 7890 | 621.49 | 3675.18
RBE3 | 15.80 | 0.00 0.00 3.12 5.35 2.45 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 26.72
RCE1 | 9159 | 0.00 0.00 7712 | 1338 | 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 97.25 0.00 19.87 | 129.17 | 428.39
RCE2 | 5929 | 0.00 0.00 6.63 0.00 0.00 0.00 | 479 | 0.00 0.00 8.87 0.00 2.38 1330 | 95.27
RCE3 | 361.87 | 0.00 56.69 0.00 |130.83 | 44.03 0.00 | 0.00 | 0.00 | 16.40 0.00 0.00 0.00 147.65 | 757.48
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Légende : BNZcl1(Benzene), NAPc2(Naphtaléne), ACEc3 (Acénaphtene), ACYc3 (Acénaphtyléne), FLRc3 (Fluorene), PHNc3(Phénanthrene), FLNc4 (Fluoranthéne),
PYRc4 (Pyréne), BAAc4 (Benzo[a]anthracéne), CRYc4(Chryséne), BBFc5 (Benzo[b]fluoranthéne), BAPc5 (Benzo[a]pyréne), DBAc5(Dibenzo[a,h]anthracéne), GHIc6
(Benzo[g h iJperyléne).

61




CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION

Pour les sols de la zone (R), I’échantillon RBE2 est le plus chargé (1656,53 mg/kg,
soit une abondance relative de 45,07%). Les autres échantillons contenaient des teneurs
allant de 15,80 a 869,29 mg/Kg (1’abondance relative varie de 21,38% a 62,24%, tableau I,
annexe 3).

Ces molécules volatiles, ont tendance a disparaitre en quelques heures dans le sol soit
en migrant rapidement vers I’eau souterraine, chose qui sera encore plus favorisée par une
texture sableuse du sol (en zone saharienne par exemple), soit en se volatilisant a
température ambiante. 1ls peuvent étre aussi biodégradés par une flore microbienne
spécifique et leur taux se trouve souvent inferieur aux autres (HA) a structure plus complexe
sauf en cas d’accident industricl ou de grandes quantités de pétrole sont déversées
(Kuykendall, 2008).

Par ailleurs, ’abondance des (HAP) dosés dans 1’ensemble des échantillons de la zone
(S) en fonction du nombre de noyaux aromatiques se trouve dans 1’ordre décroissant
suivant : (HAP) 5 cycles >3 cycles > 2 cycles > 6 cycles > 4 cycles (figure 16). Leur
abondance relative varie dans I’intervalle 1,71% - 32,39%

De son cote, I’abondance des (HAP) dans la zone (R) est comme suit : (HAP) 3 cycles>
6 cycles> 5 cycles> 2 cycles > 4 cycles (figure 17) avec une abondance variant de 2,15% a
30,15% (tableau I annexe 3).

En comparant nos résultats aux seuils des concentrations admissibles d'HA dans les
sols, élaborées par ’'USEPA (tableau IV en annexe 5) qui varient entre 0,2 et 2 mg/Kg de
sol sec, nous constatons que les concentrations déetectées dans nos échantillons sont
nettement supérieurs allant de 6,90 a 2018,65mg/Kg de sol sec.

Plusieurs travaux et articles ont rapporté I’existence de fortes concentrations des (HA)
dans des sols industriels. Par exemple Crone (2013) avait rapporté 21310 mg/Kg sur un
ancien site industriel de distillation du goudron et 32,78 & 53,22 mg/Kg dans une usine a
gaz. Wick et al. (2011) indiquent un taux des (HAP) total de 821 mg/kg dans un site
pétrochimique. Wang et al. (2018) ont trouvé 1,01 mg/Kg a 18,07 mg/Kg dans la couche
du sol allant de 0 a 10 cm dans des zones contaminées au pétrole brut et Howard et al.
(2021) ont indiqué 23,46 mg/kg a 89,89 mg/kg dans une zone de raffinage du pétrole brut.

Les figures 16 et 17 qui representent le Logio des concentraions des HA par catégorie
dans les differents échantillons de sol, classés selon le nombre de cycles benzéne qu’ils
contiennent, montrent globalement que les sols les plus pollués présentent des nombres
bactériens faibles par comparaison a ceux qui sont moins pollués, ce qui va étre detaillé

dans la prochaine partie du chapitre.
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Figure 16. Distribution des (HA) et des bactéries dans les échantillons de la zone SKIKDA
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1.3 Discussion
La texture

La texture du sol est considérée comme un facteur clé dans sa réponse a la pollution
(Ahmadi et al. 2021). Les sols ayant une texture a dominance argileuse ou limoneuse, ont
tendance a retenir beaucoup d’eau, deviennent humides, puis durs et compacts au sechage
(Lemiére et al., 2001). A juste titre, dans la zone Skikda, les sols autours des citernes de
stockage sont compact, durs et fissurés, alors que les sols désertiques en générale, présentent
une texture particulaire et une structure trés fragile.

Le pH du sol, joue un role crucial dans la mobilité et disponibilité des polluants et il est
influencé par sa texture (Boekhold & Meeussen, 1993). En effet, les sols argileux ont un pouvoir
tampon stabilisant le pH en cas de fluctuation, alors que le pH des sols sableux est instable,
variant entre 1’acidité et 1’alcalinité selon les conditions environnantes (USDA, 2014).

De plus, la charge négative des minéraux argileux est responsable de la structure
floculée du sol ce qui augmente la CRE en cas d’une 1égere pollution (Burckhard et al., 2004)
et la réduit lorsque les quantités de polluants sont importantes. Ceci va rendre le sol hydrophobe
exercant une répulsion de I’eau (Wei & Li, 2018).

Par ailleurs, les sols a texture fine (riche en argile surtout et en limon) stockent la matiére
organique (El-kamali et al., 2017) agissant ainsi sur la sorption des hydrocarbures a la matrice
du sol, qui vont s’accumuler et devenir inaccessibles. Avec le temps, les nutriments s’épuisent
dans le milieu et la charge microbienne diminue (Lyszczarz et al., 2021).

Au contraire, lorsque le sol est plus grossier (sableux) et pauvre en argile, la matiére
organique native ou pétrogénique sera plus disponible aux microorganismes (Tourinho et al.,
2012) mais qui reste dépendante des pluies et du lessivage.

De son cote, I’association des microorganismes aux particules du sol est aussi influencée
par sa texture. Sessitsch et al. (2001) ont démontré que les particules fines supportaient plus de
microorganismes que celles a grande taille. Seaton et al. (2020) ont constaté que les
microorganismes ont plus d’affinité pour I’argile alors que Chau et al. (2011) ont trouvé que la
richesse bactérienne augmente avec 1’augmentation de la texture grossiere ce qui prouve que
les particules de sable sont importantes pour certains taxons microbiens, mais les particules
d’argile et de limon attirent plus de microorganismes.

Le pH

Des études antérieures ont montré que la contamination du sol par le pétrole brut

entraine une alcalinisation de ce dernier, c’est le cas notamment de la recherche menée par

Wang et al., (2013) sur I’effet du pétrole brut sur les sols du parc national de Momoge en Chine.
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Ceci peut étre du soit a la nature hydrophobe du pétrole, qui rend la couche superficielle du sol
potentiellement séche et saline, soit & I’accumulation des bases échangeables (comme le Ca?*
ou Na") et la réduction de la capacite d’échange cationique (CEC). La détermination de la CEC
et des cations échangeables dans notre expérience aurait apporte plus d’information a ce propos.

En zone S, les pH sont majoritairement alcalins sauf dans le site B, puisqu’il s’agit d’un
dépdt qui recevait périodiquement des sols contaminés durant quelques années. 1l semble que
le processus de vieillissement de la pollution (age), son degré et le type de produits déversés
jouent un réle important dans les changements que subissent les sols. Des valeurs de pH acides
ont été enregistrées et qui peuvent étre expliquées selon Ahmadi et al., (2021) par une
accumulation de composés acides provenant du pétrole comme 1’azote, le soufre et les métaux
lourds ou des métabolites acides issus de la biodégradation microbienne des hydrocarbures
pétroliers comme 1’explique Alharbi et al., (2018b). Les données rapportées sur ce dernier
article ont montré que le pH a tendance a augmenter au début de la pollution, mais au fils du
temps (apres 60 jours de I’expérience) les valeurs diminuent et deviennent acides dii a I’activité
microbienne.

Les pH enregistrés dans les sols de la zone R été variables et pas homogénes. La nature
géologique des sites sahariens arides et la texture sableuse de leurs sols influent sur le pouvoir
tampon de ceci, rendant les pH instables.

La présence de carbonate de calcium peut étre a I’origine de I’alcalinité¢ de certains
échantillons de sol (Karabi et al., 2016). Les pH alcalins peuvent aussi refléter une
accumulation des ions Na*, c’est le cas notamment des sols de la région saharienne de Oued
Righ pres de Ouargla, étudiés par Boumaraf, (2015). Le climat sec, I’évaporation d’eau sous
hautes températures et vents, la salinisation (Hamdi-Aissa et al., 2004) ainsi que 1’introduction
de polluants et les variations chimiques et biologiques engendrées par celle-ci sont aussi des
phénomenes qui peuvent changer les valeurs de pH vers 1’acidité.

La capacité de rétention d’eau

Les données bibliographiques indiquent que la capacité de rétention d’eau d’un sol
propre varie en fonction de sa texture, par exemple un sol limon argilo-sableux présente une
CRE avoisinant 24% (pourcentage massique) (Massenet, 2012). Des valeurs allant jusqu’a 31%
ont été détectées par Brakorenko et Korotchenko (2016) dans leur travail sur un sol de type
limoneux. Cependant, ces valeurs ont tendance a augmenter lorsqu’il s’agit d’un sol pollué.

En effet, I’introduction d’hydrocarbures dans la matrice du sol va changer ses propriétés

hydrauliques. Selon Burckhard et al. (2004), si le volume introduit est relativement faible,
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I’huile va inhiber la mobilité de I’eau qui sera de plus en plus retenus et des faibles forces
attractives de Van der Waals vont relier I’argile a 1’eau.

En revanches, la rétention de 1’eau par le sol est dépendante aussi de plusieurs autres
facteurs, comme la quantité¢ d’argile entrant dans sa composition, ainsi que sa richesse en
matiére organique. D’aprés les travaux de Ahmadi et al. (2021), les particules fines d’argile
remplissent les pores entre les particules de sable, modifiant ainsi la structure du sol qui devient
alors floculée en plus de I’affinité élevée entre la matieére organique et I’eau. Contrairement, si
le sol recoit de fortes teneurs d’hydrocarbures, ils vont occuper les pores et expulser 1’eau
réduisant ainsi la CRE.

De plus, la saison, la température et les précipitations sont une source importante de la
variation de 1’eau d’un sol (Wang et al., 2013).

Néanmoins, les sols sahariens a dominance sableuse sont filtrants, ayant tendance a ne pas
retenir de grandes quantités d’eau vu leur texture particulaire grossiére. Selon Cornei (1980), la
prédiction des caractéristiques hydriques d’un sol sableux se base sur la détermination de sa
teneur en particules fines et en matiere organique. Malgré cela, la présence du pétrole peut
favoriser la rétention d’eau par le sol quand sa concentration n’est pas trés excessive. Cela peut
étre le cas observé dans nos échantillons puisque les valeurs de CRE les plus importantes sont
enregistrées dans les sols les moins pollués (de 27% a 35%) et elles deviennent de plus en plus
faibles dans les sols les plus pollués (< 23%).

La matiere organique

Pour sa part, I’analyse de la mati¢re organique, en particulier des sols sahariens, a
montré que les sols extrémement pollués sont ceux qui contiennent de grandes quantités de
matiére organique a savoir ; RBE2, RAEL, RAE2 et RBE1(22.70%, 15.30%, 10.48% et 7.90%
respectivement). Ceci laisse penser que I’origine de la matiére organique dans ces échantillons
est probablement la masse solide pétrogéniques. Des valeurs de 0.5% et 2.23% ont été
déterminées dans 1’étude de Karabi et al. (2016) sur deux sols de la région aride de Ouargla.
Nguemté et al., (2022) avait détecté un taux de 5,3% de matiére organique dans un sol sablo-
limoneux pollué aux hydrocarbures.

Selon Yadete (2006), la teneur en matiére organique d’un sol varie selon sa texture de
0,344% dans les sols trés sableux arides a plus de 86% dans les tourbes.

En outre, les différents horizons du sol ne présentent pas tous la méme contenance en
matiere organique. Nos échantillons sont prélevés en surface (5 et 15 cm) qui se distingue par
I’absence d’une couverture végétale importante (quelques herbes en périphérie). Ces taux

peuvent alors étre attribués en majorité aux hydrocarbures déversés sur ces sols, qui constituent
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un apport important de matiere organique et par conséquent de carbone organique, mais ceci ne
sera confirmé que par une analyse detaillée de ses composantes. Selon Fallah et al. (2015), les
sols recevant un déversement ou des déchets pétroliers présentent une augmentation importante
dans le taux de carbone organique total et donc de matiére organique. Les résultats des travaux
de Arocena et Rutherford (2005) confirment cette hypothese.

Les teneurs en (HA) des sols

Les (HAP) sont peu solubles dans 1’eau, ils ont tendance a persister longtemps en se liant
fortement aux particules solides comme le sol et les sédiments (Genies, 2013) et cette
persistance est d’autant plus grande que le nombre de cycles benzéniques est grand et leur poids
moléculaire est elevé. Tel est le cas pour les (HAP) dont seize considérés par I’US-EPA, comme
étant des polluants prioritaires dd aux caracteres mutagéne et cancérigéne de certains d’entre
eux (selon le centre international de recherche sur le cancer-CIRC). lls sont aussi classés comme
polluants organiques persistants (POP) (Wang et al., 2018).

Parmi eux, 12 ont été détectes dans chacune des zones étudiées, en fortes teneurs dépassant
les normes mais dont la somme reste généralement inférieure a celle du benzéne, qui est
monocyclique. En résume, les (HAP) a toxicité aiglie (BAAc4, BAPc5 et DBACS), les
cancerigénes probables (PYRc4, BAAc4, CRYc4, BBFc5, BAPc5, DBAC5) ou mutagenes
confirmés pour ’Homme (FLrc3, PYRc4, BAAc4, CRYc4, BAPcS et DBAcS) ont été détectés.
Il est donc important de mettre 1’accent sur les concentrations des (HAP) qui se trouvent dans
nos échantillons indiquant donc leur forte pollution et les risques de toxicité en cas d’exposition.

Le type de parcelle et I’activité pratiquée la-dessus déterminent les criteres auxquels il faut
se référer, les seuils et les voies d’exposition des humains & ces polluants ainsi que les
conséquences qui en découlent. Par exemple un sol urbain est plus susceptible de contenir des
taux ¢levés d’hydrocarbures et sera donc plus pollué¢ qu'un sol agricole. Encore plus s’il s’agit
d’un sol industriel comme les zones pétrochimiques, ou 1’origine de ces polluants sera

essentiellement pétrogénique.
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2. BACTERIES HYDROCARBONOCLASTES ET PRODUCTRICES DE
BIOSURFACTANTS/BIOEMULSIFIANTS ISOLEES DES SOLS DE LA RAFFINERIE
DE SKIKDA ET bU CHAMPS PETROLIER RHOURDE EL BAGUEL

Cette partie du chapitre est consacrée a I’analyse microbiologique des échantillons de sol
pollués, allant d’une mise en culture et d’une caractérisation phénotypique des bactéries aérobies,
au criblage de celles qui produisent les biosurfactants/bioémulsifiants avec I’identification par

séquencage d’un fragment du géne ADNTr 16S, de quelques isolats.

2.1 Dénombrement sur gélose de la flore aérobie mésophile dégradant le pétrole

Le dénombrement de la flore cultivable aérobie mésophile sur gélose contenant le pétrole
brut comme unique source de carbone a donné des nombres compris entre 3x102 et 3x10° UFC/g
de sol des échantillons de la zone (S). Pour les échantillons de la zone (R), des nombres allant de
2,9x10% & 5x10° UFC/g de sol ont été obtenues (tableau 9). Ces nombres sont inférieurs a ceux

d’un sol non pollué qui peut contenir jusqu’a 10° UFC/g (Bhattarai, 2015).

Tableau 9. Résultats du dénombrement bactérien sur milieu solide.

Zone Echantillon N (UFC/g)
S SAE1 3.00E+02
SAE2 1.50E+04

SAE3 2.00E+04

SBE1 1.90E+04

SBE2 2.00E+05

SBE3 3.00E+05

SCE1 1.50E+05

SCE2 1.60E+05

SCE3 2.50E+05

R RAE1 9.00E+03
RAE2 7.00E+03

RAE3 2.10E+04

RBE1 1.50E+04

RBE2 2.90E+03

RBE3 5.00E+05

RCE1 1.20E+04

RCE2 2.00E+04

RCE3 6.00E+03

RAE1 9.00E+03

D’autres ¢tudes réalisées sur des sols pollués par des hydrocarbures ont montré des

résultats proches des notres, d’environ 1x10° UFC/g (Ghazali et al., 2004), 3,5x10° UFC/g
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(Chikere et al., 2009), 4,41x10%a 2,40x10% UFC/g (Alrumman et al., 2015), environ 1,70x10°
(Olukunle, 2020) et 1,71 x 10° & 1,35x10° UFC/g (Okafor et al., 2021).

2.2 Caractérisation des bactéries productrices de Bs/Be

A partir des échantillons de sols pollués des deux premiers sites A et B de chaque zone,
ensemencés sur un milieu contenant 2 % de pétrole brut comme seule source de carbone, un total
de 50 isolats de la zone (S) et de 44 isolats de la zone (R) ont été isolés apres 72h d’incubation,
a ’exception d’un isolat ayant pris cing jours pour pousser. Apres leur purification par repiquage
successifs sur gélose nutritive et coloration de Gram, les tests de détection de Bs/Be ont été
réalises.

Parmi ces isolats, 34 de la zone (S) et 31 de la zone (R) ont montré une production positive
a travers I’émulsification du kéroséne (E24) et le déplacement de la couche de pétrole (DDH) en
surface de 1’eau. Des résultats positifs ont également été observés pour les tests qualitatifs de
I’effondrement de la goutte (EG) a la surface hydrophobe du parafilm M ainsi que 1’hémolyse
du sang (HS) (tableaux Il et 11l en annexe 4).

Le pourcentage global de bactéries produisant les Bs/Be était presque pareil dans
I’ensemble des échantillons des deux zones (68% dans S et 70% dans R) (figure 18). Les
bactéries ayant donné des réponses négatives ont été estimées a 16 isolats dans la zone S et 13
isolats dans la zone R. Ceci laisse penser qu’elles peuvent avoir d’autres mécanismes pour
accéder aux sources hydrophobes ou bien aux sous-produits résultant de leur catabolisme.

Sur 34 bactéries productrices issues de la zone S, 74% sont Gram positives et 26% sont
Gram negatives, tandis que sur les 31 isolats de la zone R, le pourcentage des Gram négatives

est supérieur (58% Gram négatives et 42% Gram positives) (figure 19).

Zone S

26% a

Gram
32% négatif o

0
68%

Productrices Gre_lr‘_n
positif

Figure 18. Proportion des isolats de la zone (S) produisant les Bs/Be par rapport au nombre

total de bacteries et leur répartition selon leur Gram.
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Zone R
58% a e
70% Grz:m positif
Productrices négatif

Figure 19. Proportion des isolats de la zone (R) produisant les Bs/Be par rapport au nombre

total de bactéries et leur répartition selon leur Gram.

Les résultats de la caractérisation de quelques propriétés phénotypiques selon les
protocoles décrits par les auteurs Delarras, (2007) et Joffin & Leyral, (2009) dans leur ouvrages
sur les techniques d’analyses microbiologiques (milieux de culture en annexe 1) ont permis de
classer les isolats en phénogroupes qui différent par leurs caracteres morphologiques et
biochimiques et de les assigner a plusieurs taxons. Les tableaux 10 et 11, recapitulent les données
phénotypiques établies.

En zone (S), six phénogroupes a Gram positif et cing a Gram négatif ont été identifiés
appartenant a deux principaux embranchements a savoir : Bacillota et Pseudomonadota.
Comparativement, dans la zone R, il y a eu huit phénogroupes a Gram positif et cing a Gram
négatif. Les isolats appartiennent & trois embranchements : Actinomycetota, Bacillota et
Pseudomonadota.

Nous avons constaté que la population bactérienne aérobie est plus diversifiée dans la
zone saharienne R par rapport a la zone humide S, inversement au nombre bactérien qui est de
plus en plus important en zones tempérées. Toutefois, la mise en culture ne permet de détecter
qu’une faible proportion des bactéries qui tolerent ou dégradent les hydrocarbures dans les sols.
Le criblage de bactéries ayant la capacité de produire des molécules leur permettant de rendre
accessibles les sources de carbone hydrophobes, va encore réduire le nombre de taxons détectés,
soit pour des raisons d’absence de cette capacité, soit a cause des limites qu’imposent les
techniques de détection de ces molécules. Les figures 20, 21, 22 et 23 illustrent les différentes

observations macroscopiques et microscopiques de nos isolats.
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Tableau 10 : Caractéres phénotypiques des bactéries a Gram positif isolées de la zone de Skikda (S).

Phénogroupes Caracteres morphologiques Caracteres biochimiques
et genre Isolat . . Forme et mode Spr de .
suspecté Gr. Forme de colonie Pig. regroupement Mob. resistance 02 Nit. | Oxy. | Cat. | Amy. | Lec. | Cas. | NaCl
SAl
Bacillus sp SA3 + Mucoide lobée opaque - Bacilles isolés + + AS + + + + + + 6%
' SB7
SA2
SS,:fO + Rugueuse irréguliére i Gros bacilles isolés + . AAF N i N . . . Ny
Bacillus sp. | “gpe opague ou en chaine 0
SAT7
SA4
SA6 . S
Grosse colonie Gros bacilles isolés
+ S - . + + + + + + + + 9
Bacillus sp. gﬁié irréguliére opaque ou en chaine AAF 6%
SA16
SAL7 + Grosse colonie ) Gros bacilles isolés + + AAF + i + + + + 6%
Bacillus sp. irréguliere opaque ou en chaine
SA1l
SB8 + Ronde bossue ) Trés gros bacilles + + AS i + + + + + 9%
Bacillus sp. SB11 crémeuse opaque isolés 0
SB14
SA8
SA15
SBl Ondulee irréguliére
sacillussp, | 556 | * Opaqug - Bacilles isolés + + AS | + - T
' SB10
SB12
SB13
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Tableau 10 (suite) : Caracteres phénotypiques des bactéries a Gram négatif isolées de la zone de Skikda (S).

Phénogroupes et

Isolat

Caractéres morphologiques

Caractéres biochimiques

Forme et

taxon suspecté Gr. Fsglrg ﬁige Pig. mode Mob | 02 | Nit. | Oxy. | Cat. Gel | ADH Amy. Lec | Lev T(°C)
regroupement
Pseud SAl4 - U ueusé verdatre Bacilles isolés + AS | + + + + + + + - )
seudomonas sp- | - g 91e diffusible 4°C ()
irisée
SAL8 Clrcula}lre A 1°C
ondulée, Bleu verdatre e
SB3 - e Bacilles isolés + AS | + + + + + + - - )
Pseudomonas sp. rugueuse diffusible .
SB4 A 4°C (-)
irisée
Convexe a1°c
. L Rouge non . AA )
Serratia sp. SA19 ronde lisse diffusible Bacilles courts + E + + / / / / 4°C (4)
opaque
Entiére a1°c
SB9 ) ronde lisse ) Bacilles isolés N AA + i N ) ) i ] N (+)
Enterobacteriaceae irisée ou en paire F 4°C (+)
. 41°C
. Coccobacilles
. SB15 - Rorpelllsse - isolés ou en + AA + - + - + - - - °(+)
Enterobacteriaceae irisée paire F 4°C (+)

Couleur grise : indique les souches sectionnées comme représentatives de chaque phénogroupe.
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Tableau 11 : Caractéres phénotypiques des bactéries a Gram positif isolées de la zone de Rhourde el baguel (R).

Phénogroupes Caracteres morphologiques Caractéres biochimiques
et taxon Isolat Forme de - Forme et mode Spr. de . Caractére
suspecté Gr. colonie Pig. regroupement Mob. résistance 0. Nit. | Oxy. [ Cat. | Amy. | Lec. | Cas. Supp.
Irréguliére, Gros bacilles Pousse 3
. RA4 + rugueuse, - isolés ou + + AAF | + - + + + + o) 1»
Bacillus sp. plate, opaque streptobacilles 6% d’NaCl
Irréguliére Ry 5
il | W5+ | o | S D a e| fee
acillus sp. opague p o
Croissance
Punctiforme Diplocoques ou et
N i i i N i . i g
Staphylococcus | RAll opague tétrade AAF / / acidification
sp. sur
Chapman
RB2
RB3 . Gros Cocci
Punctiforme o
RB4 - isolés,
. + convexe, lisse | Jaune . - - AS + - + / / / /
Micrococcaceae | RB5 opaqUe diplocoques ou
RB6 Paq en amas
RB14
Entiére Bacilles isolés
. RB7 + | circulaire lisse - X + + AAF + - + / / / /
Bacillus sp. ou en chaine
opaque
. RBS + Rh|‘20|de, i Gros baqllles en i + AAF + i + / / / /
Bacillus sp. séche chaine
Irréguliére, Gros bacilles
Bacill RB9 + rugueuse, - isolés ou en + + AAF + + + / / / /
actiius sp. plate, opaque chaine
Irréguliere
adhérente Réseal Croissance
Actinomycetes | RB13 + couverte de - . - - AS + + + / / / lente
- filamenteux X
mycélium (5 jours)
aérien blanc
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Tableau 11 (suite) : Caracteres phénotypiques des bactéries a Gram négatif isolées de la zone de Rhourde el baguel (R).

Phénogroupes et

Caracteres morphologiques

Caracteres biochimiques

) Isolat
taxon suspecté 5
Gr, | Formede pig. | Formeetmode |\l 0, | Nit. | Oxy. | Cat. | Gel. | ADH | Amy. | Lec. | Lev. | CATACtere
colonie regroupement Supp.
RA1
RA2
RAG6 Ondulée
RA7 circulaire Bleu
verdatre | Baciles isolés ou 41°C (+)
Pseud RALZ | - rugueuse igment en paire * AS | # * * * " " * i 4°C (-)
seudomonas sp. RA13 Translucide dF;fgf;usible P
RA14 Irisée
RA16
RA17
RA3 . 41°C (+)
Entiére, . 4°C (+)
RA9 - irréguliere - Coccobacilles + AAF + - + - + - - + Ferment
Enterobacteriaceae | RA10 lisse gt opaaLe isolés lac. avec
RA15 Pag :
gaz
G i Incrustee dans Coccobacilles
B e[t1’re'lm(()3nnu RA8 - la gélose, Jaune isolés, en paire + AS + + + - - + / / 41°C (+)
ac erlle a oram RB11 opaque seche ' p, 4°C ()
négatif . Ou groupés
irréguliéere
Circulaire Coccobacilles
Moraxellaceae RB1 - convexe lisse - isolés ou en - AS + + + / / / / / /
opaque paire
RB10 Plissée Rg:‘ugne' 41°C ()
Pseudomonas sp. RB12 - butyreuse plate . Bacilles courts + AS + + + - - / / / R
) pigment 4°C ()
adhérente o .
diffusible

74




CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION

Figure 20. Photographies des observations macroscopiques et microscopiques des différents aspects des bactéries a Gram (+)

de la zone (S).
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Figure 21. Photographies des observations macroscopiques et microscopiques des différents aspects des bactéries a Gram (-) de la zone (S).
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Figure 22. Photographies des observations macroscopiques et microscopiques des différents aspects des bactéries a Gram (+)
de la zone (R).
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Figure 23. Photographies des observations macroscopiques et microscopiques des différents aspects des bactéries a Gram (-) de la zone (R).
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2.3  Activité de surface et activité d’émulsification chez les souches sélectionnées

Onze bactéries de la zone (S) et neuf de la zone (R) ont été sélectionnées comme

meilleures souches productrices en se basant sur les résultats des tests de détection des

Bs/Be (tableau 12). Quelques photographies des résultats positifs des différents tests sont

en annexe 8.

Tableau 12. Résultats des tests de détection de production de Bs/Be chez les souches

bactériennes sélectionnées.

Zone Souche Gram Ezs (%) DDH (cm) HS EG
Moy. | ET Moy. | ET | Niveau | Type | Niveau
S SA3 353 356 |4.20 |0.00 | ++++ B ++++
SA8 52.22 12051 | 3.90 | 0.00 | +++ B +++
SA9 Positif 51.28 | 10.63 | 3.20 | 0.00 | ++++ B +++
SA12 2729 11790 | 2.60 | 0.00 | ++++ B +
SAl7 19.96 | 3143 | 247 | 0.12 | ++++ B +
SB11 38.40 | 1857 | 280 | 0.00 | + o +
SA18 58.18 | 1443 | 3.37 | 0.06 | ++ B ++
SA19 58.18 | 9.09 |[2.60 |0.00 |+ o +
SB4 Négatif | 62.42 | 7.35 |3.40 | 0.00 | ++ B ++
SB9 36.86 | 2442 | 257 | 0.06 |+ o +
SB15 33.02 | 2459 | 323 |0.06 |+ o +
R RA3 Négatif |56.97 | 11.11 | 2.73 | 0.12 | ++ B +
RAS8 56.29 | 10.84 | 250 | 0.20 | +++ B +
RA14 3162 1123 370 |0,10 |+ B +++
RB10 10.87 | 4.00 |3.30 |0.20 |+ B /
RB1 6,92 1045 |049 |0,04 |- v /
RB6 Positif 1083 | 1.12 | 222 |0.81 | ++ B /
RB8 16.00 {495 [1.26 | 0.05 | +++ B /
RB9 3.76 118 280 |0.10 | ++ B /
RB13 6.79 074 121 |0.02 | ++ B /
Control 0 0 0 0 - / -
Echelle des niveaux : Fort (+++), bon (+++), moyen (++), faible (+), nul (-), ET : Ecart-type, E :
Indice d’émulsification, DDH : Diamétre de déplacement d’huile, HS : Hémolyse de sang, EG :
Effondrement de goutte, @ : Diamétre.

2.3.1 Chez les bactéries a Gram négatif

En zone (S), Les meilleures valeurs de Ez4 ont eté obtenues pour les souches
Pseudomonas sp. SB4 et SAL8, suivies de la souche Serratia sp. SA19 puis le
sEnterobacteries sp. SB9 et SB15 avec des valeurs de E24 (%) de :
(62,42+7,35>58,18+14,43>58,18+9,09>36,86+24,42 >33,02+24,59 respectivement).

En paralléle, de forts DDH ont été observés pour les deux souches Pseudomonas
sp. SB4 et SA18 suivies des entérobactéries SB15, SA19 et enfin SB9 avec des valeurs
respectives de DDH (2 en
(3,40+0,00>3,37+0,06>3,23+0,06>2,60+0,00>2,57+0,06).

cm) comme suit :
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D’un autre co6té, les pseudomonades ont montré une activité -hémolytique sur
gélose au sang tandis que les entérobactéries avaient toutes une activité a-hémolytique
(tableau 12).

En zone (R), la souche Gram négative RA3 parmi les entérobactéries a montré la
meilleure valeur de E24 suivie des souche RAS8, puis. RA14, RB10, et enfin RB1 avec une
tres faible activitt. Les wvaleurs de E24 (%) sont comme suit:
(56.97+11,11>56.29+10,84>31,62 +1,23>10.87+4,00>6,92+0,45).

Parallelement, Pseudomonas sp. RA14, avait montré le meilleur DDH, suivie de
RB10, RA3, RAS,. RBI avec des valeurs (en cm) dans D’ordre qui suit
(3,70+0,10>3,30+0,20>2,47+0,05>2.42+0,06>0,49+0,04).

Toutes ces bactéries ont donné une B-hémolyse du sang a I’exception de
Psychrobacter sp. qui est non hémolytique. Un résultat positif pour le test d’effondrement
de la goutte a été observé chez la majorité des bactéries.

La mesure de I’activité de surface au moyen des tests quantitatifs d’émulsification
et de déplacement d’huile a fait I’objet de différentes études ayant noté des valeurs de E24
variables. Voici quelques exemples chez des bactéries a Gram négatif : Patowary et al.
(2017) avaient trouvé 88% pour P. aeruginosa PG1, Mnif et al. (2011) ont détecté 77 %
pour P. aeruginosa (FJ948174) et 50% pour P. stutzeri (AJ295681) alors que Li et al.
(2021) ont trouvé E2s= 22,1% pour P. aeruginosa DM3. Nayarisseri et al., (2018) ont
détecté un E24=15% pour Escherichia coli. En ce qui concerne le déplacement d*huile, cette
derniére souche a donné un DDH=7,39 cm, alors que Rani et al., (2020) ont trouvée un
DDH=2,2 cm pour Pseudomonas sp. E14.

En revanche, nous avons constaté que 1’émulsion formée par certaines souches a
Gram négatif reste stable pour une durée d’une semaine (chez Serratia sp. SA19, les
souches RA8 et RB10, et la Pseudomonas sp.RA14) et pendant plus d’un mois pour
d’autres (Pseudomonas sp. SB4 et SA18). Nous pensons ainsi que ces bactéries produisent
les deux molécules. Lovaglio et al. (2011) ont aussi trouvé une émulsion stable de la souche
P. aeruginosa LBI qui a duré 30 jours. Ceci est probablement di a I’action stabilisante du
Be qui recouvre les gouttes d’huile émulsionnées empéchant ainsi leur coalescence (Ron

& Rosenberg, 2002).

2.3.2 Chez les bactéries & Gram positif
Divers résultats ont été obtenus au sein du groupe des bactéries Gram positives de

la zone (S). Pour I’indice d’émulsification, les souches Bacillus sp. SA8 et SA9, suivies de
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SB11 puis Bacillus sp. SA12 et SA17 et enfin Bacillus sp. SA3, ont montré des valeurs de

E24% dans [’ordre décroissant suivant :
(52,22+20,51>51,28+10,63>38,40+18,57>27,29+17,90>19,96+31,43 et enfin
3,53+3,56%).

Pour les DDH : Bacillus sp. SA3, avait montré la meilleure valeur suivie de Bacillus
sp. SA8 et SA9, SB1l1l, Bacillus sp. SAl12 et SAl7 (QD=4,2+
0,00cm>3,90+0,00>20+0,00>3,23+0,06>2,60+0,00 et 2,47+0,12 respectivement).
(Tableau 12).

Une activité f-hémolytique a été notée pour toutes a part Priestia sp. ayant présenté
une activité a-hémolytique.

En zone (R), le pouvoir émulsifiant était faible. Les souches Bacillus sp. RB8, les

Micrococcaceae RB6, Bacillus sp. RB9 et I’actinomyceéte RB13 ont montré des indices
d’émulsification décroissants ainsi : (16£4,95%>10,83+£1,12>6,79+0,74 et 3,76%1,18)
respectivement.
Les valeurs de DDH ont aussi été faibles suivant un ordre décroissant de
(2,83+0,12>2,22+0,81>1,28+0,05 et 1,21+0,02) chez RB9, RB6, RB8 et RB13
respectivement. Toutes ces souches ont exprimé une activité f-hémolytique. La souche
Staphylococcus sp RA11, a par contre, été perdue.

Par comparaison de nos résultats a d’autres travaux ayant mesuré ces activités sur
des bactéries a Gram positif, des valeurs supérieurs ou avoisinant les nétres ont été
enregistrées. Joy et al. (2017) avaient trouvé des valeurs de E24= 65,23% pour Bacillus sp.
SLDBL1 et 61,35% pour Bacillus sp. SB2. Nayarisseri et al., (2018) ont trouvé un E24=
87% pour B. subtilis ANSKLABO3. Pour le test de déplacement d’huile, Rani et al., (2020)
ont indiqué des valeurs de DDH variant de 1,6 a 3,8 cm pour plusieurs espéces du genre
Bacillus. Nayarisseri et al. (2018) ont trouvé un DDH = 2,5 cm pour Bacillus sp. Une étude
récente par Ayoib et al. (2023) sur un ensemble de souches d’actinomycétes a montré des

valeurs de Ea4trés variées allant de 3 a 61%.
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2.4 Discussion
Reduction de la biomasse et de la diversité bactérienne

Des études ont prouvé que la biomasse microbienne et I’activité enzymatique sont
réduites par I’introduction de divers hydrocarbures dans la matrice du sol et par conséquent,
la diversité de la population. Saadoun et al., (2008) ont constaté une réduction de la
population microbienne d’environ 50 a 92 % dans les sols gravement pollués par rapport a
la charge initiale. Alarcon et al., (2019) ont également considéré I’effet négatif des
hydrocarbures pétroliers agissant ainsi comme des molécules toxiques sélectives. Leur
présence massive réduit la disponibilité de I’eau, des nutriments et de 1’énergie, générant
des interactions concurrentielles entre micro-organismes. Il semble que les nouvelles
conditions physicochimiques et la disponibilité des hydrocarbures favorisent des
microorganismes bien adaptés et contrélent la capacité et le rendement de la dégradation
bactérienne par la flore indigene (Aizhong et al., 2013).

Les caractéristiques physicochimiques et microbiennes des sols arides sont
différentes de celles des régions humides et subhumides. Comparativement a d’autres
recherches menées dans des écosystemes pareils, les résultats du dénombrement bactériens
qu’on a effectué s’avérent inférieurs ou supérieurs a leurs résultats.

Une étude de la flore bactérienne des sols du désert d’Atacama par Lester et al.
(2007), avait montré de faible nombres bactériens allant 102 & 10* UFC/g. Bodour et
al.,(2003) ont trouvé que des sols propres de texture sableuse, issus de régions arides, non
perturbés par des polluants peuvent contenir jusqu’a 10° UFC/g de sol sec, tandis que des
sols pollués aux hydrocarbures de la méme région, ont montré des résultats allant de
1,5x10° & 8,1x10” UFC/g de sol sec selon le type de polluants détectés. Saadoun et
al.,(2008) avait aussi trouvé des nombres bactériens qui peuvent aller jusqu’a 2,37x10’
UFC/g.

La communauté microbienne change sous ’effet de plusieurs conditions a savoir ;
le pH, la salinité, le carbone organique total et I’azote. Cependant, les principales variations
dans les climats chauds sont di aux précipitations et aux températures moyennes annuelles.
En effet, selon ’article de synthése de Vasquez-Dean et al. (2020) basée sur 66 recherches
sur des échantillons de sols issus de 327 sites arides du monde entier, il a été conclu que ce
type d’écosystemes se caractérise par une faible précipitation, une forte évapotranspiration,
un fort rayonnement solaire et une pauvre couverture végétale ce qui contribue au stress

hydrique et module la flore microbienne en termes de nombre et de diversite.
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Efficacité des tests de détection Bs/Be produits

L’activité de surface et I’activité d’émulsification assurées par la production de Bs
et/ou Be, sont d’importantes propriétés chez les bactéries hydrocarbonoclastes. En fait, les
Bs et les Be sont deux groupes de molécules différentes, ceci a été confirmé par plusieurs
études entre autres celle de Uzoigwe et al. (2015) qui ont insisté sur I’importance de
distinguer les techniques de détection pour chaque molécule et comment le test de
dépistage pourrait détecter une et ignorer la seconde par manque de spécificité. Selon les
mémes auteurs, les Bs réduisent la (TS) et al (TIF) des liquides non miscibles et peuvent
les émulsionner, tandis que les Be ont seulement un pouvoir émulsifiant et un pouvoir
stabilisant de I’émulsion formée. Ainsi, les résultats des tests de déplacement d’huile et
d’effondrement de la goutte sont liés a la production de (Bs) par les bactéries, alors que
I’activité d’émulsification des huiles peut indiquer la présence de (Bs) et/ou de (Be).

Toutefois, ’hémolyse sanguine, malgré son utilisation dans plusieurs recherches
comme méthode de quantification de (Bs) spécifique de surfactine et de rhamnolipides
(Moran et al., 2002; Tuleva et al., 2002), elle pourrait étre liée aussi bien aux deux
molécules (Bs et Be) qu’a d’autres molécules complétement différentes telles que les
facteurs de virulence, les toxines et les enzymes lytiques qui donneront alors de faux
positifs (Walter et al., 2010). Pourtant, ce test constitue selon Aao et Oa (2021) un essai
biologique sensible et fiable, facile a appliquer dans le cadre de surveillance des candidats
microbiens choisis pour produire des biosurfactants sans danger et respectueux de
I’environnement.

Par ailleurs, il est bien évident que les techniques appliquées présentent différentes
limites de détection et que la réponse a un test est régie aussi par la concentration minimale
des molécules synthétisées nécessaire pour qu’il soit positive. Par exemple, le test de
I’émulsification du kéroseéne et le test d’effondrement de la goutte sur parafilm M, peuvent
donner de faux négatifs lorsque la concentration de Bs est faible (Youssef et al., 2004),
contrairement au test de déplacement d’huile dont la plage dynamique est plus grande
permettant la détection de trés faibles concentrations de Bs (Walter et al., 2010).

En effet, la formation d’une émulsion est un phénomeéne qui dépend de la
concentration micellaire critique (CMC) qui différe d’un Bs a un autre. Pour certains Bs,
cette concentration n’est obtenue que par la mobilisation d’une population cellulaire
specifique, dans un phénomene collectif appelé « quorum-sensing » (Perfumo et al., 2010).
C’est un mode de régulation génétique, médi¢ par des molécules signales appelées

autoinducteurs qui lorsqu’elles atteignent une concentration seuil critique, déclenchent une
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série de réactions qui pourraient réguler les promoteurs pour activer I’ensemble de geénes
impliqués dans la production du biosurfactant (Peele, 2017).

C’est pour cette raison que le test d’émulsification peut donner des résultats négatifs
si la concentration du biosurfactant est faible et inferieur a la CMC et ne constitue pas de
ce fait un test a 100% fiable pour le criblage des bactéries productrices de Bs/Be (Afshar
et al., 2008). Cependant, ce test reste tres utile dans la visualisation du phénomene
d’émulsification, la stabilité de I’émulsion formee ainsi que la détection du phénomeéne
d’adhésion cellulaire aux sources de carbone hydrophobes qui caractérise quelques
bactéries en milieu pollué aux hydrocarbures.

Le chimiotactisme, I’adhésion cellulaire et la formation de biofilm

Pour la souche Serratia sp. SA19, nous avons constaté qu’aprés une agitation
vigoureuse de son bouillon en présence du kéroséne, une émulsion s’est formée et les
cellules se sont fixées aux goulettes de celle-ci. Le bouillon est devenu clair et incolore
alors qu’il présentait une couleur rouge di a la production de la prodigiosine par cette
bactérie. Rosenberg (2006) avait observé le méme phénomene dans ces travaux sur
1I’adhésion microbienne de Serratia marcescens. En plus, les travaux de Semai et al. (2021)
sur la souche Serratia sp. Tan611, ont montré sa capacité a émulsionner les hydrocarbures
et a former un biofilm.

Le pouvoir d’adhésion cellulaire a été largement documenté dans la littérature
scientifique. En fait, certaines souches ont tendance a modifier leur surface cellulaire afin
d’adhérer aux hydrocarbures pour pouvoir les dégrader. Une fois qu’elles détectent leur
gradient de concentration dans le milieu, ces bactéries généralement mobiles, sont orientées
et attirées par un phénomeéne de chimiotactisme qui facilite ainsi le contacte entre les deux.
Ca leur confére aussi la capacité de former des biofilms qui d’une part contribuent a la
dégradation des hydrocarbures et d’autre part les protégent contre les conditions de stresse
et fournit un microenvironnement riche en nutriments.

De leur coté, Grimm et Harwood (1997) ont découvert que la souche P. putida
possédant des chimiorécepteurs spécifiques (La protéine NahY codée par des plasmides)
était attirée par le naphtaléne. Ils ont signalé que les flagelles et les chimiorécepteurs
hébergés a la surface cellulaire sont des caractéristiques qui aident les bactéries mobiles a
localiser et se déplacer vers 1’hydrocarbure métabolisable. Lacal et al. (2011) ont
également signalé une réaction chimiotactique envers le naphtaléne par P. putida DOT-

T1E, qu’ils ont expliqué par la capacité des bactéries a détecter le gradient de concentration
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d’un large éventail de produits chimiques. Ils ont également stipulé que les (HA) sont pour
certaines bactéries chimio-attractifs et pour d’autres chimio-répulsifs.

En outre, le genre Pseudomonas sp. est trés connue par sa capacité a former des
biofilms sur des substrats hydrophobes suite a un chimiotactisme exercé par ces derniers
sur les cellules (Dasgupta et al., 2013). Cette performance tous comme la synthése des
biosurfactants, dépend de la densité cellulaire (quorum-sensing). De plus, les biofilms
libérent des exopolysaccharides (EPS) qui contribuent ainsi a la solubilité des (HA) et a la
stabilisation de I’émulsion formée (Kumari et al., 2016).

Il en va ainsi pour les Entérobactéries, qui généralement possedent des fimbriae ou
secretent des exopolymeres qui vont médier ce processus (Bhatti et al., 2017) tel est
particuliérement le cas pour Kosakonia sp. (Shahid et al., 2022) et Enterobacter sp. (Kim
& Joo, 2018).

La souche Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 appartenant aux Moraxellaceae,
étudiée par Rosenberg et Rosenberg (1985), libére le polysaccharide émulsan dans le
milieu afin d’augmenter son hydrophobicité cellulaire et pouvoir adhérer a 1’hexadécane .
Psychrobacter sp. SW5 est une bactérie marine qui s’est montré apte aussi a former des
biofilms (Dalton & March, 2000).

Il s’agit également du cas pour les actinomycétes (EI Othmany et al., 2021), comme
Streptomyces sp.(Claessen et al., 2003), Kocuria sp.(Mohsen et al., 2022) et des espéces
du genre Bacillus (Auger et al., 2009).

Selon les scientifiques, ces propriétés sont trés importantes pour 1’accés aux sources
hydrophobes dans I’environnement qui constitue un systéme ouvert ou I’huile sera dispersé
rendant difficile son contact avec les cellules ou bien lié a la matrice du sol le rendant

récalcitrant et persistant.
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3. IDENTIFICATION MOLECULAIRE DES SOUCHES SELECTIONNEES

3.1 Identification moléculaire des souches sélectionnées

Vingt isolats représentant la majorité des phénogroupes précédemment caractérisés,
sélectionnés en se basant sur les résultats des tests de production de Bs/Be, ont fait 1’objet
d’une identification moléculaire.

L’amplification d’une séquence partielle du geéne codant pour ’ARNr16S a été
effectuée en présence d’un couple d’amorces (63F et 1389R), directement sur colonies
pures. La longueur des fragments amplifiés a été autours de 1200 pb. Apres alignement de
ces séquences sur la base de données NCBI de GenBank, les séquences valides présentant
les pourcentages de similitude les plus importants avec les notres ont été retenues (tableaux
13 et 14), en se référant aux valeurs seuils pour 1’identification au niveau du genre et de
I’espece (pourcentage de similitude >95% pour le taxon genre et >98,65% pour le taxon
espece) (Stackebrandt et Goebel 1994; Kim et al. 2014). Dans notre étude, nous ne tenons
compte que des genres puisque 1’identification des especes nécessite des techniques plus
fiables telle que I’hybridation ADN/ADN (>70% d’homologie entre la séquence requéte et
la séquence de 1’espece connue).

D’apres les résultats de ’identification, les bactéries des zone S et R ont éeté
attribuées a deux lignées taxonomiques principales : les embranchements Bacillota et
Pseudomonadota (anciennement Firmicutes et Proteobacteria), en plus de quelques
bactéries du site R appartenant a 1’embranchement Actinomycetota (anciennement
Actinobacteria) (Oren et Garrity 2021).

3.2 Reconstruction des arbres phylogénétiques

Afin de retracer les liens évolutionnaires entre les génes/souches appartenant a une
méme niche écologique, les séquences requétes et les séquences d’especes types
apparentées ont été utilisées pour la génération de deux arbres phylogénétiques des deux
zones (S) et (R) séparément. La séquence d’une bactérie externe (hors-groupe) a été utilisée
pour enraciner les arbres inférés selon la méthode du maximum de vraisemblance, reflétant
au mieux la relation phylogénétique entre les séquences. Le bootstrap a été conduit 1000

fois et les valeurs sur les branches de I’arbre indiquent leur robustesse.
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Tableau 13. Identité des bactéries isolées de la zone S.

Fréquence Longueur de Base de données NCBI
Isolat | ldentité phénotypique | d’isolement fragment Numéro o
. Correspondance la plus proche % de similarité
amplifié d’accession

SA3 Bacillus spp. 3 1225 Bacillus mojavensis ifo 15718 MW229045 98.13%

SA9 Bacillus spp. 5 1255 Bacillus cereus IAM 12605 MW229046 95.88%

SA8 Bacillus spp. 7 469 Aucune correspondance

SA12 Bacillus spp. 5 1241 Bacillus cereus IAM 12605 MW229042 97.20%

SAl7 Bacillus spp. 1 1229 Bacillus sanguinis BML-BC004 MW229039 97.97%

3 Pseudomonas aeruginosa DSM

SA18 Pseudomonas spp. 1233 MW229040 97.33%
50071

SA19 Serratia spp. 1 663 Serratia surfactantfaciens souche MW231892 98.21%
YD25

3 Pseudomonas aeruginosa DSM

SB4 Pseudomonas spp. 1230 MW229041 97.26%
50071

SB9 Enterobacteriaceae 1 1233 Enterobacter ludwigii EN-119 MW229043 98.02%

SB11 Bacillus spp. 1266 Priestia megaterium ATCC 14581 MW231893 96.40%

SB15 Enterobacteriaceae 1 1221 Kosakonia oryzae Ola 51 MW229044 97.45%
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Tableau 14. ldentité des bactéries isolées de la zone R.

Fréquence | Longueur de Base de données NCBI
Isolat Identité phénotypique | d’isolement fragment Nume
amplifié Correspondance la plus proche ,Umero % de similarité
d’accession

4 . .

RA3 Enterobacteriaceae 1239 Pse“descr,‘\leé'ggalg;;”;g Is souche MW229032 100.00%
2 . -

RA8 Pseudomonadaceae 1266 stuerimoras ch OrIIGeMUIaNS | Mw229033 96.58%
g .

RA14 Pseudomonadaceae 1229 Pse“domogagl\jeggg'?”losa souche MW229034 95.86%
1 -

RB1 Moraxellaceae 1219 PSyChrObggEré’j'ﬁrgzg's souche MW229035 96.71%
6 - -

RB6 Micrococcaceae 1218 KocurlaTTgJ;gl?s souche MW?229030 97.79%
1 . .

RBS Bacillus sp. 1226 Bacillus pNS;%dngggg’;S souche MW229031 97.39%
1 . . ]

RB9 Bacillus sp. 1239 Bacillus toyonens> souche BCT MW229036 97.88%
2 Stutzerimonas stutzeri souche

RB10 Pseudomonadaceae 1233 CCUG 11256 MW229037 97.24%

RB13 Actinomycéte 1233 Streptomyces geysiriensis souche MW229038 98.11%

NBRC 15413
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(@) (b)

Figure 24. Arbres montrant les relations phylogénétiques entre nos séquences d’ADNr16S des isolats de la zone S (2) et de la zone R (b) et
ceux d’espéces apparentées. La séquence de Flavobacterium naphthae Brt-M (NR 159280.1) a été utilisee comme groupe externe pour
I’enracinement des arbres. Les valeurs sur les branches représentent le bootstrap avec 1000 répétitions (>50 %). La barre d’échelle indique

10% et 5% de divergence des séquences pour les deux arbres respectivement.
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3.3 Discussion

Le graphique a barres horizontales indique la fréquence des genres bactériens isolés de
I’ensemble des échantillons (figure 25). Plusieurs especes affiliées a ces genres ont été
documentées dans la bibliographie comme étant des bactéries dégradant le pétrole et ses

dérivées et produisant des biomolécules impliquées dans ce processus.

Streptomyces ]

Kocuria T ]
Staphylococcus
Psychrobacter B
Stutzerimonas |
Pseudescherichia T
Kosakonia ]
Serratia
Enterobacter ]
Pseudomonas ]
Priestiac T
Bacillus I
0 5 10 15 20 25 30

Figure 25. Abondance des genres bacteriens identifiés dans notre recherche regroupant des
bacteries hydrocarbonoclastes et productrices de Bs/Be.

Bactéries a Gram négatif dégradant les (HA) et produisant les Bs/Be
Pseudomonas spp.

D’apreés la littérature, le genre Pseudomonas, abrite de nombreuses espéces trés connues
comme agents de dépollution, grace a leur fort potentiel catabolique des hydrocarbures
pétroliers et importante diversité de Bs/Be synthétisés. Dans les travaux de Patowary et al.
(2017), le pétrole brut et des (HAP) récalcitrants etaient utilises comme seule source de carbone
et d’énergie par ’espece P. aeruginosa PG1 avec la synthése de rhamnolipides. Darvishi et al.
(2011) avaient employé le consortium ERCPPI-2, forme de deux bactéries telluriques issus de
sites pollués : Enterobacter cloacae et Pseudomonas sp. pour produire un mélange de
biosurfactants dont les propriétés de résistance aux conditions défavorables (températures, pH,
et salinité) sont intéressantes pour la biorestauration de sites contaminés en conditions extrémes.
Ceci peut expliquer la prédominance des bactéries appartenant a ce genre, observée dans les
sols désertiques R. D’autres chercheurs ont trouvé aussi des résultats similaires. On peut citer

la recherche de Saadoun et al. (2008) dans les sols pollués du désert de la Jordanie et 1’Iraq.
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Stutzerimonas spp.

D’autres bactéries considérées avant comme des Pseudomonas sp. mais reclassées
actuellement dans un nouveau genre qui est Stutzerimonas sp. (Gomila et al., 2022; Lalucat et
al., 2022), ont éte détectées dans les sols polluées de la zone aride R. Une étude trés récente
faite par Nejidat et al. (2023) a examiné 1’émergence d’espéces bactériennes dégradant le
pétrole dans le sol d’une zone hyperaride du désert du Néguev, au sud palestinien. Exposés a
un grand déversement de pétrole, ces sols ont montré 1’existence de bactéries apparentées a
I’espéce Stutzerimonas stutzeri.

Psychrobacter spp.

Certaines espéces du genre Psychrobacter sp., sont connues pour leur osmotolérance et
leur capacite a croitre dans des environnements froids (Bowman, 2006). Des études ont bien
montré que des especes de ce genre, isolées de I’antarctique sont capables de pousser sur
milieux contenant le pétrole brut comme source de carbone unique et de produire des
biosurfactants de type sophrolipides et rhamnolipides, a basse température de 4°C (Trudgeon
et al., 2020). Cette bactérie a été aussi détectée dans notre analyse des sols arides et pollués de
la zone R. Tres rares sont les études ayant mis en évidence cette bactérie dans des
environnements chauds. On peut citer celle de Jianping et al. (2004) qui a porté sur le
dénombrement et I’identification de bactéries cultivables isolées des sols du bassin de la rivicre
Heihe dans le Nord-Ouest de la Chine, une région extrémement aride.

Entérobactéries

Par ailleurs, Plusieurs genres d’entérobactéries ont fait 1’objet d’études par divers
chercheurs qui se sont intéressés a leur pouvoir de production de Bs utiles dans plusieurs
domaines d’application entre autres la bioremédiation. L’article de synthése de Cortés-sanchez
et al. (2015) a recensé de nombreux travaux portant sur les genres suivants : Klebsiella sp,
Proteus sp., Serratia sp., Providencia sp., Enterobacter sp., Citrobacter sp., Escherichia sp. et
Pantoea sp.

Enterobacter spp.

Le travail de Toledo et al. (2008) sur la souche Enterobacter sp. 214 et celui de Ejaz et
al. (2021) sur la souche Enterobacter cloacae S4 (PMEL-79) ont prouvé leur capacité a
synthétiser des exopolysaccharides et émulsifier plusieurs substrats hydrophobes comme le

pétrole brut ou un mélange d’hydrocarbures.
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Kosakonia spp.

Par rapport aux membres du genre Kosakonia sp., constituant une reclassification de
quelques espéces qui appartenaient autrefois au genre Enterbacter sp. elles ont été eétudiees en
tant que bactéries promotrices de croissance des plantes (Berger et al., 2017) et comme étant
des fixatrices d’azote atmosphérique grace a leur nitrogénase (Bergottini et al., 2015).

Elles ont été aussi utilisées en tant qu’agents de dégradation des pesticides, isolés a partir la de
la riziere dans les travaux de Dash et Osborne (2020), comme agents dégradant 1’huile de
cuisson isolés des déchets de cuisine (Ren et al., 2020) et également dégradant un mélange de
plastiques (polyéthylene et de polystyrene) avec le genre Citrobacter sp. dans les intestins des
larves de I’insecte Ténébrion meunier (Tenebrio molitor) dans les travaux de Brandon et al.
(2018). Cependant, trés peu d’articles traitent Kosakonia spp. en tant que bactéries dégradant
les hydrocarbures. Nous pouvons citer celui de Chen et al. (2020) qui a montré la capacité de
I’espéce Kosakonia radicincitans GXGL-4A, a dégrader les HAM (TEX).

Escherichia spp.

Le genre Escherichia comprend des espéces reconnues comme saprophytes provenant de la
flore intestinale ou pathogénes humains notamment E. coli, mais trés peu d’espéces ont été
rencontrées dans les sols comme bactéries dégradant les hydrocarbures. L’émergence de
nouvelles souches en tant que productrices de biosurfactants avec des applications
environnementales de biorestauration a été constatée par des recherches comme celle de Sriram
et al. (2011), qui ont signalé I’isolement de la souche E, fergusonii KLUO1 d’un sol contaminé
au pétrole, capable de dégrader les hydrocarbures, de tolérer les métaux lourds et de synthétiser
les émulsifiants de type lipopeptides. Une autre étude menée par Pasumarthi et al. (2013) avait
montré le potentiel de dégradation des hydrocarbures pétroliers par deux bactéries P.
aeruginosa et E. fergusonii issues de sédiments de la c6te de Goa en Inde. Elles ont pu éliminer
en 45 jours les (HAP) suivants : I’anthracéne, le fluoréne, le pyréne, le naphtaléne, le
fluoranthéne, le dibenzothiophéne et le phénanthréne.

Cependant, aucune recherche n’a été trouvée sur le pouvoir de dégradation de pétrole ou ses

dérivés par la bactérie Pseudescherichia sp. (anciennement Escherichia vulneris).

Bactéries a Gram positif dégradant les (HA) et produisant les Bs/Be
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Bacillus spp

Les bactéries Gram positives en particulier les especes du genre Bacillus ont été
amplement étudiees comme étant hydrocarbonoclastes. Liu et al. (2010) avait montre la
capacite de trois souches de ce genre a dégrader le benzeéne et 1’efficacité de cette dégradation
été meilleure lorsque ces souches étaient utilisées en consortium. Mukherjee et Bordoloi (2012)
ont trouvé qu’un consortium formé d’espéces productrices de biosurfactants : B. subtilis DM-
04 associée a deux P. aeruginosa, était capable de dégrader efficacement le benzéne, le toluéne
et le xylene (BTX). La méme espéce était étudiée par Parthipan et al. (2017) dans la dégradation
du pétrole brut et la production de bioémulsifiants puissants. L’étude menée par Patowary et al.
(2015) a montré que la souche Bacillus pumilus KS2, isolée de sol pollué par le pétrole brut a
pu degrader les (HAP) suivants: naphtaléne, acénaphténe, acénaphtylene, 2-
bromonaphthaléne, fuorine), benzo[a]pyréne et dibenzo[a, h]anthracéne, indeno[l1,2,3-
c,d]pyrene et benzo[g,h,i]peryléne. Elle a produit un Bs glycolipidique qui a amélioré la
disponibilité des hydrocarbures et leur dégradation.

Priestia spp.

Concernant I’espéce Priestia megaterium (anciennement B. megaterium), 1’article de
phénanthrene et le pyrene dans un microcosme huileux tout en synthétisant des biosurfactants
qui augmentent la solubilité de ceux-ci et modifient I’hydrophobicité cellulaire, ce qui controle
leur attachement et détachement des substrats hydrophobes. Une étude trés récente par
Siddiquia et al., (2023) avait montré que cette souche été apte aussi a cataboliser les
hydrocarbures aliphatiques (alcanes). Une autre espéce de ce genre P. aryabhattai était, selon

Esikova et al., (2021) capables de dégrader le benzoate, un dérivé de composés aromatiques.

Staphylococcus spp.

Par ailleurs, les especes du genre Staphylococcus sp., ont bien été étudiées comme
bactéries a fort pouvoir dégradatif des hydrocarbures, intervenant parmi les utilisateurs
primaires grace aux mécanismes d’adhésion et d’émulsification (Nweke et Okpokwasili 2003).
Ibrahim et al. (2015) ont rapporté que la souche S. aureus S1, isolée de sols pollués a Dammam,
une région désertique chaude de I’ Arabie saoudite, a pu dégrader expérimentalement le pétrole
brut. La souche S. xylosus STF1 étudiée par San Keskin et al. (2015) a été capable d’émulsifier

le benzéne et le kérosene en produisant un biosurfactant de type lipopeptidique. Une autre
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souche S. haemoliticus 10SBZ1A, étudiée par Nzila et al. (2021), était apte a dégrader le pyrene,
le phénanthréne, 1’anthracéne, le naphtaléne ainsi que le benzo[a]pyréne a haut poids
moléculaire en présence de fortes concentration d’NaCl, indiquant qu’elle est halophile et

capable de vivre dans des sols salins.

Streptomyces spp.

Le dernier groupe de bactéries isolées des sols pollués de la zone aride R est constitué
d’actinomycetes. Ces bactéries caractérisées par leur diversité génétique, leur potentiel
métabolique ainsi que leur pouvoir de sporulation assurant leur omniprésence méme dans des
conditions extrémes de pH, de sécheresse, de hautes température et salinité (Trenozhnikova et
Azizan 2018). D’aprés Makhalanyane et al. (2015), les actinobactéries prédominent souvent les
autres flores dans les recherches menées sur la diversité bactérienne des sols désertiques. Bien
que bon nombre de celles-ci sont ubiquitaires dans tous les types de sol, comme pour
Streptomyces sp., certains genres comme le genre Kocuria sp. sont moins communs.

Selon Brzeszcz et Kaszycki (2018), les Streptomyces ne sont pas considérées efficaces
en tant qu’agents de décomposition d’hydrocarbures. Malgré leur contribution a 1’é¢limination
de certains hydrocarbures aliphatiques et aromatiques, les scientifiques ont trouvé que ces
bactéries emploient des mécanismes et des voies métaboliques différentes de celles des autres
bactéries. En effet, Ferradji et al. (2014) ont isolé trois souches, qui peuvent dégrader le
naphtaléne Streptomyces spp. AB1, AH4 et AM2 en produisant les biosurfactants, mais dont
les métabolites de dégradation et par conséquent les voies métaboliques sont spécifiques.
Toutefois plusieurs études ont bien confirmé que des souches isolées de sols pollués sont trés
efficaces dans 1’¢limination du pétrole ou de ses dérivés aromatiques. C’est le cas notamment
de la souche Streptomyces sp. ERI-CPDA-1 qui a pu utiliser les hydrocarbures suivants en tant
que seule source de carbone ; le pétrole, le kérosene, le benzéne, le xylene, le toluene le
naphtalene et le phénanthréne (Balachandran et al., 2012).

Une autre recherche trés pertinente, a mis en évidence des souches endophytiques de plantes
issues de zones polluées au pétrole dans la région de Ouargla. Ces souches appartenant au genre
Streptomyeces ont bien pu dégrader le pétrole brut tout en produisant des Bs (Baoune et al.,
2018). En méme temps, plusieurs auteurs ont montreé la production de différents biosurfactants
par les espéces de ce genre, par exemple la souche Streptomyces sp. R1, a synthétisé un
lipopeptide (Zambry et al., 2017), la souche Streptomyces griseoplanus SM1 a produit un

biosurfactants polymériques contenant trois fraction : glucidique, lipidique et protéique
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(Elkhawaga, 2018) et la souche Streptomyces sp. MAB36, isolée des sédiments marins été

capable de produire un glycolipide (Manivasagan et al., 2014).

Kocuria spp.

De son cOté, le genre Kocuria sp., comporte plusieurs espéces hydrocarbonoclastes
caractérisées par la synthese de biosurfactants. Une étude de dynamique de populations
microbiennes lors de la bioremediation d’un sol désertique contaminé au pétrole, avait montré
que le genre Kocuria sp., était minoritaire au début de la pollution, mais ses espéces ont prévalu
au fils du temps (Ali et al., 2020). Selon Alotaibi et al. (2021), aucune espéce bactérienne ne
peut agir seule et décomposer complétement tous les hydrocarbures. Kocuria sp. est considérée
parmi les 79 genres isolés a nos jours, pouvant dégrader les (HAP), mais avec une efficacité
variable en fonction des mécanismes d’acces aux sources de carbone hydrophobes et des
enzymes catalytiques dont elle dispose.

La souche Kocuria marina BS-15, isolée sur milieu contenant le pétrole brut a pu
produire un Bs lipopeptidique (Gontia-Mishra et al., 2017). Deux souches isolées de la cote
tunisienne prés d’une raffinerie a partir des eaux et des sédiments marins pollués, ont été
identifiées en tant que K. polaris et K. rosea. Elles ont produit des Bs avec un fort pouvoir
d’émulsification et de déplacement d’huile (Brzeszcz et al., 2018). Parallélement, une étude de
Sakshi et al. (2021) a montré 1’activit¢é de plusieurs enzymes (des dioxygénases,
déshydrogénases et des peroxydases) chez la souche K. flava durant la dégradation de

phénanthréne, anthracene et fluoréne.
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4. ETUDE STATISTIQUE COMPARATIVE DES DONNEES COLLECTEES
DES DEUX ZONES POLLUEES

Il est important de rappeler que les zones d’étude sont localisées dans deux domaines
qui different par leur nature géologique et conditions climatiques : le domaine méditerranéen
et le domaine désertique, ce qui peux constituer une importante source de la variabilité des
données microbiologiques, en plus des autres sources liées a 1’activité anthropique, au type
de pollution et a la nature et taux de polluants présents.

Dans cet esprit, le présent chapitre est consacré a 1’analyse statistique comparative
entre les jeux de données obtenus des deux zones industrielles étudiées, dont les objectifs

principaux sont de répondre aux questions suivantes :

1) Est-ce qu’il y a des différences statistiquement significatives entre les parameétres
mesurés sur les sols préleveés a différentes distances d’une citerne ? autour de trois

citernes d’une zone ? et entre les sols des deux zones d’étude ?

2) Parmi ces paramétres étudiés (physicochimiques et teneurs en (HA), lesquelles con-
tribuent le plus a la variabilité des données des deux zones ? et sont-elles corrélées

aux nombres des bactéries aérobies cultivables ?

3) Est-ce qu’il existe des correspondances entre les taxons bactériens détectes et les
différents (HA) mesurés sur les échantillons de sol ?

Pour répondre a ces questions, plusieurs analyses statistiques ont été utilisées, allant

des statistiques descriptives (tableau VIII annexe 6) aux inférentielles (tests d’hypothése

nulle et alternative) aux exploratoires via différentes représentations graphiques.

4.1 Analyse de I’effets ‘distance’, ‘site’ et ‘zone’ sur la variabilité des données

Afin de voir s’il existe des différences significatives entre les mesures effectuées
(pH, CRE, MO, HA, et N bactérien) sur les échantillons de sols prélevés a différentes
distances d’une citerne (modalités: E1, E2, E3), autours de citernes dans trois sites
(modalités : A, B, C) et dans deux zones (modalité S et R), le test de I’ANOVA a un facteur
pour échantillons indépendants a été conduit. Il permet de tester I’hypothése nulle (Ho) selon
laquelle, les variables mesurées ne différent pas en fonction des modalités de chaque facteur
et I’hypothese alternative (Ha) sur I’existence de différences qui ne sont pas dus au hasard,
au seuil de risque (a=0,05).

Les résultats de la comparaison des variances (Tableaux VI, VII, VIII et IX en

annexe 6) n’ont montré aucune différence significative entre les trois échantillons (E1, E2
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et E3) de chaque citerne des zones (S) ou (R) (p>0,05). Ainsi, on peut dire qu’il n’y a pas
d’effet ‘distance de prélévement’ sur la variabilité des propriétés du sol, des teneurs des
(HA) et des nombres de bactéries aérobies. Par contre, des différences ont été détectées dans
la zone (S) entre les trois citernes, par rapport aux variables : pH et GHI (tableau 15).

Contrairement, en zone (R), aucune différence significative n’a été observeée.

Tableau 15. Résultats de I’analyse de la variance ANOVA entre mesures des trois citernes
de la zone S.

Zone S | Boites a moustaches* par citerne F P

pH o 59,334 | <,001

Tz -

GHI 7,566 | ,023

* Les boftes a moustaches des valeurs de pH et GHI des trois citernes de la zone S. Le rectangle indique les
valeurs comprises entre le premier quartile et le troisiéme quartile, la ligne a I’intérieur désigne la médiane et
les deux moustaches de part et d'autre de la boite montrent la valeur minimale et la valeur maximale.

Afin de révéler les groupes qui difféerent, un test post hoc est conduit, apres
vérification de ’homogénéité des variances par le test de comparaisons multiples Levene.
Ses résultats ont montré que pour le pH, I’homogénéité est assumée (p>0,717, Ho acceptée),

donc le test post-hoc de Gabriel pour les petits effectifs a été conduit, tandis que pour la
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variable GHI (concentration du Benzo (g,h,i) peryléne), les variances ne sont pas homogenes
(p<0,018, Ho rejetée) donc le test sera plutot celui de Dunnett T3.

Le premier test a révélé deux groupes différents par rapport aux valeurs de pH, un
formé des sites A et C et le deuxiéme du site B alors que le deuxiéme test n’a pas montré les
groupes qui different puisque la concentration du GHI été de O autours de la citerne A
(tableau 16).

Tableau 16. Résultats des tests post-hoc Gabriel et Dunnett pour les comparaisons

multiples
Variable dépendante (D) Site | (J) Site Différence Erreur Sig.
moyenne (1-J) | standard
pH Gabriel A B 1,75000" ,18043 <,001
C ,10000 ,18043 ,922
B A -1,75000" ,18043 <,001
C -1,65000" ,18043 <,001
C A -,10000 ,18043 ,922
B 1,65000" ,18043 <,001
GHI T3 de A B 73,34333 26,15294 ,216
Dunnett C 70,79000 26,21240 ,228
B A -73,34333 26,15294 ,216
C -2,55333 1,76463 ,529
C A -70,79000 26,21240 ,228
B 2,55333 1,76463 ,529

*, La différence moyenne est significative au niveau 0.05. Le gras indique les différences significatives.
Donc on peut conclure qu’il existe un effet ‘site de prélevement’ sur la variation du pH

en zone S et ces différences ne sont pas aléatoires.

Tableau 17. Résultats des test t de Student pour la comparaison de deux moyennes.

CRE Boites a moustaches* par zone vF P
tde @ 4,740 | <0,001
Student ’

| T

b T

S R

* Les boites a moustaches des valeurs de CRE dans les deux zones étudiées S et R. Le rectangle indique les
valeurs comprises entre le premier quartile et le troisiéme quartile, la ligne a ’intérieur désigne la médiane et
les deux moustaches de part et d'autre de la boite montrent la valeur minimale et la valeur maximale. Le sigle

(°) indique une valeur extréme.
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Dans le but de voir la différence entre les échantillons des zones S et R, une
comparaison des moyennes par le test t de Student a été effectuée (Tableau X annexe 6).
Selon le résultat, seule la CRE différe significativement entre les zones S et R (tableau 17).

4.2 Analyse des composantes principales (ACP)

Cette méthode d’analyse multivariée permet la réduction du nombre de variables a
considérer dans un jeu de données, en mettant I’accent sur celles qui contribuent le plus a la
variabilité créant ainsi une nouvelle structure des données selon deux a trois axes. Elle met
aussi en évidence les corrélations et les groupes homogenes d’observations qui se forment.
Avant de procéder a I’ACP, il est important de vérifier la convenance du jeu de données a
ce genre d’analyse par la mesure de 1’indice de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO doit étre >0,5)
sur la qualité de I’échantillonnage des données et par le test de sphéricité de Bartlett qui
verifie la correlation des variables entre elles (Sig. <0,05). 11 est important d’éliminer les
variables qui sont faiblement corrélées et mal représentées par les axes de ’ACP afin
d’améliorer la qualité de 1’analyse et la crédibilit¢ de I’interprétation. Ces tests ont été
effectués et les résultats sont sur les tableaux XI en annexes 6. Deux facteurs sont retenus
pour I’ACP, présentant des valeurs propres de variance > 1. La considération des données
provenant des deux zones ensembles sur le méme graphe a permis une meilleure répartition
selon leur origine. Les deux premiers facteurs CP1 et CP2 ont expliqué 79,32% de 1’inertie
(54,31% et 25,01% respectivement). Le graphique des corrélations en figure 26 (a), a illustré
une forte relation positive entre le premier axe et les (HA) : BBFc5 et DBACcS et ACNCc3, et
une correlation négative moins forte avec le pH. Tandis que le deuxieme axe, a été
moyennement corrélé a la CRE et faiblement au BNZcl et NAPc2 du coté positif et a
I’FLRc3, puis au GHIc6 et la MO du c6té négatif.
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Figure 26. Carte factorielle de 1’analyse en composantes principales montrant la variation des paramétres de sol dans les différents
échantillons. (a) Le cercle des corrélations indiquant les variables actives, (b) Graphe des observations présentant la distribution des
échantillons de sol. Les deux ellipses colorées représentent la zone S (vert) et la zone R (orange).
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4.3 Correlation entre les variables et le nombre bactérien

Dans le but de déceler les relations statistiquement puissantes entre les variables élus
(paramétres physicochimiques, teneurs en hydrocarbures mono et polyaromatiques) et les
nombres bactriens, une matrice de correlation a été générée (Tableau XII annexe 6) grace au
calcul du coefficient de Spearman (r).

Les résultats ont montré 1’existence de moyennes a fortes corrélations négatives entre
le N et les hydrocarbures : BNZc1, ACNc3, DBACcS et GHIc6 en calculant le de Spearman
(tableau 18).

Tableau 18. Résultats du test de correlation bilatérale de Spearman entre les (HA) et le nombre
bactérien.

Coefficient de corrélation (r) de Spearman

BNZcl ACNCc3 DBAc5 | GHIc6
N (UFC/ml) - TT7** -,582* -, 475* -,650*
Sig. 0,000 0,011 0,047 0,047
(Bilatérale)

**|_a corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral), * au niveau 0.05 (bilatéral).

4.4  Analyse factorielle des correspondances (AFC)

Cette analyse géométrique a été conduite dans I’intention de voir 1’association entre
deux variables qualitatives : ‘genre bactérien’ et ‘hydrocarbure aromatique’. Elle se base sur
le tableau de contingence contenant les fréquences formées par ces deux variables. Le test de
khi2 permet d’évaluer I’existence de dépendance significative entre les variables en lignes et
en colonnes et la représentation en nuages de points dans un espace a plusieurs dimensions
permet de visualiser graphiquement ces associations. Les résultats du test Khi2 sont
significatives (tableaux XII1I, XV en annexe 6), ce qui indique I’existence de rapports entre les
(HA) et les bactéries, classées ultérieurement dans six genres bactériens en zone S et huit
genres en zone R (tableaux XIV, XVI en annexe 6).

Pour la zone S, les deux premieres dimensions dégagent 91,4% de I’inertie totale
(74,9% et 16,5% pour I’axe 1 et 2 respectivement).

Les hydrocarbures FLRc3, PHNc3 du coté positif et le BNZc1, I’ACNc3 et le NAPc2
du coté négatif de I’axe 1 contribuent fortement a 1’explication de sa variabilité. Tandis que
pour I’axe 2, son inertie est majoritairement expliquée par le DBAcS et le GHIc6 du coté
positive et du BAPcS du c6té négatif. On note que les points du nuage sont distants de I’origine

du biplot, ce qui suggére une bonne représentation des données par les deux dimensions
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sélectionneées (figure 27 a), avec une bonne présentation des points colonnes par chacun des

axes 1 et 2 (HA en gras sur tableau 19).

Tableau 19. Scores des deux dimensions de I’AFC par rapport aux points colonnes (HA) des deux
zones S et R.

Présentation des points colonnes
Zone S Zone R
Hydrocarbures Sc_ores d_e la Sc_ores d_e la
dimension Hydrocarbures dimension

Axel Axe 2 Axel Axe 2

BNZcl -,913 -, 177 BNZcl -,079 ,495
NAPc2 -,704 -,104 NAPc2 -,410 -,819
ACNCc3 -,913 -, 177 ACNCc3 -, 755 ,396
FLRc3 ,940 -,013 ACYc3 ,679 ,194
PHNCc3 ,940 -,013 FLRc3 ,800 ,379
BBFc5 -,808 -,119 PHNCc3 1,234 -,566
BAPc5 311 -,834 BAAc4 ,020 ,824
DBAc5 -,330 ,809 BBFc5 -, 755 ,396
GHIc6 ,340 ,678 BAPCc5 171 -,322
/ / / DBAc5 -,400 -,920

/ / / GHlIc6 -,865 ,179

Les membres des genres Bacillus sp., Priestia sp., et Pseudomonas sp. ont été corrélés
aux BNZcl, ACNc3 et NAPc2. Ceux du genre Enterobacter sp. se sont associées aux (HA)
plus lourds DBACS et GHIc6, pareil pour Serratia sp. qui s’est liée au BAPcS alors que le
genre Kosakonia sp. a été corrélé aux PHNc3 et FLRc3. Les bactéries ont formé ainsi trois
groupes distincts.

Parallelement, 67,7% de I’inertie totale a été expliquée par les deux premiéres
dimensions sélectionnées pour 1’analyse de la zone R (avec 35,4% pour I’axe 1 et 32,3% pour
I’axe 2). Sur I’axe 1, la variabilité est liée en majorité aux PHNc3 et FLRc3 du c6té positif et
aux GHIc6, BNZc1, BBFc5 et ACNc3 du coté négatif. Pour I’axe 2, la variabilité s’explique
par le BAACS du c6té positif et par le DBACS et NAPc2 du coté négatif. Par contre, le BAPc5
est mal représenté et proche de 1’origine (figure 27 b).

Le biplot a montré que les bactéries de la zone R ont été associées différemment aux
hydrocarbures : Pseudomonas sp., Pseudescherichia sp., Bacillus sp. et Stutzerimonas sp. ont
formé un seul groupe corrélé au BNZc1 et au BAAC5, Staphylococcus sp. relié au FLRc3 et
ACYc3, Streptomyces au GHIc6, ACNc3 et BBFc5 et Kocuria sp avec le DBACS et le NAPc2
et enfin Psychrobacter sp. au BAPc5 et au PHNc3.
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(@) (b)

Figure 27. Cartes factorielles des correspondances multiples entre les genres bactériens et les hydrocarbures aromatiques. (a) carte de la
zone S, (b) carte de la zone (R).
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4.5 Discussion

Dans notre enquéte sur les interactions et échanges ayant lieu entre les hydrocarbures
comme polluants, le sol comme étant le milieu accueillant et les bactéries qui constituent des
acteurs de la biodégradation, plusieurs tests ont été réalisés au laboratoire. Pour mieux expliquer
les données qui en découlent, la biostatistique fournit des outils qui permettent d’interpréter les
résultats obtenus de maniére plus objective et plus crédible.

Analyse de la variance intrazone et interzones

En premier lieu, une comparaison, de la variance des mesures effectuées (pH, CRE,
MO, nombre bactérien, HA) sur les trois échantillons (E1, E2 et E3) de chaque site a été faite.
Elle n’a montré aucune différence statistiquement significative ce qui peut étre liée a la
complexité d’interactions ayant lieu entre tous les facteurs édaphiques, climatiques, biologiques
et ceux en rapport avec le polluant, rendant difficile d’isoler I’effet de 1’un des facteurs. En
effet, le sol constitue un milieu irrégulier par sa structure et ces propriétés variables d’un endroit
a l’autre. De son coté, le pétrole brut, est un mélange complexe d’hydrocarbures variant
énormément en termes de taille et de structure. La microflore, quant a elle, est distribuée dans
le sol, de maniére tres hétérogene.

En deuxieme lieu, une comparaison des données des trois sites (A, B et C) de chaque
zone a montré des différences significatives pour les valeurs de pH dans la zone S. Les sols
prélevés autours des citernes A et C étaient alcalins alors que ceux prélevés dans le dépotoir B,
étaient légérement acide.

La combinaison de plusieurs facteurs comme la nature du site et de 1’activité associée,
la composition du polluant, mais surtout I’age de la pollution sont probablement responsables
de cette différence significative. En effet, le dépotoir été soumis a une pollution permanente,
puisqu’il recevait périodiquement des sols contaminés durant quelques années. Par contre dans
la zone R, la variation de tous les paramétres y compris celle du pH est aléatoire.

Par ailleurs, les résultats du test t de Student, pour la comparaison des moyennes des
variables, issues des deux zones S et R ont montré une seule différence au niveau de la capacite
des sols a retenir 1’eau.

A vrai dire, ce parametre est tres sensible a plusieurs facteurs, variant entre les deux
¢tages bioclimatiques caractérisant les deux zones d’étude.

La zone méditerranéenne qui se distingue par des sols argileux, plus compactes, des
précipitations modérées et un taux d’humidité relativement élevée. Tous ces facteurs

contribuent a la rétention en eau des sols. Par contre, en zone saharienne, les sols sont laches, a
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dominance sableuse, avec une faible précipitation, de fortes températures, favorisant
I’évaporation, ce qui limite de plus en plus la capacite des sols a retenir 1’eau.
Analyse des composantes principales

L’analyse des composantes principale a réduit le nombre de parametres a ceux qui ont
le plus d’influence sur les jeux de données et qui peuvent expliquer au mieux la variabilité. Elle
a permis d’établir selon la premiére composante (CP 1), une répartition des sols en deux groupes
distincts par leur dégrée de pollution : les sols fortement pollués en particulier par les DBAC5,
BBFc5 et ACNCc3, ayant une teneur élevée en MO et un pH Iégerement acide et du coté gauche
de I’axe, ceux a faible dégrée de pollution, faible contenance en MO et pH alcalin. D’un autre
coté, la deuxiéme composante (CP 2) distingue clairement deux groupes d’échantillons variant
par leur capacite a retenir 1’eau : ceux provenant de la zone S caractérisés par une CRE
importante et une teneur élevée en BNZcl et NAPc2, des échantillons qui proviennent de la
zone R ayant-au contraire-une faible CRE et une forte contenance en GHIc6 et FLRc3.

Ces résultats ne font que confirmer ce qui a été dit auparavant, sur le rapport entre la
teneur en hydrocarbure aromatiques, le nombre de cycles, la matiére organiques, les variations
de pH ainsi que la capacite de rétention d’eau des sols.

Correlation entre les parametres du sol, les (HA) et le nombre bactérien

Le coefficient de Spearman a été calculé afin de déceler d’éventuels rapports entre le
nombre de bactéries aérobies hydrocarbonoclastes dans les différents échantillons de sols et les
paramétres élus par I’ACP. Il a montré qu’effectivement, il existe une correlation négative
reliant le nombre de bactéries aux (HA) suivants : BNZc1, ACNc3, DBACcS5 et GHIc6. Compte
tenu de la bilatéralité des corrélations étudiées, on peut — de maniere hypothétique- les
interpréter de deux fagons : soit par un effet toxique et inhibiteur des hydrocarbures cités sur
les bactéries exercant ainsi une forte pression de sélection ce qui va réduire alors les nombres
bactériens, ou bien par la prolifération de bactéries résistantes a cette toxicité, munies d’un
équipement enzymatique leur permettant de cataboliser les hydrocarbures ce qui réduit leur
concentration en milieu.
Associations entre bactéries identifiées et les (HA) détectés dans les sols pollués

A travers une analyse factorielle des correspondances, prenant en compte les genres
bactériens identifiés et les (HA) détectés dans les échantillons des deux zones S et R
séparément, plusieurs associations ont été mis en évidence. Par exemple, certaines bactéries
comme Bacillus sp., Pseudomonas sp., Pseudescherichia sp., et Stutzerimonas sp. sont
associees a des (HA) de faible poids moléculaire (BNZcl, NAPc2 et ACNc3) tandis que
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d’autres comme Enterobacter sp., Serratia sp. Streptomyces sp. et Kocuria sp. sont associées
aux (HA) plus lourds (DBACc5, BAPc5 et GHIc6).

Ces résultats suggerent que des associations d’une part entre bactéries de différents
taxons, et d’autre part entre bactéries et (HA) de structure variée, sont possibles dans les sols
pollués. En général, la nature aromatique et la complexité de la structure chimique des
hydrocarbures correspondent a la présence de populations microbiennes distinctes.
Evidemment, des molécules simples et facilement dégradables peuvent constituer un bon repas
aux bactéries. Parallélement, les molécules présentant un nombre de cycles aromatiques
important seront plus récalcitrantes a cause de leur hydrophobicité élevée et leur attachement
au particules organiques les rendant ainsi moins disponibles aux cellules bactériennes.

Cependant, il est difficile de juger de I’existence d’une relation directe et spécifique
entre le (HA) et le genre bactérien en se basant uniquement sur leur association sur le graph.
Ceci n’est confirmée que par des recherches complémentaires sur les mécanismes d’association

et role précis dans la dégradation.
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Le principal objectif de cette thése consistait a explorer la diversité bactérienne
d’écosystémes terrestres soumis a une pollution par le pétrole brut et ses dérivés a travers une
approche polyphasique.

Tenant compte des fuites et des déversements accidentels ayant souvent lieu dans les
parcs d’industrie pétrochimique, nous avons choisi d’effectuer des prélévements de sol au
niveau de deux parcs : celui de la raffinerie de Skikda, située au Nord-Est de 1’ Algérie dans une
région méditerranéenne humide. L’ autre se situe a Ouargla, une région saharienne aride du Sud
algérien, plus exactement dans le champ pétrolier Rhourde el baguel. Ces deux régions different
énormément d’un point de vue bioclimatique et donc microbiologique aussi. L’approche
analytique été comparative.

La détermination des parameétres physicochimiques des sols a permis une meilleure
compréhension du devenir des hydrocarbures et de I’activité microbienne. La texture du sol est
un facteur clé qui influence énormément sa réponse a la pollution. D’ailleurs, les sols de texture
limon sablo-argileuse préleves a Skikda, ont un pH stable grace a leur pouvoir tampon, ils
retiennent plus d’eau et de matiére organique et par conséquent, ils piégent les polluants dans
leur matrice qui deviennent alors moins disponibles a la biodégradation. En revanche, les sols
sableux caractérisant le Sahara algérien, sont moins structurés a cause de cette texture grossiére,
pauvres en matiere organique, ne retenant pas de grandes quantités d'eau. Leur pH n’est pas
stable et la sorption des polluants est réduite donc ils auront tendance a migrer vers le bas.

En vue de déterminer les teneurs des hydrocarbures contenus dans les échantillons de
sol et d’évaluer le degré de leur contamination, une analyse par spectrophotométrie UV a été
réalisée précisément sur la fraction aromatique mono et polycyclique. Elle a montré de fortes
concentrations globales des (HA) dépassant les 1000 mg/Kg de sols sec, et la présence de
molécules a toxicité aigie, probablement cancérigénes ou mutagenes (comme par exemple les
BAAc4, BAPc5 et DBACS) qui présentent un risque sur la sante publique en cas d’exposition
méme a de faibles concentrations. Il convient de noter que cette fraction ne constitue
qu’approximativement 30% seulement de la totalité des hydrocarbures déversés, les 70% qui
restent doivent €tre aussi considérés pour une estimation plus raisonnable de 1’ampleur du
phénomene.

Face a la toxicité de ces substances et leur accumulation dans le sol, qui agit souvent
comme un réservoir, certains microorganismes ont développé différentes attitudes leur
permettant de franchir la barriere de I’hydrophobicité, pour réduire la toxicité de ces molécules

nocives ou encore les cataboliser pour en tirer les nutriments et 1’énergie nécessaires a leur
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survie dans ces conditions. Les mécanismes employés peuvent varier d’un microorganisme a
I’autre. C’est pourquoi une action collective est requise pour la résistance et le développement
des populations microbiennes indigénes. Les contributions de chaque taxon par une ou plusieurs
voies métaboliques va assurer la minéralisation des molécules complexes et la détoxification
du milieu, c’est le travail d’un consortium microbien. Parmi ces populations, celles qui
produisent des biomolécules facilitant I’assimilation des hydrocarbures a I’intérieur des cellules
sont au ceeur du processus biologique, puisqu’elles sont parmi les premieres qui initient a la
biodégradation, et facilitent également la tache aux autres bactéries du milieu en créant un
environnement propice a leur activité ; elles fournissant des nutriments moins toxiques et plus
assimilables.

D’autres mécanismes peuvent €tre mis en jeux par les bactéries, en réponse a la présence
d’hydrocarbures dans le milieu comme le déplacement a travers le gradient de concentration de
ces substrats appelé communément chimiotactisme, la modification de surface cellulaire a des
fin d'adhésion ou encore la formation de biofilms bactériens qui contribuent a 1’efficacité de la
dégradation des hydrocarbures.

A partir des échantillons de sols les plus polluées, nous avons procédé par un
enrichissement sélectif de la flore hydrocarbonoclaste, en mettant le pétrole brut comme unique
source de carbone et d’énergie dans le milieu de culture, suivi d’un dénombrement bactérien
puis d’un isolement des bactéries aérobies. Les résultats du dénombrement n’ont pas montré,
de différences entre la charge bactérienne des sols de la zone S et ceux de la zone R. En effet,
la réduction de la charge bactérienne suite a I’introduction des hydrocarbures dans le sol est
compensée par la croissance des bactéries qui prennent en charge la dégradation de ceux-ci.
Elles prédominent gréce a leur potentiel enzymatique et génétique spécifiqguement adaptés aux
conditions environnantes.

Notre recherche a abouti a 1’isolement et 1’identification de souches bactériennes,
capables de dégrader les hydrocarbures en produisant des biosurfactants et bioemulsifiants. Ces
molécules qui réduisent la tension superficielle des hydrocarbures, augmentent la surface de
contact entre les cellules et la phase huileuse en réduisant les masses importantes de
I’hydrocarbure en gouttelettes, forment des émulsions dans la phase aqueuse et stabilisent ces
émulsions empéchant ainsi la coalescence et la séparation des phases non miscibles, toutes ces
réactions favorisent énormément 1’activité de dégradation.

Le criblage de ces bactéries s’est basé¢ essentiellement sur des tests simples comme
I’émulsification du kéroséne, I’effondrement de la goutte ou encore I’hémolyse de sang, qui

fournissent une réponse visuelle rapide indiquant la présence de molécules tensioactives
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ou/émulsifiantes dans la culture bactérienne, mais qui restent cependant, limitées par certains
facteurs comme la concentration micellaire critique, ou encore la spécificité. Au contraire, le
test de déplacement d’huile, malgré sa simplicité, s’est avéré efficace, permettant de détecter
de faibles concentrations de biosurfactants.

Les bactéries sélectionnées par ces tests, appartiennent a plusieurs genres bactériens
réputés par leur efficacité dans la dégradation d’une large gamme d’hydrocarbures aromatiques
et aliphatiques. Ceux de la zone S appartiennent au embranchements Bacillota et
Pseudomonadota, avec les genres : Bacillus, Priestia, Pseudomonas, Serratia, Enterobacter et
Kosakonia sp. Parallelement, les genres isolés de la zone R appartiennent a trois
embranchements Bacillota, Pseudomonadota, ainsi que Actinomycetota, avec les genres :
Bacillus, Pseudescherichia, Stutzerimonas, Pseudomonas, Psychrobacter, Kocuria, et
Streptomyces sp. Bien qu’il puisse paraitre a travers ces résultats, que la flore bactérienne de
zone R est plus diversifiée que celle de la zone S, on ne peut rien conclure sur la diversité réelle
de ces deux biotopes, puisque la proportion des bactéries qu’on peut mettre en culture au
laboratoire est tres faible.

De son coté, 1’analyse statistique fournis des outils d’appui et d’aide a ’interprétation
des phénomenes biologiques sur des échantillons, qui seront par la suite généralisés sur des
populations. La limite majeure a cette démarche étant la représentativité de 1’échantillonnage.
Dans le contexte précis de la pollution des sols, il est trés difficile de parler d’un échantillon
représentatif, vu la complexité du sol d’un point de vue structure, I’hétérogénéité de sa
composition et celle des hydrocarbures déversés, ainsi que 1’ensemble d’interactions et de
processus ayant lieu a son niveau et qui contrdlant le devenir des polluants aprés leur
déversement. S’ajoutant a cela, I’hétérogénéité des déversements ayant lieu et le processus de
vieillissement qui engendrent beaucoup de différences spatiotemporelles. 1l est donc important
d’interpréter avec prudence les résultats des analyses statistiques.

Dans le cadre de notre recherche, portant sur des échantillons de petite taille, quelques
tests ont été utilisés pour relier les données obtenues sur les sols (physicochimiques), les
hydrocarbures (teneurs) et les bactéries (nombre, taxons et leur fréquence) et faire ressortir
d’éventuelles différences entre les deux biotopes étudiés : littorale et saharien. Les tests
effectués avaient comme objectifs de comparer les moyennes et les variances des mesures
effectuées, de réduire le nombre des variables a celles ayant le plus d’impact sur les données
microbiologiques et de déceler des associations entre bactéries et hydrocarbures.

Parmi les paramétres étudiés, seulement deux ont varié de maniére statistiquement

significative : les valeurs de pH dans les sols de la méme zone S, qui difféerent en termes
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d’activité pratiquée la-dessus et d’age de la pollution. Le deuxieme paramétre étant la capacite
rétention d’eau qui difféere entre la zone littorale et la zone saharienne et qui dépend
probablement de plusieurs autres paramétres comme la texture, le degré de pollution des sols et
les conditions climatiques locales.

L’ ACP de toutes les données provenant des deux zones sur un méme biplot a fait paraitre
des groupes homogenes de variables corrélées : les sols fortement pollués ayant une teneur
élevée en MO et un pH Iégerement acide et ceux a faible dégré de pollution, faible contenance
en MO et pH alcalin. Deux groupes d’échantillons variant par leur capacite a retenir I’eau : ceux
provenant de la zone S ayant une CRE importante et ceux de la zone R ayant-au contraire-une
faible CRE.

Des correlations negatives bilatérales entre le nombre de bactéries hydrocarbonoclastes
et les (HA) suivants : BNZc1, ’ACNCc3, le DBACS5 et le GHIc6, suggérent soit la présence d’un
effet toxique de ces derniers sur les nombres bactériens ou bien inversement la prolifération des
bactéries dégradant ces (HA) conduisant a leur élimination du milieu. En fin, 1’analyse
factorielle des correspondances a montré des associations entre certains genres bactériens et
certains hydrocarbures aromatiques, suggérant des relations complexes dans les sols pollués qui
nécessitent plus d’expérimentation pour approfondir nos connaissances la-dessus.

En conclusion, la pollution des sols aux hydrocarbures, en particulier les aromatiques
constitue un souci environnemental majeur qui nécessite une attention particuliere et une prise
en charge urgente a cause des lourdes conséquences que peuvent entrainer ces molécules sur la
sante de I’Homme et des écosystemes.

L’analyse de la diversité bactérienne de sols pollués aux hydrocarbures, dans différents
biotopes, constitue une voie de recherche qui peut résoudre ces probléemes environnementaux
puisque ces bactéries font preuve d’adaptation non seulement a la toxicité des hydrocarbures
mais aussi aux conditions du milieu qui varient d’une région a 1’autre, devenant plus hostiles
dans le désert.

Par ailleurs, 1’étude des bactéries telluriques productrices de Bs/Be est trés importante
parce qu’elles favorisent la disponibilité des molécules hydrophobes facilitant ainsi leur
dégradation. On peut dire que la sélection faite par notre étude porte sur des outils biologiques
trés intéressants dans le processus de bioremediation de sols sévérement pollués, puisqu’elles
seront prétes a répondre rapidement et efficacement a différents signaux de stresse nutritionnel

ou toxique engendrés par la présence des hydrocarbures.
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Toutefois, les efforts fournis pour estimer la véritable taille des populations bactériennes
et leur diversité par les techniques classiques de mise en culture resteront insuffisants, en
particulier au sein d’un écosystéme sophistiqué tel qu’un sol pollué. Certes, ces techniques sont
essentielles dans 1’étude de la physiologie et du potentiel métabolique de ces bactéries, mais de
nouvelles voies de recherches sont a explorer permettant de mieux comprendre la complexité

de ces d’écosystemes.

Il sera alors souhaitable de :

- Utiliser des techniques comme la métagenomique, ou le séquencage a haut débit, pour
pouvoir étudier de maniére plus détaillée la diversité bactérienne de ces sols.

- Analyser les genes directement impliqués dans la dégradation des différents
hydrocarbures.

- Explorer le potentiel de ces bactéries dans la bioremediation de milieux pollués aux

hydrocarbures.
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Annexe 1 : préparation des milieux de culture

Milieu de culture pour Uenrichissement et ’isolement

2,0 g NH4Cl ;
0,1 g KClI;

1,0 g K.HPO, ;

0,01 g CaCly;

0,59 KH2POq4 ;

0,01 g FeSO4 7 H20 ;
0,59 MgSO, 7H,0

15g agar-agar (pour la forme gélosée)

Le pH a été ajusté a une valeur de 7 en ajoutant ’'NaOH (1M) et le milieu a été stérilisé par

autoclavage a 120 °C pendant 20 min. 2% de pétrole est additionné aprés autoclavage.

Gélose au sang

Préparer le matériel pour préléevement de sang de mouton : des gants, une seringue stérile, un

Erlenmeyer contenant des billes anticoagulantes, une solution antiseptique.

Aseptiser de la veine jugulaire du mouton,

Prélever le sang a 1’aide d’une seringue stérile dans 1I’Erlenmeyer, et mélanger doucement pour
éviter la coagulation.

Ajouter 5% de sang a une gelose en surfusion (gélose de base) pour éviter la dénaturation du

sang, mélanger délicatement puis et couler les boites a ensemencer.

Résultats du test

aprés incubation \

Y~

Préparation
de I’additif
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Tous les milieux qui vont suivre ont été préparés, ensemencés et lus selon les protocoles décrit sur
(Joffin & Leyral, 2009) et (Delarras, 2007).

Gélose a la gélatine (QSP IL d’eau distillée)

e Peptone:5g

e Gélatine:10g
e NaCl:5¢g

e Agar-agar:15g

Gélose a I'amidon (QSP 1L d’eau distillée)

Peptone: 5 g
Amidon:1g
NaCl:5¢
Agar-agar : 15 ¢

Gélose a la caséine (QSP 1L d’eau distillée)

e Peptone:5g

e Caséine:2g

e NaCl:5¢

e Agar-agar: 159

Gélose au saccharose (Test levan)

e Saccharose:20g
e Peptone:5g

o KoHPO, : 2 g

e Agar-agar:159g

Gelose pour test de tolerance au sel : (QSP 1L d’eau distillée)

e Peptone:5¢g
e NaCl : varier les concentrations de sel (3%, 6%, 9%, 12%)
e Agar-agar : 15 g (18 & 20g pour les hautes concentrations en sel)

Instructions

- Dissoudre les ingrédients un par un dans l'eau distillée en chauffant.

- Porter la solution a ébullition tout en continuant a remuer.

- Ajouter l'agar-agar et s’assurer qu'il soit complétement dissous.

- Verser la solution dans des boites de Pétri stériles pour former des géloses.
- Ensemencer les souches a tester par point.

- Incuber 24/48h puis lire les tests.

Gélose au jaune d’ceuf

e 1.5mlde I’émulsion (Jaune d’ceuf stérile +Eau physiologique stérile V/V)
e Gélose nutritive

Instructions

- Verser I’émulsion dans la boite de Petri et ajouter la gélose en surfusion et mélanger,
- Laisser sécher et inoculer en point et lire aprés 24 heures d'incubation.



ANNEXES

Annexe 2 : spectres bruts des échantillons de la zone S
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Spectres bruts des échantillons de la zone R
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Spectres de référence de 17 HA
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Annexe 3 : Dosage hydrocarbures aromatiques

Tableau I : Abondance relative des hydrocarbures aromatiques par nombre de cycles benzene

Echantillon HA total | 1cycle|2cycles| 3 cycles| 4 cycles|5cycles| 6 cycles
Zone S SAE1 100 95,24 0,00 0,93 0,00 1,71 2,12
SAE2 100| 45,33 0,00 32,39 0,00 2,62 19,67

SAE3 100 49,09 8,41 7,87 0,00 15,92 18,71

SBE1 100| 78,87 5,77 5,53 0,00 9,83 0,00

SBE2 100| 48,85 7,27 7,12 0,00| 20,83 0,00

SBE3 100 44 47 8,80 8,52 0,00 21,93 0,00

SCE1 100 75,56 0,00 16,20 2,35 5,89 0,00

SCE2 100| 44,50 0,00| 20,08 542| 16,04 13,96

SCE3 100 43,37 4,26 13,88 14,77 9,59 14,13

ZoneR | RAEL 100 4955 846 2513] 000 1686 0,00
RAE2 100 48,20 8,27 8,02 0,00 16,79 18,72

RAE3 100 42,03 6,38 24,73 0,00 12,69 14,17

RBE1 100 45,66 0,00 32,07 2,59 6,36 13,32

RBE?2 100 45,07 0,00 22,69 0,00] 15,33 16,91

RBE3 100 59,12 0,00] 40,88 0,00 0,00 0,00

RCE1 100 21,38 0,00 21,13 0,00 27,34 30,15

RCE2 100 62,24 0,00 6,96 5,03 11,81 13,96

RCE3 100 47,77 0,00f 30,57 2,16 0,00 19,49




Annexe 4 : Production de biosurfactants/bioémulsifiants

Tableau Il : Tests de détection Bs/Be chez les isolats de la zone S

Echantillon Bactéries E24 OSD HS_ : \EG :
Moy ET Moy ET | Type | Niveau | DiametreNiveau
SAE1 SAl Bacillus 1 3,47 1,84 4,20 0,20 B ++++ 0,65 ++
SA2 Bacillus 2 5,72 0,46 2,40 0,00 B Tt 0,45 +
SA3 Bacillus 1 3,53 3,56 4,20 0,00 B Tt 0,70 | ++++
SA4 Bacillus3 [10,91| 4,81 2,40 0,00 B | Tttt | 0,45 +
SA5 | Pseudomonas 1 | 16,02 9,61 3,17 0,06 B ++ 0,50 +
SAB Bacillus 3 4,07 2,85 2,40 0,00 B ++++ 0,45 +
SA7 Bacillus2 [25555| 7,99 2,50 0,1 nd / / /
SAE2 SA8 Bacillus5 [52,22| 20,51 3,90 0,00 B +++ 0,60 4+
SA9 Bacillus2 |51,28| 10,63 3,20 0,00 B T+t 0,60 4+
SA10 Bacillus2 |16,22| 7,76 2,90 0,00 B Tt 0,45 +
SAll Bacillus 4 6,13 8,31 2,60 0,00 a + 0,50 +
SA12 Bacillus3 [27,29| 17,90 2,60 0,00 B Tt 0,45 +
SA13 Bacillus 3 9,89 8,49 2,40 0,00 B Tt 0,45 +
SAl14 | Pseudomonas1|30,70| 29,64 3,30 0,00 B ++ 0,55 ++
SAE3 SA15 Bacillus 5 9,84 7,88 3,20 0,00 B +++ 0,60 +++
SA16 Bacillus 3 11,97 | 11,43 2,40 0,00 B Tt 0,45 +
SAL7 Bacillus3 [19,96| 31,43 2,47 0,12 B Tt 0,45 +
SA18 |Pseudomonas 2 |58,18| 14,43 3,37 0,06 B ++ 0,55 ++
SA19 Serratia 58,18 | 9,09 2,60 0,00 a + 0,50 +
SBE1 SB1 Bacillus5 [53,15| 12,98 3,40 0,17 B +++ 0,60 44
SB2 | Pseudomonas1|51,28| 10,63 2,13 0,12 B T+ 0,50 +
SB3 | Pseudomonas 2 | 47,83 | 10,15 3,33 0,06 B ++ 0,50 +
SB4 | Pseudomonas 2 |62,42| 7,35 3,40 0,00 B ++ 0,55 ++
SB5 Bacillus 2 9,84 7,88 2,80 0,00 |ttt | ++++ 0,45 +
SBE2 SB6 Bacillus 5 55,42 | 11,24 2,20 0,00 B +++ 0,50 +
SB7 Bacillus 1 3,47 1,84 3,20 0,00 B ++++ 0,65 +++
SB8 Bacillus 4 5,28 2,08 2,60 0,52 a + 0,45 +
SB9 Enterobacter |36,86| 24,42 2,57 0,06 o + 0,45 +
SB10 Bacillus5 [18,93| 2,78 3,00 0,10 B +++ 0,55 ++
SBE3 SB11 Bacillus 4 38,40| 18,57 2,80 0,00 a + 0,50 +
SB12 Bacillus5 [20,47| 7,81 3,40 0,00 B Tt 0,60 +H
SB13 Bacillus5 |13,62| 11,23 3,10 0,10 B Tt 0,60 +H
SB14 Bacillus4 [28,46| 22,31 2,70 0,1 a + / /
SB15 Kosakonia |33,02| 24,59 3,23 0,06 a + 0,50 +
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Tableau Il1 : Tests de détection Bs/Be chez les isolats de la zone R
Echantillon Bactéries E24 OSD ‘ HS_ - \EG X
Moy ET Moy ET | Type | Niveau DiametreNiveau

RA1 | Pseudomonas?2 | 7,30 0,00 3,30 0,00 B ++ 0,60 +++
RA2 Pseudomonas 2 | 17,58 | 14,70 1,80 0,40 B + / /
RA3 | Pseudescherichia | 56,97 | 11,11 2,73 0,12 B ++ 0,50 +

RAE1 RA4 Bacillus 2 20,61 | 29,45 2,23 0,15 B +++ 0,45 +
RA5 Bacillus 5 6,06 | 2,78 3,37 0,21 B + 0,65 4+
RAG6 Pseudomonas 2 |10,31| 5,84 2,77 0,06 B + 0,50 +
RA7 | Pseudomonas?2 | 9,70 | 10,65 2,80 0,00 B + 0,50 +
RA8 | Stutzerimonasl1 |56,29| 10,84 2,50 0,20 B +++ 0,45 +
RA9 | Pseudescherichia | 16,98 | 10,93 2,37 0,06 B ++ / /

RAE2 RA10 | Pseudescherichia | 46,67 | 18,58 1,04 0,45 B ++ 0,45 +
RA11 | Staphylococcus | 8,90 1,04 2,20 0,00 B + 0,50 +
RA12 | Pseudomonas?2 | 8,49 | 10,01 2,50 0,00 B +++ 0,50 +
RA13 | Pseudomonas?2 | 3,33 3,44 3,10 0,00 B + 0,60 +++
RA14 | Pseudomonas?2 |31,62| 1,23 3,70 0,10 B + 0,60 +++

RAE3 RA15 | Pseudescherichia | 40,61 | 19,61 2,07 0,06 B ++ 0,45 +
RA16 | Pseudomonas? |15,45| 22,88 2,57 | 0,06 B + 0,50 +
RA17 | Pseudomonas?2 |15,15| 23,09 3,00 | 0,00 B + 0,50 +
RB1 Psychrobacter | 6,92 0,45 0,52 0,02 Y / / /
RB2 Kocuria 3,95 | 0,00 0,94 | 0,08 B t+ / /

RBEL RB3 Kocuria 8,92 | 3,18 2,27 | 0,35 B +t / /
RB4 Kocuria 11,00 0,97 0,49 0,19 B t+ / /
RB5 Kocuria 10,80| 0,19 0,74 | 0,05 B t+ / /
RB6 Kocuria 10,83 1,12 2,22 | 081 B ++ / /

RBE2 RB7 Bacillus 6 7,00 | 042 320 | 000 | Y / / /
RB8 Bacillus 7 16,00| 4,95 1,26 | 0,05 B +++ / /
RB9 Bacillus 8 3,76 1,18 2,80 0,10 B ++ / /
RB10 | Stutzerimonas?2 |10,87| 4,00 3,30 0,20 B + / /

RBE3 RB11 | Stutzerimonas1 |10,96| 0,04 2,40 | 0,00 B +++ / /
RB12 | Stutzerimonas?2 |10,96| 1,96 3,10 0,35 B + / /
RB13 Streptomyces 6,11 0,74 1,21 0,02 B ++ / /
RB14 Kocuria 9,00 | 4,58 6,79 3,13 B + 0,55
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Annexe 5 :

Tableau 1V : Concentrations admissibles des hydrocarbures aromatiques dans les sols selon ’'US-EPA

HAP Concentration Limite (mg/kg)
Benzéne 0,2
Naphtaléne 1
Acénaphténe 2
Acénaphtylene 2
Fluoréne 0,2
Phénanthréne 1
Anthracene 0,2
Fluoranthene 1
Pyrene 1
Benzo[a]anthracéne 0,2
Chryséne 0,5
Benzo[b]fluoranthéne 0,2
Benzo[k]fluoranthéne 0,2
Benzo[a]pyréne 0,2
Dibenzo [a, h] anthracéne 0,2
Indéno[1,2,3-cd] pyréne 0,2
Benzo [g, h, i] peryléne 0,2
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Annexe 6 : Tableaux statistiques

Tableau V : Statistiques descriptives

N Moyenne Ecart type Erreur standard Intervalle de confiance a 95 % pour la Minimum Maximum
moyenne
Borne inférieure Borne supérieure
pH S 9 7,5367 ,87235 ,29078 6,8661 8,2072 6,25 8,45
R 9 7,1933 , 711411 ,23804 6,6444 7,7422 6,15 8,05
Total 18 7,3650 ,79328 ,18698 6,9705 7,7595 6,15 8,45
CRE S 9 41,22 6,553 2,184 36,18 46,26 32 55
R 9 26,22 6,870 2,290 20,94 31,50 17 35
Total 18 33,72 10,098 2,380 28,70 38,74 17 55
MO S 9 3,7889 ,93734 ,31245 3,0684 4,5094 2,10 5,60
R 9 7,4644 7,55430 2,51810 1,6577 13,2712 ,50 22,70
Total 18 5,6267 5,55381 1,30905 2,8648 8,3885 ,50 22,70
BNZ S 9 1259,8211 2297,75700 765,91900 -506,3913 3026,0335 5,29 5614,08
R 9 466,5067 553,31503 184,43834 41,1911 891,8222 15,80 1656,53
Total 18 863,1639 1671,89261 394,06887 31,7513 1694,5765 5,29 5614,08
NAP S 9 56,7678 133,95370 44,65123 -46,1982 159,7337 ,00 410,43
R 9 32,9833 63,76058 21,25353 -16,0274 81,9941 ,00 148,34
Total 18 44,8756 102,50329 24,16026 -6,0981 95,8492 ,00 410,43
ACN S 9 62,1678 125,72553 41,90851 -34,4734 158,8090 ,00 393,58
R 9 72,0444 94,04970 31,34990 -,2486 144,3374 ,00 270,10
Total 18 67,1061 107,82803 25,41531 13,4845 120,7277 ,00 393,58
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Tableau V (suite) : Statistiques descriptives

N Moyenne Ecart type Erreur standard Intervalle de confiance a 95 % pour la Minimum Maximum
moyenne
Borne inférieure Borne supérieure

ACY S 9 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00

R 9 9,6522 25,40349 8,46783 -9,8746 29,1791 ,00 77,12

Total 18 4,8261 18,12042 4,27102 -4,1850 13,8372 ,00 77,12
FLR S 9 3,0300 6,56541 2,18847 -2,0166 8,0766 ,00 19,77

R 9 131,3344 191,36442 63,78814 -15,7613 278,4302 ,00 563,65

Total 18 67,1822 147,00674 34,64982 -5,9225 140,2870 ,00 563,65
PHN S 9 1,0411 3,12333 1,04111 -1,3597 3,4419 ,00 9,37

R 9 5,7033 14,47158 4,82386 -5,4205 16,8272 ,00 44,03

Total 18 3,3722 10,43543 2,45965 -1,8172 8,5616 ,00 44,03
FLN S 9 ,0889 ,26667 ,08889 -,1161 ,2939 ,00 ,80

R 9 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00

Total 18 ,0444 ,18856 ,04444 -,0493 ,1382 ,00 ,80
PYR S 9 ,0467 ,14000 ,04667 -,0609 ,1543 ,00 42

R 9 ,5322 1,59667 53222 -,6951 1,7595 ,00 4,79

Total 18 ,2894 1,12753 ,26576 -,2713 ,8502 ,00 4,79
BAA S 9 ,0344 ,10333 ,03444 -,0450 ,1139 ,00 31

R 9 1,7256 5,17667 1,72556 -2,2536 5,7047 ,00 15,53

Total 18 ,8800 3,65689 ,86194 -,9385 2,6985 ,00 15,53




ANNEXES

Tableau V (suite) : Statistiques descriptives

N Moyenne Ecart type Erreur standard Intervalle de confiance a 95 % pour la Minimum Maximum
moyenne
Borne inférieure Borne supérieure
CHR S 9 ,4444 ,84021 ,28007 -,2014 1,0903 ,00 2,31
R 9 1,8222 5,46667 1,82222 -2,3798 6,0243 ,00 16,40
Total 18 1,1333 3,85979 ,90976 -,7861 3,0528 ,00 16,40
BBF S 9 91,9489 186,46176 62,15392 -51,3783 235,2761 ,00 581,31
R 9 125,1467 167,58900 55,86300 -3,6736 253,9670 ,00 484,51
Total 18 108,5478 172,82972 40,73636 22,6016 194,4940 ,00 581,31
BAP S 9 6,5178 19,36654 6,45551 -8,3687 21,4042 ,00 58,16
R 9 4722 1,41667 47222 -,6167 1,5612 ,00 4,25
Total 18 3,4950 13,67915 3,22421 -3,3075 10,2975 ,00 58,16
DBA S 9 18,0200 38,19281 12,73094 -11,3376 47,3776 ,00 118,44
R 9 21,8278 29,32926 9,77642 -, 71167 44,3722 ,00 78,90
Total 18 19,9239 33,09204 7,79987 3,4676 36,3802 ,00 118,44
GHI S 9 25,2989 42,60212 14,20071 -7,4480 58,0458 ,00 111,01
R 9 147,4911 206,01200 68,67067 -10,8637 305,8460 ,00 621,49
Total 18 86,3950 157,41222 37,10242 8,1157 164,6743 ,00 621,49
N S 9 123811,11 113810,901 37936,967 36328,31 211293,91 300 300000
R 9 65877,78 162913,119 54304,373 -59348,33 191103,89 2900 500000
Total 18 94844,44 139548,023 32891,785 25448,84 164240,04 300 500000




ANNEXES

Tableau VI : ANOVA pour la comparaison des variances entre échantillons zone S

Somme des carrés ddi Carré moyen F Sig.
pH Intergroupes 172 2 ,086 ,087 917
Intragroupes 5,916 6 ,986
Total 6,088 8
CRE Intergroupes 117,556 2 58,778 1,560 ,285
Intragroupes 226,000 6 37,667
Total 343,556 8
MO Intergroupes 3,002 2 1,501 2,237 ,188
Intragroupes 4,027 6 671
Total 7,029 8
BNZ Intergroupes 23555650,087 2 11777825,043 3,783 ,087
Intragroupes 18681847,841 6 3113641,307
Total 42237497,928 8
NAP Intergroupes 28830,595 2 14415,298 7154 ,510
Intragroupes 114718,160 6 19119,693
Total 143548,756 8
ACN Intergroupes 35232,076 2 17616,038 1,159 375
Intragroupes 91223,197 6 15203,866
Total 126455,273 8
FLR Intergroupes 136,436 2 68,218 1,964 221
Intragroupes 208,401 6 34,733
Total 344,837 8
PHN Intergroupes 19,510 2 9,755 1,000 A22
Intragroupes 58,531 6 9,755
Total 78,042 8




ANNEXES

Tableau VI (suite) : ANOVA pour la comparaison des variances entre échantillons zone S

Somme des carrés ddi Carré moyen F Sig.
FLN Intergroupes ,142 2 ,071 1,000 422
Intragroupes A27 6 071
Total ,569 8
PYR Intergroupes ,039 2 ,020 1,000 422
Intragroupes ,118 6 ,020
Total 157 8
BAA Intergroupes ,021 2 ,011 1,000 422
Intragroupes ,064 6 ,011
Total ,085 8
CHR Intergroupes ,697 2 ,349 423 673
Intragroupes 4,950 6 ,825
Total 5,648 8
BBF Intergroupes 72906,827 2 36453,413 1,066 ,402
Intragroupes 205237,076 6 34206,179
Total 278143,903 8
BAP Intergroupes 745,279 2 372,640 ,991 425
Intragroupes 2255,224 6 375,871
Total 3000,503 8
DBA Intergroupes 3341,796 2 1670,898 1,204 ,363
Intragroupes 8327,730 6 1387,955
Total 11669,526 8
GHI Intergroupes 1189,581 2 594,791 ,268 174
Intragroupes 13329,947 6 2221,658
Total 14519,528 8
Nombre bacterien Intergroupes 26766442222,222 2 13383221111,111 1,045 ,408
Intragroupes 76856926666,667 6 12809487777,778
Total 103623368888,889 8




ANNEXES

Tableau VII : ANOVA pour la comparaison des variances entre citernes zone S

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
pH Intergroupes 5,795 2 2,898 59,334 ,000
Intragroupes ,293 6 ,049
Total 6,088 8
CRE Intergroupes 68,222 2 34,111 743 515
Intragroupes 275,333 6 45,889
Total 343,556 8
MO Intergroupes 1,269 2 ,634 ,661 ,550
Intragroupes 5,760 6 ,960
Total 7,029 8
BNz Intergroupes 6973243,117 2 3486621,559 ,593 ,582
Intragroupes 35264254,811 6 5877375,802
Total 42237497,928 8
NAP Intergroupes 45677,235 2 22838,618 1,400 317
Intragroupes 97871,520 6 16311,920
Total 143548,756 8
ACN Intergroupes 36732,040 2 18366,020 1,228 ,357
Intragroupes 89723,232 6 14953,872
Total 126455,273 8
FLR Intergroupes 66,406 2 33,203 716 526
Intragroupes 278,431 6 46,405
Total 344,837 8
PHN Intergroupes 19,510 2 9,755 1,000 422
Intragroupes 58,531 6 9,755
Total 78,042 8
FLN Intergroupes ,142 2 ,071 1,000 422
Intragroupes 427 6 ,071
Total ,569 8




ANNEXES

Tableau V11 (suite) : ANOVA pour la comparaison des variances entre citernes zone S

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
PYR Intergroupes ,039 2 ,020 1,000 422
Intragroupes ,118 6 ,020
Total ,157 8
BAA Intergroupes ,021 2 011 1,000 422
Intragroupes ,064 6 ,011
Total ,085 8
CHR Intergroupes 3,556 2 1,778 5,099 ,051
Intragroupes 2,092 6 ,349
Total 5,648 8
BBF Intergroupes 87035,015 2 43517,508 1,366 324
Intragroupes 191108,888 6 31851,481
Total 278143,903 8
BAP Intergroupes 745,279 2 372,640 ,991 425
Intragroupes 2255,224 6 375,871
Total 3000,503 8
DBA Intergroupes 2754,181 2 1377,091 ,927 446
Intragroupes 8915,344 6 1485,891
Total 11669,526 8
GHI Intergroupes 10396,988 2 5198,494 7,566 ,023
Intragroupes 4122,540 6 687,090
Total 14519,528 8
Nombre bacterien Intergroupes 56772975555,556 2 28386487777,778 3,635 ,092
Intragroupes 46850393333,333 6 7808398888,889
Total 103623368888,889 8




ANNEXES

Tableau VIII : ANOVA pour la comparaison des variances entre échantillons zone R

Somme des carrés ddi Carré moyen F Sig.
pH Intergroupes 2,284 2 1,142 3,815 ,085
Intragroupes 1,796 6 ,299
Total 4,080 8
CRE Intergroupes 42,889 2 21,444 ,384 ,696
Intragroupes 334,667 6 55,778
Total 377,556 8
MO Intergroupes 164,928 2 82,464 1,697 ,261
Intragroupes 291,611 6 48,602
Total 456,539 8
BNZ Intergroupes 767804,624 2 383902,312 1,370 ,324
Intragroupes 1681455,535 6 280242,589
Total 2449260,159 8
NAP Intergroupes 4313,696 2 2156,848 ,459 ,653
Intragroupes 28209,598 6 4701,600
Total 32523,294 8
ACN Intergroupes 20635,946 2 10317,973 1,235 ,355
Intragroupes 50126,825 6 8354,471
Total 70762,771 8
ACY Intergroupes 1161,907 2 580,953 871 ,465
Intragroupes 4000,790 6 666,798
Total 5162,697 8
FLR Intergroupes 31490,813 2 15745,406 ,361 711
Intragroupes 261471,917 6 43578,653
Total 292962,730 8




ANNEXES

Tableau VIII (suite) : ANOVA pour la comparaison des variances entre échantillons zone R

Somme des carrés ddi Carré moyen F Sig.

PHN Intergroupes 585,504 2 292,752 1,612 275
Intragroupes 1089,910 6 181,652
Total 1675,414 8

PYR Intergroupes 5,099 2 2,549 1,000 422
Intragroupes 15,296 6 2,549
Total 20,395 8

BAA Intergroupes 53,596 2 26,798 1,000 422
Intragroupes 160,787 6 26,798
Total 214,383 8

CHR Intergroupes 59,769 2 29,884 1,000 422
Intragroupes 179,307 6 29,884
Total 239,076 8

BBF Intergroupes 88352,810 2 44176,405 1,944 223
Intragroupes 136335,786 6 22722,631
Total 224688,596 8

BAP Intergroupes 4,014 2 2,007 1,000 422
Intragroupes 12,042 6 2,007
Total 16,056 8

DBA Intergroupes 2723,610 2 1361,805 1,965 221
Intragroupes 4158,036 6 693,006
Total 6881,646 8

GHI Intergroupes 132746,261 2 66373,131 1,926 ,226
Intragroupes 206781,281 6 34463,547
Total 339527,543 8

N Intergroupes 54247402222,222 2 27123701111,111 1,030 413
Intragroupes 158078073333,333 6 26346345555,556
Total 212325475555,556 8




ANNEXES

Tableau IX : ANOVA pour la comparaison des variances entre citernes zone R

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.

pH Intergroupes 1,128 2 ,564 1,147 379
Intragroupes 2,951 6 492
Total 4,080 8

CRE Intergroupes 186,889 2 93,444 2,941 ,129
Intragroupes 190,667 6 31,778
Total 377,556 8

MO Intergroupes 137,781 2 68,891 1,297 ,340
Intragroupes 318,758 6 53,126
Total 456,539 8

BNZ Intergroupes 400344,805 2 200172,402 ,586 ,585
Intragroupes 2048915,354 6 341485,892
Total 2449260,159 8

NAP Intergroupes 19582,205 2 9791,102 4,540 ,063
Intragroupes 12941,089 6 2156,848
Total 32523,294 8

ACN Intergroupes 12736,344 2 6368,172 ,658 ,551
Intragroupes 58026,426 6 9671,071
Total 70762,771 8

ACY Intergroupes 1502,777 2 751,389 1,232 ,356
Intragroupes 3659,920 6 609,987
Total 5162,697 8

FLR Intergroupes 60814,350 2 30407,175 ,786 ,498
Intragroupes 232148,380 6 38691,397
Total 292962,730 8

PHN Intergroupes 363,303 2 181,652 ,831 ,480
Intragroupes 1312,111 6 218,685
Total 1675,414 8




ANNEXES

Tableau IX (suite) : ANOVA pour la comparaison des variances entre citernes zone R

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
PYR Intergroupes 5,099 2 2,549 1,000 422
Intragroupes 15,296 6 2,549
Total 20,395 8
BAA Intergroupes 53,596 2 26,798 1,000 422
Intragroupes 160,787 6 26,798
Total 214,383 8
CHR Intergroupes 59,769 2 29,884 1,000 422
Intragroupes 179,307 6 29,884
Total 239,076 8
BBF Intergroupes 36372,807 2 18186,404 ,579 ,589
Intragroupes 188315,789 6 31385,965
Total 224688,596 8
BAP Intergroupes 4,014 2 2,007 1,000 422
Intragroupes 12,042 6 2,007
Total 16,056 8
DBA Intergroupes 979,387 2 489,694 ,498 ,631
Intragroupes 5902,259 6 983,710
Total 6881,646 8
GHI Intergroupes 33892,746 2 16946,373 ,333 ,729
Intragroupes 305634,797 6 50939,133
Total 339527,543 8
N Intergroupes 51285535555,556 2 25642767777,778 ,955 ,436
Intragroupes 161039940000,000 6 26839990000,000
Total 212325475555,556 8




ANNEXES

Tableau X: Test t de Student pour la comparaison des moyennes entre zone S, R

Test de Levene sur I'éga-
lité des variances

Test t pour égalité des moyennes

Intervalle de confiance de la dif-
férence a 95 %

F Sig. t ddl | Sig. (bilatéral) Différence Différence er- Inférieur Supérieur
moyenne reur standard

pH Hypothese de variances égales ,993 334 914 16 374 ,34333 37579 -,45330 1,13997
Hypothése de variances inégales 914 15,399 ,375 ,34333 ,37579 -,45584 1,14250

CRE | Hypothése de variances égales ,458 ,508 4,740 16 ,000 15,000 3,165 8,291 21,709
Hypothese de variances inégales 4,740 15,965 ,000 15,000 3,165 8,290 21,710

MO Hypothese de variances égales 13,703 ,002 -1,449 16 ,167 -3,67556 2,53741 -9,05462 1,70351
Hypothése de variances inégales -1,449 8,246 ,184 -3,67556 2,53741 -9,49655 2,14544

BNZ | Hypothése de variances égales 9,527 ,007 1,007 16 ,329 793,31444 787,81306 -876,77464 2463,40353
Hypothése de variances inégales 1,007 8,925 ,340 793,31444 787,81306 -991,13738 2577,76627

NAP Hypothese de variances égales ,603 449 481 16 ,637 23,78444 49,45144 -81,04793 128,61682
Hypothese de variances inégales 481 11,448 ,640 23,78444 49,45144 -84,53996 132,10885

ACN | Hypothese de variances égales ,001 971 -,189 16 ,853 -9,87667 52,33679 -120,82570 101,07237
Hypothése de variances inégales -,189 14,818 ,853 -9,87667 52,33679 -121,54913 101,79580

ACY | Hypothése de variances égales 5,155 ,037 -1,140 16 271 -9,65222 8,46783 -27,60322 8,29877
Hypothese de variances inégales -1,140 8,000 ,287 -9,65222 8,46783 -29,17907 9,87463

FLR Hypotheése de variances égales 10,958 ,004 -2,010 16 ,062 -128,30444 63,82567 -263,60882 6,99993
Hypothése de variances inégales -2,010 8,019 ,079 -128,30444 63,82567 -275,42656 18,81767




ANNEXES

Tableau X (suite) : Test t de Student pour la comparaison des moyennes entre zone S, R

Test de Levene sur
I'égalité des variances

Test t pour égalité des moyennes

Intervalle de confiance de la dif-
férence a 95 %

F Sig. t ddl | Sig. (bilatéral) Différence Différence er- Inférieur Supérieur
moyenne reur standard

PHN | Hypotheése de variances égales 2,991 ,103 -,945 16 ,359 -4,66222 4,93493 -15,12381 5,79937
Hypothese de variances inégales -,945 8,744 ,370 -4,66222 4,93493 -15,87590 6,55145

FLN Hypothése de variances égales 5,224 ,036 1,000 16 ,332 ,08889 ,08889 -,09955 27732
Hypothese de variances inégales 1,000 8,000 ,347 ,08889 ,08889 -,11609 ,29387

PYR Hypothése de variances égales 4,315 ,054 -,909 16 377 -,48556 ,53426 -1,61815 ,64703
Hypothese de variances inégales -,909 8,123 ,390 -,48556 ,53426 -1,71433 , 74322

BAA | Hypothése de variances égales 5,016 ,040 -,980 16 ,342 -1,69111 1,72590 -5,34985 1,96763
Hypothese de variances inégales -,980 8,006 ,356 -1,69111 1,72590 -5,67049 2,28827

CHR Hypothese de variances égales 3,339 ,086 -, 747 16 ,466 -1,37778 1,84362 -5,28608 2,53052
Hypothése de variances inégales -, 747 8,378 475 -1,37778 1,84362 -5,59603 2,84048

BBF Hypothese de variances égales 179 ,678 -,397 16 ,696 -33,19778 83,56904 -210,35623 143,96068
Hypothése de variances inégales -,397 15,821 ,696 -33,19778 83,56904 -210,51909 144,12354

BAP Hypothese de variances égales 4,464 ,051 ,934 16 ,364 6,04556 6,47276 -7,67609 19,76720
Hypothése de variances inégales ,934 8,086 377 6,04556 6,47276 -8,85319 20,94431

DBA | Hypothese de variances égales ,028 ,870 -,237 16 ,815 -3,80778 16,05164 -37,83574 30,22018
Hypothese de variances inégales -,237 15,001 ,816 -3,80778 16,05164 -38,02088 30,40533

GHI Hypothése de variances égales 5,704 ,030 -1,743 16 ,101 -122,19222 70,12361 -270,84763 26,46319
Hypothese de variances inégales -1,743 8,683 117 -122,19222 70,12361 -281,71013 37,32568

N Hypothése de variances égales ,001 974 875 16 ,395 57933,333 66243,327 -82496,247 198362,914
Hypothese de variances inégales ,875 14,307 ,396 57933,333 66243,327 -83859,410 199726,077




ANNEXES

Tableaux XI : Analyse des composantes principales

Indice de Kaiser-Meyer-Olkin pour la mesure de la ,691
qualité d'échantillonnage.
Test de sphéricité de Khi-carré approx. 77,482
Bartlett ddl 21
Signification <,001
Variance totale expliquée Matrice des composantes
Composante Valeurs propres initiales Sommes extraites du carré Composantes
des chargements
Total | % dela % Total | % dela % CP1 CP2
variance | cumulé variance | cumulé
pH -,662 ,125
CRE -,248 731
MO , 766 -,538
1 3,833 | 54,753 54,753 | 3,833 | 54,753 | 54,753 BNZcl ,603 627
2 1,631 | 23,300 78,053 | 1,631 | 23,300 | 78,053 NAPc2 670 614
3 715 10,213 88,267 ACNCc3 ,953 243
4 411 5,873 94,140 FLRc3 ,646 -,660
5 ,198 2,822 96,962 BBFc5 974 -,208
6 ,140 1,999 98,961 DBAc5 ,943 -,027
7 ,073 1,039 100,000 GHlc6 ,606 ,802




ANNEXES

Tableau XI1 : Correlation entre les variables et le nombre bactérien

pH CRE MO BNZ NAP ACN FLR BBF DBA GHI N

Rho de pH Coefficient de 1,000 0,164 | -513"| -0,412 | -0,387 -0,441 -0,119 | -,605™ | -0,400 0,102 0,245
Spearman corrélation

Sig. (bilatérale) 0,516 0,030 0,089 0,113 0,067 0,637 0,008 0,100 0,687 0,327

N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18

CRE Coefficient de 0,164 1,000 | -0,182 0,000 0,056 -0,071 -,666™ 0,019 0,099 | -0,276 0,263
corrélation

Sig. (bilatérale) 0,516 0,470 1,000 0,826 0,779 0,003 0,941 0,695 0,268 0,292

N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18

MO Coefficient de -513" | -0,182 1,000 576" 0,369 ,656™ 0,079 ,681"" 496" 0,154 | -0,432
corrélation

Sig. (bilatérale) 0,030 0,470 0,012 0,132 0,003 0,754 0,002 0,036 0,541 0,074

N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18

BNZ Coefficient de -0,412 0,000 576" 1,000 0,325 ,866™ 0,022 ,768™ | 667" 0,336 | -,777"
corrélation

Sig. (bilatérale) 0,089 1,000 0,012 0,188 0,000 0,932 0,000 0,003 0,172 0,000

N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18

NAP Coefficient de -0,387 0,056 0,369 0,325 1,000 501" -0,338 532" 0,357 | -0,342 0,111
corrélation

Sig. (bilatérale) 0,113 0,826 0,132 0,188 0,034 0,169 0,023 0,146 0,165 0,662

N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18

*. La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).

**_La corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).




ANNEXES

Tableau XII (suite) : Correlation entre les variables et le nombre bactérien

pH CRE MO BNZ NAP ACN FLR BBF DBA GHI N
Rho de ACN Coefficient de -0,441 | -0,071 ,656™ | ,866™ ,501" 1,000 0,058 ,641™ ,530" 0,166 | -,582"
Spearman corrélation
Sig. (bilatérale) 0,067 0,779 0,003 0,000 0,034 0,819 0,004 0,024 0,509 0,011
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
FLR Coefficient de -0,119 | -,666™ 0,079 0,022 | -0,338 0,058 1,000 | -0,067 | -0,003 0,324 | -0,375
corrélation
Sig. (bilatérale) 0,637 0,003 0,754 0,932 0,169 0,819 0,791 0,990 0,189 0,125
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
BBF Coefficient de -,605™ 0,019 ,681™ | ,768™ ,532" ,641™ -0,067 1,000 T77 0,147 | -0,466
corrélation
Sig. (bilatérale) 0,008 0,941 0,002 0,000 0,023 0,004 0,791 0,000 0,559 0,051
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
DBA Coefficient de -0,400 0,099 496" | 6677 0,357 ,530" -0,003 17 1,000 0,258 | -,475"
corrélation
Sig. (bilatérale) 0,100 0,695 0,036 0,003 0,146 0,024 0,990 0,000 0,302 0,047
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
GHI Coefficient de 0,102 | -0,276 0,154 0,336 | -0,342 0,166 0,324 0,147 0,258 1,000 | -,475"
corrélation
Sig. (bilatérale) 0,687 0,268 0,541 0,172 0,165 0,509 0,189 0,559 0,302 0,047
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
N Coefficient de 0,245 0,263 | -0,432 | - 777" 0,111 -,582" -0,375 | -0,466 | -,475" | -650" 1,000
corrélation
Sig. (bilatérale) 0,327 0,292 0,074 0,000 0,662 0,011 0,125 0,051 0,047 0,004
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18

*, La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).

**_La corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).




ANNEXES

Tableau X111 : Analyse factorielle des correspondances zone S

Proportion d'inertie Valeur singuliere de confiance
Dimension Valeur Inertie Khi-deux Sig. Représentation Cumulé Ecart type Corrélation
singuliére
1 ,525 275 , 749 ,749 ,062 2
2 ,246 ,061 ,165 ,914 ,072
3 ,143 ,020 ,056 ,970
4 ,103 ,011 ,029 ,998
5 ,024 ,001 ,002 1,000
Total ,367 59,143 ,0262 1,000 1,000
a. 40 degrés de liberté
Tableau X1V : Table des correspondances zone S
Bactérie BNZ NAP ACN FLR PHN BBF BAP DBA GHI Marge
active
Bacillus 6 4 6 1 1 5 2 5 3 33
Priestia 3 2 3 1 1 2 2 2 1 17
Pseudomonas 4 2 4 1 1 3 6 4 3 28
Enterobacter 1 1 1 6 6 1 2 6 6 30
Serratia 1 1 1 6 6 1 6 1 1 24
Kosakonia 1 1 1 6 6 1 6 1 6 29
Marge active 16 11 16 21 21 13 24 19 20 161




ANNEXES

Tableau XV : Analyse factorielle des correspondances zone R

Proportion d'inertie Valeur singuliére de confiance
Dimension Valeur singuliére Inertie | Khi-deux Sig. Représentation Cumulé Ecart type Corrélation
1 ,360 ,129 ,354 ,354 ,055 -,034
2 344 ,118 ,323 677 ,056
3 ,268 ,072 ,197 ,873
4 175 ,031 ,084 ,957
5 117 ,014 ,037 ,995
6 ,044 ,002 ,005 1,000
Total ,366 95,031 ,025° 1,000 1,000
a. 70 degrés de liberté

Tableau XVI : Table des correspondances zone R

Bactérie BNZ NAP ACN ACY FLR PHN BAA BBF BAP DBA GHI Marge active
Bacillus 3 1 2 1 3 1 6 2 6 2 1 28
Staphylococcus 1 1 1 6 6 6 6 1 6 1 1 36
Kocuria 2 6 1 1 2 1 1 1 6 6 1 28
Streptomyces 1 6 6 1 1 1 6 6 6 6 6 46
Pseudomonas 3 3 3 6 2 1 6 3 1 2 2 32
Stutzerimonas 2 1 1 1 1 1 6 1 6 1 1 22
Pseudescherichia 3 3 3 6 2 1 6 3 1 2 2 32
Psychrobacter 1 6 1 6 1 6 1 1 6 6 1 36
Marge active 16 27 18 28 18 18 38 18 38 26 15 260
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Annexe 7 : séquences nucléotidiques partielle de ’ADNr 16S

Souches Skikda

>SA3 (MW229045)
g99gaaacggttaGCATGCTTCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGT
AAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAA
CATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTA
CCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGG
TTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG
AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCT
TAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCTCTTTCGGGGGCAGAGTGA
CAGTGTGCATGatgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgecacgagcegcaacccttgatcttagttgccagceattcagttgggeactcta
aagtgactgccgtgacaaccggagaaggtgggatgacgtcaatcatcatgectcttatgactgggectaacacacgtgcetaacattggactgacagtcagegtacg
cgaagtaggcaattccaacaaaacctggtt

>SA9 (MW229046)
taggtttcctctgcttttgCTTCTTTATTGAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATA
AGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAA
ATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTT
GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTAGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCC
TTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCTGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCTTCGGGAGCAGAGTGACAQgtg
gtgcatggttgttcgtcagctegtgtegtgaagatgtggggttaagtcccgcaacgagegceacctttgatctttagtgcaatcattaagttggcacctectaggtgactg
caggtgaacaacggagaggtggggatgatcgtcaaatcatcatgecatatgtgacctggettaccatgtgcttacatgaacgggttacaagagetgegtactgcaag
gtggaagctaattctcttaaaacggttctctcagatctgcgaatg
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>SA12 (MW229042)
0999acggttaaGCTTGCTCTTATGAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATA
AGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAA
ATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
GCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTT
GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCT
TTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCCTTCTCCTTCGGGAgcagagtgacaggtgg
tgcatggcttgtcgtcagetegtgtcgtgagatgttggtaaagtcccgcacgagegeaaccettgatcttagttgeatcattaagtgggecactctaggtgactgecgg
tgacaaacggagggaggtgggggatgacgttcaatcatcatgeccctatggacttggcttaccacgtgectacatgcaacggtacagactgcagacgcgaaggty
gacttattccctaagctegtttctcagteegtgat

>SA17 (MW229039)
0999cgatAGCTTGCCTCTTATGAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATA
AGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAA
TTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGC
TAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAG
TGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAG
GTGGTGCATGGTTGTcgtcagctecgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagcegcaacccttgatcttagttgecatcattagttgggeacct
ctaaaggtgactgccgtgacaaccggaggaagggtgggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgactggctaccacgtgctacattgacgtacagagcetgcagg
accgcaagtgaactattctcataaaccgttctctcag

>SB11 (MW231893)
taggaaaccggttgtcattTCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTA
AGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGA
TTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAC
AAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTT
CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGT
GCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGATAACC ttacc
aggtcttgacatcctctgacaactctagagatagagegttceectttcggggacagagtgacaggtgtgcatggttgtegtcagcetegegtcatgagatgttggttaag
ttcccgcaaccgagegctaaccettgatcttagttgeccagecatttagtggacacctctaaggtcgactgecgtgtgaactaaaccgaagaaagtgtgtatgacgte
caaatcatccatgcctcgtaatgaccctggeaaccaccetgcetcaccagtgatggtacaatgetgccagaactgcaagtacaggacattectatataaaactgcatttc
ttactcagacag
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>SA18 (MW229040)
2aggggggactTGCTCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGG
GGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCG
GACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGC
GACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTG
TGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGC
TGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAG
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTG
AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGG
TGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACC
ACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACG
CGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATG
CTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCcttgtccttagttaccagcaccctegggt
gggcactctcgagactgccggtgaacaaacgagaggtggggatgacgtcaagtcatcatgtcectttacgccagggcetacacacgtgcectaacatgtegttacaatg
gttgccaagcgceaagttgaacctaatccataaaacgaattcgttagttccggaatcgeccag

>SB4 (MW229041)
99992aggtaACTTGCTCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTG
GGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTT
CGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAG
GCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG CCGeaGT
GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCT
TGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
AAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGA
TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGG
GTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCT
AACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGA
CATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGtccttagttaccagcc
acctcgggtgggcacctctaagagactgcccggtgacaaccgagagtggggatgacgtcaagttcatcatgaccttacggecaggcectaaccaccgtgcctacatt
gttcgtacaaggttgccagtcgcaagtgaagctaatccataaccgatcgtaagtceggatcggecy

>SB9 (MW229043)
2aagAGAAGCTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG
AGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCT
AGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGC
GTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAA
CCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTC
GGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGA
GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAG
CTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTT
GACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCaaccccttatccctttgttgccageg
gttccggcecggaactcaaggagactgccagtgataactggaggaagtgggggatgacgtcagtcatcatgtecttacgagttaggectacaccacggtgcetacaat
gacgcataccaagagaaagcgactcgcggagagacaaggcggaaccctctcataaaagggtgtgegg
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>SB15 (MW229044)
gcTTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGG
GATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGG
GCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGGCG
ACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTACGGTTAATAACCGTG
CCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
GGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATG
TGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTGGAGTCTCGTAGAGGGA
GGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCTCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAA
CGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACA
TCCACAGAAACCTGGCAGAGATGCCGGGGTGCCTT
CGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTgaaatgttgggtttaagtcccgcaacgage
gcaacccttatcctttgttgccagceggttcaggegggactcaagagactgecagtgataactgagaaggtggggatgacgtcagtcatcatgtcecttacgacaaggg
ctaccacgtgcctaacatgcgcaatacaagagagcacctcgaggagagcaagcggactcataaggttgegetceggtagattcecga

> RA19(MW231892)
99992agagACTTGCTCAATGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT
GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGG
ACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCA
CCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGccatgecgeg
tgtgtgaagaaggccttegtgttgtaaagctctttcagcgaggaagaaggtggtgatcttaccatgetgttttttgtttccgagcacataagaaccaactataactgegtg
ccagcaccgatgatatatagggtgcaaaacttaaactcattttctgtgcgtaaatcgegcataatggagctttaattggatatgtaatceceegcteecctgggaactge
atcctaaacttgctatctagaagacagtataaggtgggggaatttcctgtggatcgecgaatgegtacatataagaatgaccaccegtggectagegaccaccttgga
ct

Souches Rhourde el baguel

>RB6 (MW229030)
CgtACGGTCTTGCTGGTGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACGTGAGTAACCTGCCCTTGAC
TCTGGGATAAGCCCGGGAAACTGGGTCTAATACTGGATGCTACATGTCACCGCATGGTGGTGTGTG
GAAAGGGTTTACTGGTCTTGGATGGGCTCACGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACC
AAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCG
CGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCCACAAGTGACGGT
ACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCCGGGG
CTTAACCCCGGGTGTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTG
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGT
TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCG
TAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTG
CCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGATC
GTTCCAGAGATGGTTCTTCCCCTTTGGGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCACCCTCGTtcatgttgccagcacgtgatggtggggactcatgggg
agactgccggggtcactcggaggatgtggggatgacgtcaatcatcatgecccttatgtettgggcetcacgcatgcetaacatgtegtacaaagggcetgegatctgtg
agtgctctaatcgaaagtcagtctcaggtcggattgaaggtetgeca



ANNEXES

>RB8 (MW229031)
99999cgggttaGGCTTGCTCTTATGAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAT
AAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGCACCGCATGGTGCGA
AATTCAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAG
TGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGT
GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCC
CTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGA
CAGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGggttagtcccgcacgagcgcacccttgatcttagtgecat
cattagttggcactctaaggtgactgcgtgacaaccgagaggtgggatgacgtcaatcatcatgecccttatgactggcttaccacgtgctacattgaacgtacaaga
gctgcagaccgcaagttgagcectatctcataaaccgattcctccagagtg

>RB9 (MW229036)
099999cctgtAAGGCTGCTCTCAGAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAT
AAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGA
AATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAG
TGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGT
GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCC
CTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGA
CAGTGGTGCATGGTTGtcgtcagctcegtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgagegcaacccttgatctagttgecatcattaagttgggea
ctctaaggtgactgcggtgacaaccggagaaggtggggatgacgtcaatcatcatgccccttatgactgggctaaccacgtgcttacatgaacggtacaagagetg
cagatcgcaagtgagcctatctccaataaccgattccttcagagttgeg

>RB13 (MW229038)
gggcaccgtcaAGATGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTG
GGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGATCCTCGCAGGCATCTGCGAGGTTCGA
AAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT
GAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCT
GCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTA
ACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTA
GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTG
ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGA
GCATGTGGCTTAATTTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCC
TGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCcagcagcccttgtggtgctggggactca
cgggagaccgccggggtcaactcggaggatgttggggacgacgtcagtcatcatgecccttatgtcttgggectgcacacgtgctacattgegttaacatgagetg
gcgatacccgcagtgacgaatctcaaaagegtctcagtttcggaattgggggttctggcaaactg
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>RA3 (MW229032)
aggtaggGAGCTTGCTCCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT
GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGG
ACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCA
CCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC
CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATACGGTTA
ATAACCGTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAA
GTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGACAGGCTAGAGTCTTGT
AGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCG
AAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCG
GAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACT
CTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcegcaacccttatecttttgttgccageggtcggecggaactca
aggagactgccagtgataaactggagaggtggggatgacgtccaggtcatcatgtccttacgagtaggctaaccacgtgectaccatgcgceatacataggagega
actcgcggagaccagcgaacctcataaggtgcgcetegttgttccggatccgggagat

>RA8 (MW229033)
gcgaagGGAACTGCTCTCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGATAGTG
GGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTT
CGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGT
TAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
AAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAAT
GTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGG
TGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
ACCACCTGGGCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTA
ACGCATTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTG
ACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGtcgtgagatgttggggttaagtcccgtaacggagegcaacccttgtcecttagttaccagecacgttatggtgggceactctag
gagactggccgggtgacaaccgggagggaaggtgggggatgacggtcaagttcatcatgggtectttacggectggggcectacacacggtgcttacaatgggtt
cggtaacaaacggattgccaggcgcgagggtgaaagctatccaataaaaccggaatcggtagttccgggaaategtege

>RA14 (MW229034)
2aaggAACTTGCTCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGG
GGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCG
GGCCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGC
GACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTG
TGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGC
TGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAG
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTG
AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGG
TGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACC
ACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACG
CGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCCTTGACAT
GCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTTAAGTCCCGTAACGAGCGCACCCT Tgtccttagttaccagcacctcggg
tggcactctagagactgccgtgacaaccgagtgtgggatgacgtcagtcatcatgtcectacgcaagcetaccccacgtgcetaacatggttcgttacaatgcetggeca
gctgcgaggtgactatcataaatcgatcgtagtcccagaatcegeagtcettgecaatcteg
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>RB10 (MW229037)
aggcagctGCTCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGA
CAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGAC
CTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGAC
GATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGA
AGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGT
TTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGT
GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAA
GCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTATGGCAGAGGGTGGTGG
AATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACC
TGGGCTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCAT
TAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCA
GAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCCTTGTC Ccttagttaccagcacgtttatg
tgggcactctatggagactgcccggtgacaaccgagaggtgggatgacgtcagtcatcatgecttacggetgectaacacacgtgcctacattgatcgtacaaggat
tgccaagcgcagtgaacctaatccataaaccgaatcgtagtccgaatcgecaatectgtcaatcg

>RB1 (MW229035)
taggggGAGCTTGCTTCTCGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACTTAGGAATCTACCTAGTAG
TGGGGGATAGCTCGGGGAAACTCGAATTAATACCGCATACGACCTACGGGAGAAAGGGGGCAACT
TGTTGCTCTCGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATG
GCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCCATGGTTAATACCC
ATGGACGATGACATTAGCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
AGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGAGCGTAGGTGGCTTGATAAGTCAG
ATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAACGGCATCTGATACTGTTAGGCTAGAGTAGGTGAGAG
GAAGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGG
CAGCCTTCTGGCATCATACTGACACTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGACGCAGCT
AACGCAATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGA
CATATCTAGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAAATTAGAATACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCACGAGCGCaacccttgtccttagtaccageggtttgg
cgggactctacgatactgcagtgacaactgagtgcgggacgacgtcagtcatcatgtcctacgacaagggctaacacgtgctacatgtagtacgagggcagcetac
agcatggatgccatctcaaggcctatcgtactcaaatgggagtctgccaact
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Annexe 8 : photographies de quelques résultats des tests de détection de biosurfactants

Emulsification de kéroséne

Déplacement d’huile Hémolyse de sang

Effondrement de la goutte sur parafilm M
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Titre : Etude de la diversité bactérienne des sols pollués aux hydrocarbures dans les

biotopes littoraux et sahariens de ’Algérie. Approche statistique et moléculaire.

Résumé
Les hydrocarbures aromatiques libérés dans les sols des parcs industriels suite a des

déversements accidentels de pétrole brut ou ses dérivés constituent des substances toxiques,
hydrophobes, ayant tendance a se séquestrer dans la matrice du sol, ce qui les rend persistants
et difficiles a éliminer par les microorganismes. Les molécules les plus légeres, sont cependant
plus réactives et mobiles, capables de rejoindre différents compartiments de 1’écosystéme, ce
qui constitue un risque accru sur la santé humaine et environnementale. En réponse a cette
situation, certaines bactéries produisent des biomolécules qui agissent sur les hydrocarbures et
entrainent une augmentation de leur solubilité et disponibilité pour la biodégradation, ce sont
les biosurfactants (Bs) et les bioémulsifiants (Be). Cette thése a pour objectif d’explorer la
diversité des bactéries telluriques de sols des parcs industriels pollués aux hydrocarbures, en
mettant [’accent sur deux environnements distincts : une zone littorale (la raffinerie de Skikda)
et une zone saharienne (le champ pétrolier Rhourde el baguel a Ouargla). Notre recherche se
concentre sur les bactéries aérobies cultivables, impliquées dans la dégradation des
hydrocarbures par production des Bs/Be. L’analyse physicochimique a permis de mettre en
évidence des variations dans la texture, le pH, la capacité de rétention d’eau et la matiére
organique d’un sol a ’autre. La spectrophotométrie-UV a révélée des teneurs éelevées en
hydrocarbures aromatiques mono et polycycliques atteignant les 7117,83 mg/Kg de sol sec. 94
bactéries ont été isolées sur milieu de culture contenant le pétrole brut comme unique source de
carbone et d’énergie. 34 isolats de la zone littorale (S) et 31 de la zone saharienne (R), répartis
sur 14 phénogroupes a Gram positif et 10 phénogroupes & Gram négatif, ont donné des réponses
positives aux tests d’émulsification du kéroseéne et de déplacement d’huile, témoignant de la
présence de Bs/Be dans la culture bactérienne. Une sélection a porté sur 20 bactéries comme
étant les meilleures productrices de Bs/Be representant leur phénogroupes, en se référant aux
valeurs de l'indice d'émulsification E24 (3,53-62,42 %) et le diamétre de déplacement d'huile
(0,49-4,20 cm). Le séquengage de I’ADNr 16S a conduit a leur attribution aux genres suivants
avec leurs abondances relatives respectives : Bacillus (40.63%), Kocuria (7,81%), Priestia
(6,25%), Staphylococcus (1,56%) et Streptomyces sp. (1,56%) pour les bactéries a Gram positif,
et Pseudomonas (23,44%), Stutzerimonas (6,25%), Pseudescherichia (6,25%), Serratia
(1,56%), Psychrobacter (1,56%), Enterobacter (1,56%) et Kosakonia sp. (1,56%) pour les
bactéries a Gram négatif. L’analyse statistique par le billet de plusieurs tests a permis de
confirmer l’effet combiné d’un ensemble de facteurs comme I’age de la pollution, la
composition du polluant, les conditions climatiques et eédaphiques, sur la flore bactérienne qui
dégrade les hydrocarbures que ¢a soit en zone littorale ou en zone saharienne.

Mots clés : diversité bactérienne, sols pollués, hydrocarbures aromatiques, zone littoral, zone
saharienne, biodégradation, biosurfactants, bioémulsifiants.





