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Résumé

La contamination des sols par les hydrocarbures pétroliers constituent un probleme
préoccupant pour I’environnement du fait de leur toxicité, leur grande persistance et leur
bioaccumulation dans les chaines alimentaires. Parmi les différentes techniques de dépollution
des sols, la bioremédiation est une alternative intéressante aux autres procédés grace a son
impact environnemental réduit et son faible colt. Ce travail repose ainsi sur I’étude des
capacités des champignons filamenteux a dégrader le pétrole, le diesel et 1’huile moteur
usagée pour les utiliser dans la bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers.

Notre travail propose de mesurer le potentiel de biodégradation de 35 isolats fongiques
issus de sols contaminés aux laboratoires par les hydrocarbures pétroliers et de sols pollués
provenant de la raffinerie d’Arzew (Algérie). Les isolats fongiques ont été identifiés
morphologiquement puis six isolats, sélectionnés suite & des tests préliminaires pour la
capacité d’oxyder et d’utiliser les hydrocarbures pétroliers comme source d’énergie, ont fait
I’objet d’une caractérisation moléculaire par séquengage des zones ITS de I’ADN ribosomal.
Ces isolats ont été identifiés comme Aspergillus terreus, A. ustus, A. fumigatus, Penicillium
chrysogenum, P. glabrum et Purpureocillium lilacinum.

Les analyses gravimétriques de biodégradation en milieu minéral liquide ont montré que
le pétrole brut a été le plus dégradé par les souches fongiques par des taux de dégradation de
30.43 % a 55.98 %. Le taux maximal de degradation de diesel était 54.61%. L’huile usagée a
été la moins dégradée par les souches sélectionnées. La cinétique de biodégradation des
hydrocarbures pétroliers a été étudiée a des intervalles de 10 jours. La température
d’incubation et le pH initial optimaux pour la biodégradation ont été recherches et les résultats
montrent qu’ils varient selon les souches fongiques et les huiles pétroliers dégradées.

Les essais de mycoremédiation en microcosmes de sols révélent que les souches
fongiques sont capables de décontaminer les sols pollués et que le consortium de trois souches
et plus efficace dans la bioremédiation des sols pollués. La mutagénese par les rayons Ultra-
violet a été effectuée sur deux souches afin d’améliorer leur pouvoir de dégradation. Les
résultats indiquent que les mutations ont apporté des capacites plus importantes ou réduites de
dégradation des hydrocarbures pétroliers.

Cette étude ouvre ainsi de nouvelles perspectives pour 1’utilisation des champignons

telluriques dans le développement de nouveaux protocoles de bioremédiation des sols.

Mots clés : bioremédiation, hydrocarbures pétroliers, champignons telluriques, sol pollué,

mutagénese.



Abstract

Soils contamination by petroleum hydrocarbons is a crucial environmental problem
because of their toxicity, their great persistence and their bioaccumulation within food chains.
Among several soil cleaning techniques, bioremediation is an interesting alternative to other
processes thanks to its reduced environmental impact and low cost. Thus this work is based
on the study of filamentous fungi abilities to degrade crude oil, diesel and used motor oil for
application in bioremediation of petroleum hydrocarbons polluted soils.

Our work aims to evaluate the biodegradation potential of 35 fungi isolated from
artificially petroleum hydrocarbons contaminated soils and hydrocarbons polluted soils from
Arzew refinery (Algeria). The fungal isolates were morphologically identified then six
isolates selected following preliminary tests for their ability to oxidize and to use petroleum
hydrocarbons as an energy source were the subject of molecular identification by sequencing
ITS region of the Ribosomal DNA. These isolates were identified as Aspergillus terreus, A.
ustus, A. fumigatus, Penicillium chrysogenum, P. glabrum and Purpureocillium lilacinum.

Gravimetric analysis for biodegradation in liquid mineral medium showed that crude oil
was the most degraded by fungal strains with degradation rates in the range of 30.43% to
55.98%. The maximum diesel degradation rate was 54.61%. Used oil was the least degraded
by the selected strains. The degradation kinetic of petroleum hydrocarbons was studied at a
time interval of 10 days. The optimum incubation temperature and initial pH for
biodegradation were investigated. It appears that they vary according to the fungal strains and
petroleum oils.

Mycoremediation experiments in soil microcosms reveal that fungal strains were
efficient in polluted soils decontamination and the consortium of three strains was more
effective in bioremediation of polluted soils. Ultraviolet ray mutagenesis was performed on
two selected strains in order to improve their degradation potential. The results indicate that
mutations brought greater or reduced capacities for degradation of petroleum hydrocarbons.

This study draws new perspectives for application of telluric fungi in the development
of new soil bioremediation protocols.

Key words: bioremediation, petroleum hydrocarbons, telluric fungi, soil, mutagenesis.
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Introduction

La demande mondiale ininterrompue des produits pétroliers comme sources d’énergie a
augmenté les activités de production, de raffinage et de distribution de pétrole, ce qui a
entrainé le déversement d'énormes quantités d'hydrocarbures pétroliers dans l'environnement.
La pollution du sol par les hydrocarbures pétroliers est un probleme préoccupant dans le
monde entier, car plus que 90% de la charge environnementale des hydrocarbures pétroliers
est simplement stockée dans le sol, ce qui indique que le sol est le principal puits de ces

hydrocarbures dans I'environnement terrestre (Kuppusamy et al., 2020).

Les déversements accidentels des hydrocarbures peuvent contenir du pétrole brut ou des
produits pétroliers raffinés tels que le diesel, le mazout ou les huiles lubrifiantes. Les
composés toxiques dans le pétrole brut consistent en une large gamme d'hydrocarbures, de
composés azotés, oxygenés, soufrés et de métaux lourds, qui peuvent avoir des effets aigus et
chroniques sur la flore et la faune (Yavari et al., 2015). Les produits pétroliers, par leur
nature persistante, affectent la qualit¢ du sol en modifiant ses propriétés physiques,
physiologiques, biochimiques et la diversité microbienne hétérogéne intrinséque (Roy et al.,
2014). En général, la santé humaine et la sécurité des écosystemes sont directement
influencées par l'accumulation de produits pétroliers dans I'environnement (Hussain et al.,
2019).

Devant la toxicité des polluants et la complexité de prise en charge, de nombreuses
techniques de dépollution ont été développées. Ces techniques peuvent utiliser un procédé
physico-chimique et/ou biologique, étre mises en ceuvre in Situ ou bien ex situ. Les méthodes
physico-chimiques sont le plus souvent colteuses et présentent parfois des effets indésirables.
D’autre part, I’efficacit¢ et le faible impact écologique qu’offrent certaines méthodes
biologiques, basées sur les capacités "épuratrices” de certains organismes dont les
microorganismes, soutiennent leur développement pour la prise en charge des sites et sols
pollués (Quentin, 2019).

La bioremédiation est une alternative respectueuse de I'environnement et économique
pour la conversion efficace de composés toxiques et récalcitrants en produits non toxiques en
appliquant des processus biologiques naturels. Cette technique fait intervenir différents types
d’organismes (bactéries, champignons, plantes) qui sont appliqués dans le systeme pollué afin
d’entrainer la dégradation et 1'élimination des polluants en effectuant diverses réactions

physiques et chimiques comme une partie de leur métabolisme (Deshmukh et al., 2016).
1
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La mycoremédiation est une forme de bioremédiation dans laquelle des champignons
sont utilisés pour decontaminer les zones polluées. Les champignons sont des organismes
eucaryotes présentant un potentiel important dans le domaine de la biodégradation des
polluants organiques (Ceci et al., 2019). En effet, les champignons présentent plusieurs
avantages physiologiques et métaboliques, ils secrétent une large variété d’enzymes capables
de dégrader des substances polymériques divers, et ils ne se lient pas uniquement, dans leur
mode de nutrition, aux matiéres organiques solubles prét a I’absorption (Harms et al., 2011).
Par ailleurs, les champignons présentent une adaptation physiologique distincte pendant la
croissance par leur thalle filamenteux (hyphes), un mode végetatif qui permet la translocation
interne des nutriments sur des matériaux solides tels que les particules de sol et le bois sans
avoir besoin d'une phase liquide (Prenafeta-Boldu et al., 2018). Il constitue un immense
réseau cellulaire interconnecté en trois dimensions qui explore le sol et qui peut atteindre des
tailles impressionnantes (Quentin, 2019). De plus, de nombreux champignons tolerent une
disponibilité limitée en eau et en nutriments. Ces caractéristiques font des champignons des

organismes capables de s’adapter et d’explorer tous les environnements.

De nombreuses études ont été concentrées sur la capacité des souches fongiques
telluriques a dégrader les hydrocarbures pétroliers (Husaini et al., 2008; Zafra et al., 2014;
Maddela et al., 2015). Ces souches sont en effet plus adaptées aux conditions
environnementales du sol, ce qui les rend théoriquement plus a méme de subir la compétition
des autres organismes présents. En particulier les souches saprotrophes qui décomposent la
matiére organique contenant des molécules complexes telles que la lignine et ont donc un
potentiel d'utilisation dans le processus de bioremédiation (Fayeulle, 2013). L'isolement de
champignons cultivables a partir de sols pollués par les hydrocarbures fournit des souches
fongiques plus adaptées aux conditions polluées que les souches directement obtenues a partir

des collections de cultures (Godoy et al., 2016).

La bioremediation des sols pollués aux hydrocarbures peut étre achevée par deux
stratégies : la stimulation des micro-organismes indigénes en optimisant les nutriments, la
température, le pH et les conditions d'alimentation en oxygéne (biostimulation), ou en
ajoutant un consortium microbien enrichi a la population microbienne existante
(bioaugmentation). Une exigence importante est la présence de micro-organismes dotés des
capacités métaboliques appropriées. Si ces micro-organismes sont présents, des taux optimaux

de croissance et de biodegradation des hydrocarbures peuvent &tre maintenus en s'assurant
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que des concentrations adéquates de nutriments et d'oxygéne sont présentes et que le pH et la

température sont convenables (Das et Chandran, 2011).

Il est ainsi intéressant d’isoler des champignons telluriques a partir de sols contaminés
pour leurs potentialités de résistance aux toxicités des polluants, et de biodégradation des

hydrocarbures pétroliers.

Les objectifs de ce travail de theése sont d’isoler, identifier et de tester des isolats
fongiques d'origine tellurique vis-a-vis la biodégradation de trois hydrocarbures pétroliers :
pétrole brut, diesel et I’huile moteur usagée, dans le but de leur utilisation dans la remédiation

des sols contaminés par ces polluants pétroliers.

Pour remplir ces objectifs, plusieurs volets ont été développés. Le premier décrit
I’isolement et 1’identification morphologique des champignons filamenteux des sols pollués
aux hydrocarbures pétroliers. Ensuite, des tests préliminaires ont été effectués, pour
sélectionner les isolats fongiques dégradants le pétrole, le diesel et/ou 1’huile moteur usagee.

Par la suite, des isolats sélectionnés ont subi une identification moléculaire.

Le deuxiéme volet concerne 1’étude quantitative des capacités de biodégradation des
hydrocarbures pétroliers, en milieux minéral, par les isolats sélectionnés. L’analyse

gravimétrique est appliquée dans cette étape.

Le troisieme volet consiste en une optimisation des conditions de culture pour améliorer

le pouvoir de dégradation en cherchant la température et le pH optimaux.

La quatrieme partie correspond a une démarche de bioaugmentation conduite en
microcosmes de sols au laboratoire. Des isolats fongiques sélectionnés ont été utilisés pour la
bioremédiation des échantillons de sols artificiellement contaminés au pétrole, diesel ou

I’huile usagée.

Dans le dernier volet, une approche génétique a été développée pour ameliorer le
potentiel de biodégradation de deux champignons sélectionnés en appliquant des mutations

aléatoires par les rayons ultra-violets (Mutagénese).
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Chapitre I : Les hydrocarbures pétroliers

Les hydrocarbures pétroliers sont parmi les contaminants les plus courants dans
I'environnement. Ils comprennent une large famille de plusieurs composés d'hydrocarbures
qui proviennent a l'origine du pétrole brut utilise pour fabriquer des produits pétroliers. Le
rejet d'hydrocarbures dans l'environnement, accidentellement ou suite a des activités
humaines, est la principale cause de pollution des sols, de I'eau et de l'air (Bardi et al., 2000).

Le traitement du pétrole brut et l'utilisation généralisée de différents hydrocarbures
pétroliers pour le transport, le chauffage, l'industrie, etc, entrainent la libération
d'hydrocarbures dans l'environnement par des défaillances opérationnelles, des fuites a long

terme ou des déversements accidentels (Kuppusamy et al., 2020).

1.1 Définitions
1.L1.1 Hydrocarbure
Un hydrocarbure est tout composé chimique constitu¢ uniquement d’atomes de carbone
(C) et hydrogene (H). lls contiennent tous une chaine carbonée et ont des atomes H attachés a

la chaine. La plupart des hydrocarbures sont combustibles (Kuppusamy et al., 2020).

1.1.2 Pétrole brut
Le pétrole brut est un produit naturel non raffiné composé d’un mélange complexe
d'’hydrocarbures et dautres matieres organiques. Il s'agit d'un fluide visqueux foncé
naturellement présent dans certaines formations rocheuses. Le pétrole brut, un type de
combustible fossile, peut étre raffiné pour produire des produits utilisables tels que l'essence,
le diesel et diverses autres formes de produits pétrochimiques. Il est hautement inflammable et

génere de I'énergie (Kumar et al., 2011).

1.1.3 Hydrocarbures pétroliers
Les hydrocarbures pétroliers sont des constituants du pétrole qui se composent presque
entierement des éléments de C et H. Ce ne sont pas des entités distinctes mais représentent
plutdt une continuation sur une large gamme par le poids moléculaire des hydrocarbures
individuels. L'essence, le diesel et les produits liés contiennent des centaines et parfois des

milliers d’hydrocarbures pétroliers différents (Kuppusamy et al. 2020).

1.1.4 Hydrocarbures pétroliers totaux (TPH)
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Les hydrocarbures pétroliers totaux (TPH) est un terme utilisé pour décrire une large
famille de plusieurs centaines de composés chimiques qui proviennent a l'origine du pétrole
brut. En ce sens, les TPH sont un mélange de produits chimiques. La définition des TPH
dépend de la méthode analytique utilisée, car les TPH se référent a la concentration totale des
hydrocarbures pétroliers extraits et mesuré par une méthode. Les TPH peuvent étre
simplement indiqués comme étant la quantité totale récupérable des hydrocarbures pétroliers
(Todd et al., 1999). Généralement, le dosage des TPH fournissent un moyen de quantifier
I'ampleur (en termes relatifs) de la contamination pétroliére qui reste dans I'environnement,
c'est-a-dire de déterminer si la contamination pétroliére est présente dans I'environnement qui

pourrait poser un risque de contact direct (Kuppusamy et al., 2020).

.2 Origine

Les hydrocarbures pétroliers se présentent sous plusieurs formes et combinaisons. Il
existe des pétroles Iégers et des pétroles lourds, du gaz humide et du gaz sec. Cependant, ce
gu'ils ont tous en commun est une origine de matiére organique; ce sont les plantes et les

petits animaux qui étaient autrefois vivants et qui ont créé la «roche mere».

Les roches meres qui produisent des hydrocarbures sont riches en certains types de
matieres organiques. Les changements chimiques apres I'enterrement convertissent les tissus
végétaux et animaux en molécules complexes qui finissent par produire du pétrole ou du gaz
naturel par les effets de la chaleur et de la pression sur les sédiments piégés sous la surface de
la terre pendant des millions d'années. Des mini-pores dans la roche permettent au pétrole de
s'infiltrer. Ces roches réservoirs retiennent le pétrole comme une éponge, confinée par d'autres
couches a faible permeéabilité qui forment des piéges. Les progrés technologiques ont
régulierement amélioré la capacité de trouver et d’extraire du pétrole et du gaz pour les
convertir en carburants, lubrifiants et autres produits de consommation utiles (Aminzadeh et
Dasgupta, 2013).

1.3 Composition chimique

Les hydrocarbures pétroliers sont constitués de nombreux composés organiques naturels
a faible solubilité dans I'eau (Speight et Arjoon, 2012). Ils contiennent principalement des
molécules composées d’atomes de carbone et d’hydrogene. Ils peuvent étre divisés en quatre
classes : les alcanes non cycliques (ou paraffines), les cycloalcalnes (ou naphténes), les

alcenes (ou oléfines) et les hydrocarbures aromatiques (Kuppusamy et al., 2020).
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Selon la structure chimique générale de leur constituant chimique, les hydrocarbures
sont divisés en deux catégories principales, les aliphatiques et les aromatiques (figure 1). Les
aliphatiques contiennent des chaines d'atomes de carbone liés ensemble, tandis que les

aromatiques contiennent un ou plusieurs cycles benzéniques liés ensemble (Van Epps, 2006).

Alcanes (Parrafines)
(chaine linéaire, liaison simple C-C)
examples: Hexane, Heptane, octane

Cycloalcanes (naphténes)

Aliphatiques (—— (chaine cyclique, liaison simple C-C)
exemples: Methylcyclopentane;
) L Ethylcyclohexane

Alcenes (oléfines)

(chaine linéaire, une ou plusieurs double
Hydrocarbures liaison C=C)

pétroliers L exemples: Ethene, Propene

Monoaromatiques

~ (un cycles benzéniques dans la structure)
exemple: BTEX

Aromatiques
Polyaromatiques
(deux ou plesieurs cycles benzéniques)
exemple: PAHs

\ Z

Figure 1. Principaux hydrocarbures pétroliers (Kuppusamy et al., 2020)

1.4 Composition pétroliere

Le pétrole brut est parmi les mélanges les plus complexes des composés organiques qui
existent sur la terre. Les progrés récents de la spectrométrie de masse a ultra-haute résolution
ont permis d'identifier plus de 17 000 composants chimiques distincts, et le terme
« pétroleomique » a été inventé pour exprimer cette complexité nouvellement découverte
(Head et al., 2006).

La composition chimique et physique (fractionnelle) du pétrole peut varier
considérablement selon I’emplacement et 1’age des champs pétroliers, et aussi selon la
profondeur de chaque puits. En effet, deux puits adjacents peuvent produire du pétrole aux
caractéristiques nettement différentes (Speight, 2014).

Quatre groupes chimiques opérationnels constituant le pétrole brut ont été définis : les
hydrocarbures saturés, les hydrocarbures aromatiques, et les composants polaires et non
hydrocarbonés : les résines et les asphalténes (Head et al., 2006). D’autres constituants
mineurs sont également présents dans les hydrocarbures pétroliers, comme des métaux et les

composés polaires qui contiennent de I’azote, du soufre et de 1’oxygene (figure 2).
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Hydrocarbures aromatiques
(monoaromatiques et HAP)
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Figure 2.Représentation schématique des principales familles d’hydrocarbures et autres
composés d’un pétrole (Syakti, 2004)

Les proportions des éléments (carbone, hydrogéne, azote, oxygene, soufre et métaux)

dans le pétrole (quelle que soit la source) varient dans des limites assez étroites (tableau 1):

Tableau 1.Composition élémentaire du pétrole brut (Speight, 2014)

Eléments Pourcentage (%)
Carbone 83.0-87.0
Hydrogéne 10.0-14.0
Azote 01-2.0
Oxygéne 0.05-15
Soufre 0.05-6.0
Metaux (Ni et V) <1000 ppm

1.4.1 Les hydrocarbures saturés

Les hydrocarbures saturés, appelés également « paraffines », sont des hydrocarbures

dont les atomes de carbone sont liés par des liaisons simples. Ils sont beaucoup plus légers

que les autres hydrocarbures et en genéral, ils représentent entre 30 et 50% des hydrocarbures

totaux d’un pétrole brut (Hentati, 2018). Parmi lesquelles, on distingue :
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1.4.1.1 Les alcanes linéaires
Les alcanes linéaires (n-alcanes, CyHan+2), dont la longueur de leur chaine (n) varie de 7
a 40 atomes de carbone. lls constituent une des classes les plus abondantes (10 a 40% des

hydrocarbures totaux d’un brut pétrolier) (Hentati, 2018).

1.4.1.2 Les alcanes ramifiés
Les alcanes ramifiés les plus abondants sont les iso-alcanes (groupement methyle en
position 2). Les autres composés ramifiés antéiso-alcanes (groupement méthyle en position 3)
ou polyramifiés tels que les isoprénoides (exemple: pristane (C19H40), phytane (C20H42))
qui sont beaucoup moins nombreux. Ces composés se trouvent dans le pétrole brut a des

proportions sensiblement égales a celles des n-alcanes (Soltani, 2004).

1.4.1.3 Les cycloalcanes

Les cycloalcanes sont également connus sous le nom de naphténes, ils sont similaires
aux alcanes linéaires et ramifiés, sauf que le squelette carboné renferme des atomes de
carbone disposés en cercle (cing, six ou sept atomes de carbones). Ces composés sont parfois
appelés cycloparaffines et ont une formule empirique de C,H,, (Kostecki et al., 2005). Cette
famille peut représenter entre 30 et 50 % des hydrocarbures totaux d’un pétrole brut.
Quelques dérivés polycycliques sont aussi présents et certains d’entre eux, tels les stéranes et
les terpanes sont caractéristiques d’un pétrole brut. Ils sont généralement stables et
relativement insolubles dans l'eau. Des exemples sont le cyclohexane et le méthyl-

cyclohexane (Speight et Arjoon, 2012).

1.4.2 Les hydrocarbures aromatiques
De formule générale CnHan, ils sont caractérisés par la présence d’au moins un cycle
benzénique a six atomes de carbone, avec des liaisons simple et doubles alternées (Van Epps,
2006). En général, les hydrocarbures aromatiques sont moins abondants que les alcanes, et ne
représentent que 10 a 30% des hydrocarbures totaux d’un brut pétrolier (Soltani, 2004). Les
hydrocarbures aromatiques sont répartis en deux familles d’hydrocarbures insaturés : les
hydrocarbures aromatiques monocycliques (HAM) et les hydrocarbures aromatiques

polycycliques (HAP).

1.4.2.1 Les hydrocarbures aromatiques monocycliques (HAM)
Les HAM sont constitués d’un seul noyau aromatique, ce sont des molécules ubiquistes

dans I’environnement, tels que les BTEX (Benzeéne, Toluéne, Ethylbenzéne et o, m, p-
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Xylénes) (figure 3). lls se trouvent surtout dans I’essence et les carburants des avions et sont

largement répandus dans les synthéses industrielles (Paralovo et al., 2016).

CH3
@ ©/\ CH3

Benzéne Toluéne Ethylbenzéne

CH3 CH3
J,,“ijf, CH3 l/[:::::rf
‘ [ :l CH3
X CH3

O-Xyléne m-Xyléne p-Xyléne

Figure 3. Structures chimiques des BTEX (Hentati, 2018)

1.4.2.2 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

Les HAP sont des composes organiques neutres apolaires, constitués de noyaux
benzéniques (deux ou plus) fusionnés par des arrangements linéaires (anthracéne), angulaires
(phénanthréne) ou groupé (pyréne). Le plus simple d’entre eux est le naphtaléne, composé de
2 cycles et le plus complexe est le coronene (7 cycles). lls difféerent par leurs propriétés
physico-chimiques: les HAP de faible poids moléculaire sont plus volatils, plus solubles dans
I'eau et moins lipophiles que les HAP de fort poids moléeculaire (Bidaud, 1998). Par exemple,
le naphtalene et les composés de faibles masses moléculaires, étant plus solubles et plus
volatiles, sont peu persistants et donc peu bioaccumulables. En revanche, les composés de
masses moléculaires élevées sont trés persistants et par conséquent bioaccumulables.

Les HAP sont hydrophobes, les composés plus gros sont moins solubles dans l'eau et
moins volatils. Ces propriétés donnent aux HAP leur place dans I'environnement,
principalement dans le sol, les sédiments et les substances huileuses. Cependant, ils
constituent également un elément préoccupant pour les particules en suspension dans lair
(Kumar et al., 2011).

La présence de HAP dans le sol et les sédiments contaminés pose un risque important
pour le sol, car de nombreux composés des HAP sont connus ou suspectés d'étre toxiques,
mutageénes et, dans certains cas, cancérigénes (Peng et al., 2008).

Sur la base de leur abondance et de leur toxicité, 16 HAP ont été inclus dans la liste des
polluants prioritaires de 1’U.S. Environnemental Protection Agency (US-EPA) (figure 4)
(Keith et Telliard, 1979).
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Naphthaléne Acenaphthyléne Acenaphthéne  Fluoréne Phenanthréne Anthracéne

128 g/mol 152 g/mol 154 g/mol 166 g/mol 178 g/mol 178 g/mol
&
A -
0 Oy OO Gl
Fluoranthéne Pyréne Benzo(a)anthracéne Chryséne Benzo(b)fluoranthéne
202 g/mol 202 g/mol 228 g/mol 228 g/mol 252 g/mol

Benzo(k)fluoranthéne Benzo(a)pyréne
252 g/mol 252 g/mol

Indeno(1,2.3-cd)pyréne  Dibenzo(ah)anthracéne  Benzo(ghi)peryléne
276 g/mol 278 g/mol 276 g/mol

Figure 4.Formule développée, nom et masse moléculaire des 16 HAP de la liste prioritaire de
I'agence pour la protection de I'environnement des Etats-Unis (US-EPA) (Jeanneau, 2007)
1.4.3 Les composés polaires non-hydrocarbonés
Les pétroles bruts contiennent des quantités appréciables de constituants organiques non
hydrocarbonés, principalement des composés contenant du soufre, de I'azote et de I'oxygene
et, en plus petites quantités, des composés organométalliques en solution et des sels

inorganiques en suspension colloidale (Speight, 2014).

1.4.4 Les asphaltenes

Les asphalténes correspondent a une classe de composés de hautes masses moléculaires,
insolubles dans un solvant paraffinique comme le n-pentane ou le n-heptane, et sont solubles
dans les solvants aromatiques tels que le toluéne ou le benzéne. La structure de ces composes
est mal connue du fait que les asphalténes contiennent entre 105 et 106 molécules de
différentes formes et tailles, et que, par conséquent, il n’est pas possible de décrire
simplement leur structure chimique. Les asphalténes sont ainsi constitués de plusieurs
centaines de composés qui ont des solubilités similaires, mais qui peuvent avoir des

structures, tailles et formes différentes (Tharanivasan, 2012). Ce sont des hydrocarbures
10
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aromatiques polynucléaires qui contiennent, en plus des chaines n-alcanes, des alcanes
cycliques et des hétéroatomes, tels que le soufre, 1’azote et I’oxygene, et des traces de métaux
comme le nickel et le Vanadium et le fer (figure 5a). lls représentent la fraction des
hydrocarbures la plus stable et jouent un rdle important dans la stabilisation de I’émulsion des
hydrocarbures (McLean et Kilpatrick, 1997).

La présence d'asphalténe entraine une augmentation marquée de la viscosité du pétrole
brut, ce qui rend son transport et son traitement difficiles. En raison de leur haute résistance
au craquage, les molécules d'asphaltenes sont généralement tenues responsables de la
diminution du rendement des distillats de pétrole (Yen et Chilingarian, 2000).

.45 Lesrésines

Les résines sont les composés polaires les plus petits et constituent un groupe
hétérogene de composés aromatiques qui comprend les acides naphténiques, les cétones, les
quinones et les phénols (figure 5b). Ils sont caractérisés par leur polarité élevée, qui les rend
solubles dans I’eau, ce qui est a 1’origine de leur biodisponibilité et de leur toxicité vis-a-vis
des organismes en cas de déversement d’hydrocarbures en milieu aquatique (Melbye et al.,
2009). Par ailleurs, les résines peuvent également contenir des produits issus de 1’altération
des hydrocarbures pétroliers, comme des composés polycycliques oxydes dont les
concentrations sont souvent plus importantes dans des hydrocarbures altérés que dans des
hydrocarbures frais (Ehrhardt et Douabul, 1989).

.46 Composés soufrés
Le soufre est principalement retrouve dans les hydrocarbures pétroliers sous forme de
composés organiques soufrés. Les composés soufrés forment le groupe le plus grand des
composés non-hydrocarbonés d’un brut pétrolier. La teneur en soufre du pétrole brut peut
varier de 0,04% (p/p) pour le pétrole brut Iéger & environ 5,0% pour le petrole brut lourd et le
sable bitumineux. Ils sont généralement associés aux resines et aux asphalténes (Speight,
2014).

1.4.7 Composés 0Xygenes
La teneur totale en oxygene du pétrole brut est généralement inférieure a 2% (Speight,
2014). Les composes oxygenés présentent des structures chimiques plus complexes que les
composés soufrés. Un grand nombre de ces composés sont faiblement acides. Il s’agit
principalement des acides naphténiques, une famille complexe d’acides carboxyliques saturés,

acycliques ou cycliques (Figure 5c) (Grewer et al., 2010).
11
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(CH,),COOH

Figure 5. Exemples de la structure moléculaire des : a) asphalténes, b) résines et c) acides
naphténiques (Langevin et al., 2004)
1.4.8 Composés azotés
La teneur en azote du pétrole brut est faible et se varie généralement entre 0,1% a 0,9%,
bien que des travaux précédents indiquent que certains pétroles bruts peuvent contenir jusqu‘a
2% d'azote. Les composes azotés organiques se retrouvent dans les pétroles bruts sous une
forme simple hétérocyclique, comme la pyridine (CsHsN) et le pyrrole (C4HsN), ou dans une

structure plus complexe comme les porphyrines (Speight, 2014).

1.4.9 Les métaux
Les métaux sont présents dans les pétroles bruts a 1’état de traces. Les métaux lourds
dans le pétrole proviennent de processus géochimiques impliqués dans la génération, la
migration (vers le réservoir) et la maturation du pétrole (Mejeha, 2016). Le nickel et le
vanadium sont les métaux traces les plus abondants dans le pétrole brut mais le fer, le cuivre

et I’'uranium sont également détectés (Bertrand et Mille, 1989).

1.5 Le raffinage du pétrole brut
Le petrole brut produit, apres le traitement sur le terrain et les opérations de surface
nécessaires, est transféré dans une raffinerie ou il est traité et converti en divers produits
utiles. Le processus de raffinage a évolué de la simple distillation discontinue a la fin du XIXe
siecle aux processus complexes d'aujourd'hui dans les raffineries modernes. Les processus de
raffinage peuvent généralement étre divises en trois opérations principales: (1) séparation, (2)
conversion et (3) finition (Riazi, 2005) :
a. La séparation: est un processus physique ou les composés sont separés par

différentes techniques. Le processus de séparation le plus important est la distillation

12
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qui se produit dans une colonne de distillation; les composés sont séparés en fonction
de la différence de leurs points débullition. Les hydrocarbures dans un brut pétrolier
ont des points d'ébullition allant de -160 °C (point d'ébullition du méthane) a plus de
600 °C qui est le point d'ébullition des composés lourds dans le pétrole. D'autres
processus importants de séparation physique sont l'absorption, le décapage et
I'extraction.

b. La conversion : un processus qui consiste en des changements chimiques qui se
produisent avec les hydrocarbures dans les réacteurs. Le but de ces réactions est de
convertir les composés hydrocarbonés d'un type a un autre. La réaction la plus
importante dans les raffineries modernes est le craquage dans lequel les hydrocarbures
lourds sont convertis en hydrocarbures plus légers et plus précieux. Le craquage
catalytique et le craquage thermique sont couramment utilisés a cet effet. D'autres
types de réactions telles que I'isomérisation ou l'alkylation sont utilisées pour produire
de I'essence a indice d'octane élevé.

c. La finition : est la purification de divers flux de produits par des procédés tels que la
désulfuration ou le traitement acide des fractions pétroliéeres pour éliminer les

impuretés du produit ou le stabiliser.

1.6 Les produits pétroliers
En général, les produits pétroliers peuvent étre divisés en deux groupes: les produits

pétroliers énergétiques (carburants-combustibles) et les produits non énergétiques.

1.6.1 Les produits énergétiques (carburants-combustibles)

Les carburants sont des composés chimiques, liquides ou gazeux, dont la combustion en
présence d’air permet le fonctionnement des moteurs thermiques. Le mot combustible est
réservé aux produits utilisés pour la production d’énergie thermique dans les chaudiéres, les
fours, les centrales...etc (Wauquier, 1994). Les principaux produits pétroliers énergétiques

sont :

a. Gaz de pétrole liquéfié (GPL)
Le GPL est essentiellement un mélange de propane et de butane. Il est principalement
utilisé pour le chauffage et la cuisson domestiques (50%), le carburant industriel (besoins en
carburant propre) (15%), la matiere premiére de vapocraquage (25%) et comme carburant

pour les moteurs a allumage commande (10%).

13
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b. Essence

L'essence est I'un des produits les plus importants d'une raffinerie. Il contient des
hydrocarbures de C4 a Cy;. Il est utilise comme carburant pour les voitures. Ses principales
caracteristiques sont l'antidétonant (indice d'octane), la volatilité, la stabilité et la densité. La
principale évolution de la production d'essence a été I'utilisation d'essence sans plomb dans le
monde et l'utilisation d'essence reformulée (RFG) aux Etats-Unis. Le RFG a moins de butane,
moins d'aromatiques et plus d'oxygenes. La teneur en soufre de l'essence ne doit pas déepasser
0,03% en poids (Riazi, 2005).

c. Keéroséne

La composition chimique du kérosene est complexe et elle dépend de sa source. Il est
géneralement composé d'hydrocarbures en Cy-Cy6, dont 55,2% de paraffines, 40,9% de
naphtalénes et 3,9% d'hydrocarbures aromatiques. Comparé a l'essence, le kéroséne est moins
volatil avec un point d'éclair plus élevé (38 °C) et donc un carburant relativement plus sir a
stocker et a manipuler. Il est utilisé pour allumer les chauffages domestiques, des lampes ou
des fournaises et également utilisé comme composant de carburant pour les moteurs diesel et
les moteurs des tracteurs, les réacteurs (d’avion) et les fusées et comme solvant pour les
graisses et les insecticides. Il est utilise comme I'un des combustibles de cuisson courants
(Dioha et al., 2012).

d. Diesel (gasoil)

Le diesel est obtenu a partir de la distillation fractionnée du pétrole brut. C’est, en
général, un mélange d'hydrocarbures en Cyy a Cy9 avec des points d'ébullition compris entre
150 et 380 °C et est moins volatil et plus lourd avec une densité d'énergie plus élevée que les
essences (Song et al., 2000). La composition type des hydrocarbures du diesel (volume)
comprend 64% d'hydrocarbures aliphatiques, 1 a 2% d'hydrocarbures oléfiniques et 35%
d'hydrocarbures aromatiques (Kuppusamy et al., 2020). Ce carburant est destiné a
I’alimentation des moteurs diesel équipant des voitures particuliéres et des véhicules
utilitaires, depuis la camionnette légére jusqu’au poids lourd. D’autres types de moteurs
diesels non routiers comme les bateaux de péche, engins de travaux publics, tracteurs
agricoles et les gros navires, utilisent des carburants distincts du gazole (diesel marine, fuel

domestique, fuel lourd) (Wauquier, 1994).

e. Mazout (Fuel oil)

14
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Le mazout résiduel est utilisé comme carburant industriel, pour la production thermique
d'électricité et comme carburant des moteurs (moteurs diesel a basse vitesse). Ses principales
caractéristiques sont la viscosité, la teneur en soufre (corrosion), la stabilité (pas de séparation

par décantation), la résistance au froid et le point d'éclair pour la sécurité (Riazi, 2005).

1.6.2 Les produits non énergétiques
a. Les solvants hydrocarbonés
Les solvants hydrocarbonés sont des coupes pétroliéres relativement légéres, qui se
situent dans la gamme des hydrocarbures de C, a Cy4, et dont les applications sont
nombreuses dans I’industrie comme dans 1’agriculture. Leur emploi est souvent conditionné
par leur rapidit¢ d’évaporation, de sorte qu’ils sont classés en fonction de leurs gammes de
températures d’ébullition (Wauquier, 1994). Un exemple des solvants, les white-spirits dont
le point d'ébullition s’étend entre 135 et 205 °C, sont utilisées comme diluants de peinture

(Riazi, 2005).

b. Les naphtas
Les naphtas constituent une catégorie particuliére de solvants hydrocarbonés, dont les
caractéristiques d’ébullition correspondent a la classe des white-spirits. Il s’agit en effet de
produits de base pour la pétrochimie. lls servent en particulier a alimenter les vapocraqueurs.
Les naphtas sont donc des intermédiaires industriels et n’ont aucune utilisation pour le

consommateur final (Wauquier, 1994).

c. Les huiles lubrifiantes

Les huiles lubrifiantes sont constituées d’un composant principal appelé ‘‘base’’, auquel
sont ajoutés des additifs qui conférent au lubrifiant les propriétés spécifiques requises pour
une application donnée. Les bases pour lubrifiants peuvent &tre minérales (d’origine
pétroliére) ou synthétiques. L'une des caractéristiques les plus importantes des lubrifiants est
leur viscosité et I’indice de viscosité (variation de la viscosité en fonction de la température).

Habituellement, les aromatiques sont éliminés des lubrifiants pour améliorer leur indice
de viscosité. Les lubrifiants ont une structure similaire aux composés isoparaffiniques. Les
additifs utilisés pour les lubrifiants sont les additifs améliorant l'indice de viscosité tels que les
polyacrylates et les polyméres d'oléfines, les additifs anti-usures (esters phosphoriques,
produits soufrés ou chlorés), les antioxydants (amines aromatiques alkylées), les inhibiteurs
de corrosion (acides gras, phosphates d’amine) et les agents anti-mousses
(polydiméthylsiloxanes, acrylates). Les graisses lubrifiantes sont une autre classe de
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lubrifiants sous forme semi-solide. Les propriétés des lubrifiants a connaitre sont I'indice de
viscosité, le point daniline (indication du contenu aromatique), la volatilité et les résidus de
carbone (Wauquier, 1994 ; Riazi, 2005).

d. L’asphalte

L'asphalte est un autre produit pétrolier majeur qui est produit a partir de résidus de
distillation sous vide. Les asphaltes contiennent des composés aromatiques polaires non
volatils de poids moléculaire élevé, tels que les asphaltenes et ne peuvent pas étre distillés
méme dans des conditions de vide trés élevé. Dans certains pays, l'asphalte est appelé
‘bitume’, bien que certains suggerent qu'il s'agit de produits pétroliers différents. L'asphalte et
le bitume appartiennent a une catégorie de produits appelés « liants hydrocarbonés ».
L’asphalte est utilisé en voirie, en particulier en milieu urbain, ainsi que pour couvrir les

trottoirs (Riazi, 2005).

1.7 Propriétés physiques du pétrole et des produits pétroliers

Les propriétés physiques des variétés presque illimitées de pétrole brut sont
généralement corrélées avec des aspects de la composition chimique. Certaines de ces
propriétés clés pour déterminer le devenir et le comportement du pétrole et des produits
pétroliers dans I'environnement sont la viscosité, la densité, la gravité spécifique (densité par
rapport a l'eau), le point déclair, le point d'écoulement et la tension interfaciale (Fingas,

2015). Certaines propriétés typiques des huiles sont décrites au suivant :

1.7.1 Densité (specific gravity)

La densité des hydrocarbures correspond a la masse par unité de volume. Cette propriété
est utilisée par I’industrie pétroliere pour distinguer les hydrocarbures Iégers et lourds. Elle est
aussi importante pour indiquer la flottabilit¢ des hydrocarbures dans 1’eau en cas de
déversement. L’échelle des masses volumiques de 1’American Petroleum Institute (API) est
couramment utilisée pour décrire la densité des hydrocarbures pétroliers, qui est alors
exprimée en degré API. La densité des bruts se situent généralement entre 0,8 (45.3 API) et
1,000 (<10 API), bien qu’il existe des bruts ayant des densités se situant en dehors de cet
intervalle (Wauquier, 1994). Généralement, on class les pétroles bruts en fonction de la

densité API en 4 catégories comme illustré dans le tableau 2:

16



Chapitre | Les hydrocarbures pétroliers

Tableau 2.Catégories des pétroles bruts (Fahim et al., 2009)

Type de pétrole brut Densité API
bruts 1égers APl > 38
bruts moyens 29 < API < 38
bruts lourds 8.5 <API <29
bruts extra lourds APl < 8.5

Notons que ces bornes varient selon les pays.

1.7.2 Point d’écoulement (pour point)

Le point découlement est défini comme la température la plus basse a laquelle
I'échantillon s'écoulera. Il indique a quel point il est facile ou difficile de pomper I'huile,
surtout dans les temps froids. Il indique également la nature aromatique ou paraffinique du
pétrole brut ou de la fraction. Un point découlement inférieur signifie que la teneur en
paraffine est faible. Les points d'‘écoulement pour le brut entier et les fractions dont le point
d'ébullition est supérieur a 232 °C (450 °F) sont déterminés par des tests standard comme
ASTM D97 (Fahim et al., 2009).

1.7.3 Viscosité

La viscosité est une autre propriété utile dans la production, le raffinage et le transport
du pétrole (Riazi, 2005). La viscosité peut étre définie comme la résistance a 1’écoulement
d’un liquide. La mesure de la viscosité des pétroles bruts a différentes températures est
importante pour le calcul des pertes de charge dans les pipelines, les tuyauteries et les
conduites de raffinerie (Wauquier, 1994). Des hydrocarbures pétroliers ayant une faible
viscosité sont trés fluides et se propagent rapidement, rendant leur confinement difficile.
Notons que la viscosité est influencée par la température. En effet, plus la température est
faible, plus la viscosité est élevée. Enfin, la viscosité influence les processus d’évaporation et
d’émulsification des hydrocarbures (Fingas, 2016). La viscosité est mesurée a 37,8 °C (100
°F) par ASTM D445 et par ASTM D446 a 99 °C (210 °F) (Fahim et al., 2009).

1.7.4 Point d’éclair (flash point)

Le point d'éclair d'un hydrocarbure liquide est la température la plus basse a laquelle
suffisamment de vapeurs sont émis au-dessus du liquide de telle sorte qu'une inflammation
spontanée se produira en cas d'étincelle. Il s'agit d'une spécification importante pour I'essence
et le naphta liée a la sécurité du stockage et du transport dans des environnements a haute

température. Le point d'éclair indique le potentiel d'incendie et d'explosion d'un carburant. Un

17



Chapitre | Les hydrocarbures pétroliers

carburant a point d'éclair bas présente un risque d'incendie plus élevé. L'un des tests standard
est ASTM D1711, D09 et D1695 (Fahim et al., 2009).

1.7.5 Latension interfaciale
La tension interfaciale correspond a la force d’attraction ou de répulsion qui s’exerce a
I’interface entre les hydrocarbures et I’eau. C’est une donnée qui doit étre considérée avec la
viscosité pour évaluer la rapidité de la propagation des hydrocarbures sur I’eau. Plus la
tension interfaciale est faible, plus les hydrocarbures se répandront facilement sur 1’eau
(Fingas, 2012).

1.8 Les hydrocarbures en Algérie

L'Algérie est un exportateur important de pétrole et de gaz naturel et est un membre de
“‘Organization of the Petroleum Exporting Countries’’ (OPEC). Le secteur des hydrocarbures
constitue la colonne vertébrale de I'économie algérienne, avec des réserves de 12,2 milliards
de barils de pétrole et 4,5 billions de métres cubes de gaz. L’ Algérie détient les 165™ plus
oéme

grandes réserves de pétrole et les 1 plus grande réserve de gaz naturel au monde, et elle

représente le 6ome plus grand exportateur de gaz (Dilmi, 2019). L’ Algérie occupe le troisiéme
rang parmi les pays producteurs de pétrole en Afrique, et le 12°™ rang dans le monde (Attar
et Hammat, 2009).

Les réserves conventionnelles d'hydrocarbures découvertes en Algérie a ce jour sont
contenues dans un peu plus de 200 gisements de pétrole et de gaz, dont 73 sont situés dans le
bassin d'lllizi, 57 dans les bassins du Sahara central, 34 dans les bassins Ghadames-Rhourde
Nouss et 31 dans le Bassin d'Oued Maya (Abada and Bouharkat, 2018).

L'Algérie constitue un centre important de raffinage avec 5 raffineries; Skikda, Alger,
Arzew, Hassi Messaoud et Adrar. Avec une capacité totale du traitement du pétrole brut de
25,565 millions tonnes/an (Ministére de I’énergie et des mines).

Le peétrole algérien est trés apprécié dans le monde, parce que c’est un pétrole léger (sa

densité est entre 43 et 47° API), a moindre teneur en soufre (0,1%). 1l est de ce fait apprécié

des raffineurs. La variété du brut algérien est appelée Sahara Blend.

1.8.1 Apercu sur la raffinerie d’Arzew
La raffinerie d’Arzew est considérée parmi les complexes pétroliers les plus importants
dans le nord d’Afrique, 3™ raffinerie du pays apres celles d’Alger et de Hassi-Messaoud.
Elle est située dans la zone industrielle sur le plateau d’El Mahgoune a 2 km de la ville

d’Arzew et environ 40 km de la ville d’Oran. Elle se situe au voisinage du port d’Arzew qui
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lui permettant les enlevements par bateau des produits finis et semi-finis (Guermouche,
2014).

La raffinerie est alimentée directement par du petrole brut de la zone de stockage de
Haoud-El-Hamra (Hassi Messaoud) par un pipeline. Elle a la capacité de traiter 3,75 millions
tonnes/an de pétrole brut. La raffinerie est congue pour le traitement de pétrole brut de Hassi
Messaoud, satisfaction des besoins de consommation du marché national en carburant,
lubrifiants et bitumes, et ’exploitation de produits excédentaires (naphta, kérosene, fuel, gas-
oil et huile, GPL (Gaz de Pétrole Liquéfié), essences, lubrifiants et bitumes (Benchouk,
2017).

La raffinerie est composée de plusieurs unités complémentaires et successives qui
déterminent le cheminement du flux produit (figure 6) :

a. Les utilités : Deux unités d'utilités produisent et assurent la distribution, pour les
besoins de fonctionnement des différentes installations: eau distillée, électricité, air
service et instrument, eau de refroidissement traitée, fuel gaz et vapeur. Ces unités ne
recoivent pas de matiére premiére, elles ne produisent que les besoins des autres
uniteés.

b. Les carburants
- L'Unité de distillation atmosphérique (U.11): est l'unité principale du

complexe qui traite le pétrole brut algérien. Les produits obtenus au niveau de

cette uniteé sont: gaz de peétrole liquéfié, naphta lourd, naphta Iéger, kérosene, gas-
oil et le brut réduit, qui constitue la charge des unités de distillation sous-vide
pour la production des huiles de base.

- L'Unité reforming catalytique (U.12) : Le Naphta lourd de l'unité de
distillation atmosphérique est traité dans cette unité dont le but est de produire
une base a indice d'octane élevé, des GPL et un gaz riche en hydrogene.

- L'Unité de traitement de gaz (U.13) : Les gaz de pétrole liquéfiés obtenus
dans les unités de distillation atmosphérique et de reforming catalytique sont
traités dans cette unité et séparés en produits suivants: propane, butane.

c. Les bitumes

- L'Unité de flash sous-vide (U.14): Le brut réduit importé et fractionné en gas-
oil sous vide et en produit visqueux obtenu en fond de colonne lequel est traité
dans la section de soufflage a l'air pour obtenir du bitume pur (direct)

communément appelé bitume routier.
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d. Les lubrifiants : La raffinerie d'Arzew dispose de:

L'Unité de bitume oxydé (U.IS): Du bitume direct mélangé avec du gazole

sous vide constitue la charge de cette unité ou blown stock. Le bitume oxydé

est obtenu par oxydation poussée avec de l'air.

deux chaines de production d'huile de base de capacités annuelles respectives

de 48 000 TM et 120 000 TM.

deux unités de fabrication, de mélange et de conditionnement des huiles finies.
deux unités de production et de conditionnement des graisses.
une unité de traitement et de deux unités de moulage de la paraffine

(Benchouk, 2017).
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Figure 6. Schéma général de la raffinerie d’ Arzew (Boudjillouli, 2001)

1.8.2 Les problemes liés aux hydrocarbures en Algérie

Au cours de différentes activités liées a 1’extraction du pétrole, a son transport et a
’utilisation de ces produits finis, des accidents peuvent avoir lieu et résultent a une
contamination de 1’environnement par plusieurs types d’hydrocarbures pétroliers. En effet,

21% des accidents enregistrées dans I’industrie algérienne du raffinage du pétrole ont des

consequences environnementales (Chettouh et Hamzi, 2014).

De plus, la pollution par les hydrocarbures en Algérie a attiré 1’attention de plusieurs
chercheurs, parmi lesquelles on cite les travaux de Talbi et al. (2009) et Ghouas et al. (2010)
qui adaptent des techniques physico-chimiques pour 1’élimination des carburants des effluants
industriels. Ladji (2010) a étudié la composition organique du sable du Sahara pollué par les
hydrocarbures des différentes régions d’Algérie, Hassi-Messaoud, Hassi-Bahbah, Laghouat,
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Tougguort et Ghardaia, la plus grande pollution est détectée en n-alcanes a Hassi-Bahbah
avec 66% (C16 a C35). Laghouat était la ville la plus polluée en HAPs avec 21.8% entre
aromatiques légers et lourds. Boutenfnouchet et al. en 2005 a réalisé une évaluation de la

pollution industrielle par les hydrocarbures totaux au niveau de la plateforme industrielle de
Skikda.
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Chapitre 11 : Pollution des sols par les hydrocarbures pétroliers

Le pétrole est une nécessité dans notre société industrielle et une composante majeure
de notre mode de vie. Selon les tendances de l'utilisation du pétrole, cela ne serait pas
beaucoup diminuer a la future. L'industrie utilise le pétrole et les dérivés pétroliers pour
fabriquer des produits vitaux tels que les plastiques, les engrais et les matieres premieres
chimiques, qui restent encore nécessaires a l'avenir. En fait, la production et la consommation
de pétrole et de produits pétroliers augmentent dans le monde et la menace de pollution par
les hydrocarbures augmente en conséquence. Le mouvement du pétrole des champs pétroliers
vers le consommateur implique jusqua 10 a 15 transferts entre de nombreux modes de
transport différents, y compris les pétroliers, les pipelines, les wagons et les camions citernes.
Le pétrole est stocké aux points de transfert, aux terminaux et aux raffineries le long du
parcours. Des accidents peuvent survenir au cours de lI'une de ces étapes de transport ou de
ces périodes de stockage (Fingas, 2013).

1.1 Systemes dynamiques du sol

Un sol est un systéme hétérogene et dynamique, composé principalement de particules
minérales, de matiéres organiques, d’eau, d’air et d’organismes vivants (Paul, 2014).

C’est un systéeme complexe constitué de trois phases : la phase aqueuse, gazeuse, et
solide. Le gaz et I'eau, que l'on trouve dans les pores du sol, représentent environ 50% (en
volume) d'un sol typique. Un constituant organique pourra se trouver dans ces deux phases en
proportions variables selon sa solubilité et sa tension de vapeur (Bidaud, 1998).

Le sol constitue un milieu biologique ou vivent des étres microscopiques, mais
également ou se déroulent des phénomeénes chimiques, physiques et physico-chimiques, etc.
Ces phénomenes sont qualifiés de systemes dynamiques et ont lieu essentiellement dans la
phase liquide du sol et a son interface avec la phase solide. La connaissance scientifique d’un
tel écosystéeme, pour le moins complexe, constitue un pas important a la compréhension du
devenir des polluants organiques et de leur processus de biodégradation (Fokou Mbogne,
2017).

11.1.1 Phénomenes chimiques
Les composés organiques et inorganiques du sol sont tres variés et leurs nombreuses
propriétés sont a I’origine de leur participation aux nombreuses transformations chimiques
(I’ionisation, 1’oxydo-réduction, I’hydrolyse, etc.). Elles ont lieu principalement, dans la phase
liquide et a son interface avec la phase solide. Il existe deux grandes catégories de
transformation chimiques:
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» Les transformations de dégradation des composés organiques et d’altération des
minéraux.

> Les transformations de synthése : néogenése des minéraux, organisation microbienne
et végétale (Calvet, 2003).

11.1.2 Phénomenes physiques
Le sol est le siege de plusieurs phénomenes physiques tels que la rétention ou la
circulation de I’eau dans le sol, le transport des gaz et 1’aération du sol, 1’évolution de la
structure du sol et sa mécanisation, le transport des espéces par diffusion moléculaire ou par
convection ou dispersion, la pollution des eaux souterraines par le mécanisme de transport de
la matiere, etc. De plus, ils sont responsables de la cinétique de nombreuses transformations

chimiques et de I’adsorption des substances en solution et en phase gazeuse.

11.1.3 Phénomeénes physico-chimiques
Ces phénomenes déroulent aux interfaces des phases solides, liquides et gazeuses, et
conduisent a des modifications d’état des molécules, sans altération de leur structure. Par
exemple, ils expliquent comment une molécule organique peut passer de I’état neutre a I’état

polaire ou de 1’état hydrophobe a 1’état hydrophile (Fokou Mbogne, 2017).

1.2 Devenir des hydrocarbures pétroliers dans le sol

A la suite d’un déversement des hydrocarbures au niveau du sol, différents processus
d’altération physique, chimique et biologique vont déterminer leur devenir dans le milieu
(Fingas, 2013). Ceci étant, il n’est pas toujours évident de prédire avec certitude le
comportement d’un polluant au niveau du sol, car celui-Ci est un grand systeme dynamique,
complexe, hétérogéne et évolutif dans le temps. Ce dynamisme vivant, le plus souvent
caractérisé par des phénomeénes abiotiques (évaporation, etc.) et biotiques (biodégradation,
etc.) dépendent beaucoup des propriétés intrinseques du sol, des conditions
environnementales, de la composition chimique et des propriétés physiques des
hydrocarbures. Les phénomeénes biotiques sont ceux qui participent majoritairement a la
dégradation des hydrocarbures lourds tandis que les phénomenes abiotiques agissent plutot
sur les plus légers. Les différents processus naturels d’altération des hydrocarbures sont

I’évaporation, la biodégradation, 1’adsorption, etc. (figure 7) (Fokou Mbogne, 2017).
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Figure 7. Devenir d’un polluant organique au niveau du sol (Pernot et al., 2012)

11.2.1 Evaporation

L’évaporation est un processus qui débute immédiatement apreés un déversement
d’hydrocarbures et peut se poursuivre pendant quelques jours. Elle correspond au transfert des
composés volatils plus légers, comme les aliphatiques, les BTEX et les HAP de faible masse
moléculaire, vers I’atmosphere. Cette perte des composés volatils entraine la modification de
certaines propriétés physiques des hydrocarbures, telles que la densité et la viscosité (Neff et
al., 2000).

De fagon générale, lors de déversements d’hydrocarbures pétroliers, I’évaporation est le
processus qui induit la plus grande perte de masse pour les hydrocarbures légers. Ainsi,
quelques jours apres un déversement, les pétroles bruts légers peuvent perdre jusqu’a 75 % de
leur volume initial et les bruts moyens, jusqu’a 40 %. En revanche, les hydrocarbures lourds
ne perdent pas plus de 10 % de leur volume dans les premiers jours suivant un déversement
(Fingas, 2013).

11.2.2 Adsorption
Les hydrocarbures pétroliers peuvent étre séquestrés par les molécules du sol ou du
compost. L’adsorption est un procédé physico-chimique, naturel et passif d’accumulation des
matieres organiques, mettant en jeu des forces d’interactions qui retiennent 1'adsorbat sur la
surface de l'adsorbant. La formation de tels résidus nécessite la présence de groupes réactifs
sur le contaminant et sur la matrice organique du sol (Bollag et Loll, 1983). C’est un

phénomeéne qui peut étre réversible (si adsorption physique) ou irréversible (si adsorption
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chimique) et dépend des conditions environnementales (température, pH, taux d’humidité,
etc.), des caracteristiques du polluant (solubilité, masse moléculaire, age du polluant, etc.), de
la nature du sol (granulométrie, minéralogie, taux de matiére organique, etc.) mais aussi de la
synergie des phénoménes dynamiques du sol.

Les hydrocarbures pétroliers peuvent former avec la matiére organique des complexes
qui deviennent non extractibles et non disponibles. Ce phénoméne de sequestration du
polluant organique par le sol met en jeu les coefficients de partage sur la matiére humique liée
a la surface des particules de sol ou la diffusion a travers les micropores tridimensionnels.
Cette présence de matieres humiques dans le sol reste bénéfique dans la solubilisation, le

transport et la sorption des hydrocarbures les plus hydrophobes (Fokou Mbogne, 2017).

11.2.3 Photo-oxydation

La photo-oxydation, ou oxydation photochimique, est un processus d’altération des
hydrocarbures qui est modulé par différents facteurs, notamment le spectre et ’intensité
lumineuse du rayonnement solaire et la composition chimique des hydrocarbures déversés
(Prince et al., 2003). Dans le cas des sols, ce phénoméne n'a lieu que dans les premiers
centimetres de la surface (Park et al., 2001). Ainsi, les composés aromatiques sont
particulierement plus photosensibles que les composés aliphatiques. La photo-oxydation
conduit & la formation de composés plus solubles (acides, alcools, cétones, peroxydes et
sulfoxides) que les composés initiaux et certains travaux de recherche ont montré leur toxicité
pour les communautés microbiennes (Payne et Phillips, 1985; Larson et al., 1979; Maki et
al., 2001).

11.2.4 Biodégradation

Les hydrocarbures dans le sol sont principalement dégradés par les micro-organismes.
Plusieurs especes de bactéries, de champignons et de levures métabolisent les hydrocarbures
pétroliers comme source d'énergie. Les bactéries ainsi qu’autres organismes dégradants sont
les plus abondants dans les zones ou il y a eu des déversements de pétrole, bien que ces
micro-organismes se trouvent partout dans l'environnement. Les hydrocarbures métabolisés
par les micro-organismes sont généralement convertis en un composé oxydé, qui peut étre
encore dégradé, étre soluble ou s'accumuler dans I'huile résiduelle (Fingas, 2013).
1.3 Mouvement du pétrole sur la surface terrestre

Les propriétés du pétrole et la nature du sol affectent la vitesse de pénétration de I'huile
dans le sol et la quantité qui s’adhére a celui-ci. Par exemple, une huile de faible viscosité

pénétre rapidement dans un sol poreux sec tel que du sable grossier et, par conséquent, sa
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vitesse de propagation sur la surface est réduite. Lorsque du pétrole est déversé sur la terre, il
s'écoule de la surface dans la méme direction et de la méme maniere que I'eau. La majeure
partie du pétrole descend vers le bas a travers un matériau perméable sous l'influence de la
gravité jusqu'a ce que l'eau souterraine ou une couche imperméable l'arréte (figure 8). Il se
déplace, ensuite, le long de la surface de la couche imperméable ou de I'eau souterraine
jusqu'a ce qu'il rencontre une autre barriere imperméable ou que tout le produit soit absorbé
dans le sol. Une fois en contact avec un matériau soluble dans I'eau, I'huile s'y dissout et est
transportée avec les eaux souterraines. Les huiles peuvent s'‘écouler le long de la partie
supérieure des eaux souterraines et réapparaitre beaucoup plus tard dans les sources ou les
rivieres.

Lorsque le pétrole se déplace dans le sol, il laisse derriere lui des matieres qui
s’adhérent au sol. Cela dépend des propriétés d'adhérence du produit déversé et de la nature
du sol. Une plus grande partie de I'nuile adhérente est déplacée vers le bas par I’infiltration
dans le sol. L'eau de pluie transporte des composants dissous avec elle jusqua la nappe
phréatique. Le mouvement de I'huile sera plus important la ou le drainage de I'eau est bon
(Fingas, 2013).

Masse principale (sol complétement saturé)
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Figure 8. Pénétration du pétrole dans le sol (Fingas, 2013)

1.4 La toxicité des hydrocarbures pétroliers
La toxicité est la capacité d'une substance chimique & endommager et modifier certaines

fonctions des systemes biologiques. Il existe deux criteres de toxicité pour les systéemes
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naturels. La toxicité aigué est produite par des rejets importants et a court terme d'agents
polluants accidentels, bien qu'elle puisse avoir des effets a long terme. En revanche, la toxicité
chronique s'exprime par des effets constatés & long terme en raison de quantités relativement
faibles d'un composé toxique présentes dans l'air, I'eau ou le sol (Vazquez-Luna, 2012).

La toxicité des hydrocarbures pétroliers est une préoccupation importante dans la
gestion et le contrble des risques environnementaux. Pour les plantes et les animaux, la
toxicité des hydrocarbures pétroliers est dans I'ordre croissant suivant : alcanes <cycloalcanes
<alcenes <aromatiques. Dans chaque classe, la toxicité augmente a mesure que le poids
moléculaire diminue. Par exemple, le diesel est plus toxique que d'autres produits pétroliers
tels que le kéroseéne, en raison de sa plus grande concentration d'aromatiques (Hou, 2000).

Les effets toxiques des hydrocarbures sur les plantes terrestres supérieures et leur
utilisation comme herbicides ont été attribués a I'huile qui dissout la partie lipidique de la
membrane, permettant ainsi au contenu cellulaire de s‘échapper (Bossert et Bartha, 1984).
Les alcanes a chaine courte (inférieurs a C10) sont généralement toxiques pour les micro-
organismes en raison de leur grande solubilité dans I'eau et de leur interaction avec les lipides
membranaires (Hou, 2000).

Les composants mono-aromatiques (benzéne) et diaromatiques (naphtaléne) du pétrole
brut sont considérés comme les composés les plus toxiques et les plus abondants pendant les
phases initiales des déversements de pétrole (Cockerham et Shane, 1994). Il est reconnu
depuis de nombreuses années que certains constituants d'hydrocarbures que I'on trouve
couramment dans le pétrole brut, les produits pétroliers raffinés, le goudron et les dérivés de
combustibles fossiles ont un certain potentiel cancérigene et mutagene (Bingham et al.,
1979).

La persistance environnementale et la génotoxicité des HAP augmentent a mesure que
la taille moléculaire augmente jusqu'a quatre ou cing cycles benzéniques, et les
préoccupations toxicologiques se tournent vers la toxicité chronique, principalement la

cancérogenese (Miller et Miller, 1981).

1.5 Impact de la pollution pétroli¢re sur I’environnement

11.5.1 Ecosystéme terrestre

Le sol est un composant essentiel de I'écosysteme terrestre. 1l fournit un environnement
pour la croissance des plantes, le cycle des nutriments ainsi qu'une base de vie pour les
microorganismes, les insectes, les animaux et les humains (Hou, 2000). Les effets négatifs de

la pollution pétroliere dépendent du type de déversement, des caracteristiques ecologiques de
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la zone, de la quantité et du type de pétrole déverse, ainsi que du temps passé sur le sol et le
degré d’altération (Vazquez-Luna, 2012).

Le pétrole bloque I'échange des gaz avec l'atmosphére (étant donné ses propriétés
anoxiques) (Leitgi et al., 2008), et change les propriétés physiques et chimiques des sols
diminuent ainsi considérablement les communautés microbiennes bénéfiques pour le sol
(Labud et al., 2007). Ces variables microbiologiques sont en effet un bon indicateur de
I'impact d'un polluant sur le sol (Eibes et al., 2006). Les effets toxiques des hydrocarbures sur
les sols ne se limitent pas aux micro-organismes, car ils incluent également les plantes qui
souffrent de stress hydrique en raison du manque d'eau et de nutriments (Vazquez-Luna,
2012).

a. Les microorganismes
Les concentrations toxiques du pétrole sur le sol inhibent le développement de
différentes especes de nématodes, protozoaires, rotiferes, algues, champignons, bactéries et
actinomycetes (Chaineau et al., 2003; Ilarionov et al., 2003). De méme, elle induit la perte
de biodiversité des communautés microbiennes, qui sont significativement pertinentes dans
les cycles biogéochimiques de I'écosysteme affectant, par conséquent, sa productivité et la
disponibilité des nutriments.

b. Les plantes

Le pétrole forme une couche hydrophobe qui diminue la capacité de rétention d'eau des
plantes, affectant directement I'émergence et la germination des graines (Quifiones et al.,
2003). Des concentrations élevées d'hydrocarbures endommagent la croissance et le
développement des plantes en diminuent l'allongement des radicules et la croissance
végétative (Vazquez-Luna, 2012). Les effets Ietaux du pétrole brut ou des produits pétroliers
sur les plantes sont causés par le contact avec le pétrole ou le pétrole dissous, I'absorption de
composés pétroliers, le blocage des échanges d'air a travers les pores de la surface et par
l'altération physique ou chimique du sol (Albers, 1995).

c. Leseaux souterraines
L'eau souterraine constitue une source importante deau potable ainsi que pour
I'irrigation et l'utilisation industrielle. Si un volume important d'hydrocarbures liquides est
rejeté dans le sol, les hydrocarbures migrent vers le bas généralement sous l'influence de la
gravité et des forces capillaires subordonnées jusqu'a ce qu'ils atteignent les eaux souterraines.
Une fois contaminé par des hydrocarbures pétroliers, il est trés difficile et colteux d'y

remédier (Hou, 2000). Certains constituants des pétroles comme les BTEX ont une solubilité

28



Chapitre 11 Pollution des sols par les hydrocarbures pétroliers

¢levée dans ’eau et constituent donc une menace sérieuse pour la santé humaine comme ils

sont liés a la mutation et au cancer (Adebusoye et al., 2006).

11.5.2 Ecosystémes marins

Le pétrole est rejeté dans le milieu marin de fagon routiniére ou accidentelle. La
pollution marine par les produits pétroliers est principalement attribuée au forage, a la
fabrication industrielle, au stockage et a la gestion des déchets (Kuppusamy et al., 2020).

En milieu marin, tous les niveaux trophiques sont vulnérables a la contamination par les
hydrocarbures commencant des planctons aux mammiferes marins. Les organismes
planctoniques sont en particulier relativement sensibles aux fractions solubles dans l'eau et
aux petites gouttelettes d’hydrocarbures. Les mollusques et les crustacés de mer (moule,
crabe, crevette, huitre) sont les plus susceptibles d’accumuler les hydrocarbures a cause de
leur mode de vie. Les crustacés qui se nourrissent de détritus ou de particules en suspension
seront affectés par perturbation de leur taux de reproduction (réduction du taux d’éclosion) ou
leurs habitudes alimentaires (Hentati, 2018). Les marées noires sont présentées comme
responsables de conséquences terribles pour la survie de la faune et la flore marines (Soltani,
2004).
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Chapitre 111 : Bioremédiation des sols pollues aux hydrocarbures pétroliers

Des quantités énormes de pétrole et de produits pétroliers pénetrent chaque année dans
les environnements marins et terrestres, causant de graves préoccupations a long terme
concernant toutes les formes de vie et les ressources naturelles. La décontamination des sols
pollués est aujourd’hui devenue une nécessité croissante.

Plusieurs technologies de remédiation des sols pollués ont été développées, la plupart
d'entre elles sont des techniques chimiques, thermiques et physico-chimiques comme elles
peuvent étre une solution rapide et simple pour éliminer les contaminants pétroliers.
Cependant, de nombreux inconvénients sont associes a ces techniques qui nécessitent des
méthodes mécaniques laborieuses. De plus, ces méthodes mécaniques sont fastidieuses,
prennent du temps et ne sont capables d'éliminer les contaminants pétroliers que dans une
certaine limite, laissant derriére elles une grande quantité d'huile adsorbée dans le sol (Lim et
al., 2016).

La bioremediation est un moyen de nettoyer les environnements contaminés en
exploitant les diverses capacités métaboliques des micro-organismes pour convertir les
contaminants en produits moins nocifs par minéralisation, génération d'oxyde de carbone et
d'eau, ou par conversion en biomasse microbienne (Sardrood et al., 2013). La bioremédiation
est appliquée sur des sites contaminés en utilisant des technologies pour améliorer les

processus de biodégradation (Horel, 2009).

1.1 Les techniques de bioremédiation

La bioremédiation est un ensemble de techniques consistant a utiliser les capacités
enzymatiques des micro-organismes (bactéries, algues, champignons) pour dégrader les
polluants organiques. Elle peut se faire in-situ en introduisant dans le sol les éléments
nécessaires au développement de la biomasse ou bien ex-situ en traitant le sol excavé
(Fokou Mbogne, 2017).

111.1.1 Bioremédiation in-situ
Cette méthode est utile en présence d'une contamination profonde du sol par des
polluants, souvent volatils. Elle peut également étre adaptée a une contamination de grande
surface (Mougin et al., 2009). Deux techniques principales sont adoptées pour la

bioremédiation in-situ des sols pollués : la biostimulation et la bioaugmentation.
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I11.1.1.1 La biostimulation
La biostimulation implique généralement I'ajout de nutriments ou de substrats
notamment l'azote et le phosphate et I’oxygéne au site contaminé pour stimuler ’activité
des populations microbiennes autochtones du sol (Shahsavari et al., 2017). Des stratégies

sont géneralement adoptées :

a. Bioventing : La bioventilation améliore l'activité des bactéries indigenes et stimule
naturellement la biodégradation en induisant un flux d'air ou d'oxygéne dans la zone
non saturée et, si nécessaire, en ajoutant des nutriments. L'oxygene peut étre fourni

par injection directe d'air dans le sol.

b. Biosparging : Dans le biosparging, de l'air (ou de I'oxygene) et des nutriments (si
nécessaire) sont injectés dans la zone saturée pour augmenter l'activité biologique

des micro-organismes indigénes (Coste et al., 2013).

c. Bioslurping : C’est une stratégie de bioremédiation in-situ relativement nouvelle qui
combine la bioventing avec un systeme de récupération des produits libres de la nappe
phréatique et du sol (Macaulay et Rees, 2014).

111.1.1.2 La bioaugmentation
La bioaugmentation nécessite l'ajout de cultures microbiennes a la matrice
contaminee, genéralement en combinaison avec la biostimulation. En effet, une source
externe de bactéries dégradant le pétrole est ajoutée a la population microbienne existante
pour augmenter le taux de dégradation des hydrocarbures. Les critéeres de choix des
microorganismes sont la physiologie et la capacité métabolique de ces microbes a degrader

les contaminants du sol (Boopathy, 2000).

Il existe plusieurs possibilités pour introduire des souches exogeénes, isolément ou sous
forme de consortiums, dans un environnement pollué prévu pour la bioremédiation. Les
options les plus courantes, testées principalement en laboratoire, sont: I'ajout d'une souche
bactérienne pure pré-adaptée; l'addition de consortiums pré-adaptés, l'introduction de
bactéries génétiqguement modifiées et I'ajout de genes liés a la biodégradation conditionnés
dans un vecteur a transférer par conjugaison dans des micro-organismes indigénes du site en
cours de remédiation (El Fantroussi et Agathos, 2005).

Comme il n’existe pas une seule souche de bactéries qui a la capacit¢ métabolique

suffisante pour degrader efficacement tous les composants de pétrole, de nombreuses études
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ont concentrées sur différents types de bactéries et de champignons pour la remédiation des

sols pollues aux hydrocarbures (Lim et al., 2016).

111.1.2 Bioremeédiation ex-situ
Les processus ex-situ commencent par I'excavation ou le grattage du sol pollué, qui
peut étre transféré dans une usine de traitement (traitement hors site) ou traité sur site. Seuls
les processus ex-situ permettent une optimisation efficace des parameétres d'incubation (pH,
aération, agitation, humidité,...) (Mougin et al., 2009). Les processus ex-situ comprennent

le biopiling, le compostage, les bioréacteurs et land farming (Macaulay et Rees 2014).

111.1.2.1 Land farming
Dans cette technique, le sol contaminé est excavé et dispersé sur un lit préparé et
périodiquement labouré jusqu'a ce que les polluants soient dégradés. Le but est de stimuler les
micro-organismes biodégradables indigenes et de faciliter leur dégradation aérobie des

contaminants (Basak et Dey, 2016).

111.1.2.2 Biopiling
Il s’agit d’une technologie a grande échelle dans laquelle les sols excavés sont mélangés
avec des amendements du sol, placés sur une zone de traitement et remédiés a l'aide d'une
aération forcée. Les contaminants sont reduits en dioxyde de carbone et en eau. Le systéme de
base de biopile comprend un lit de traitement, un systéme d'aération, un systéme d'irrigation /
nutriments et un systéme de collecte par lessivage. L'humidité, la chaleur, les nutriments,

I'oxygeéne et le pH sont contrélés pour améliorer la biodégradation (Basak et Dey, 2016).

111.1.2.3 Compostage
C’est une technique qui utilise des amendements organiques (fumier, résidus de
plantes, les boues d'épuration et autres déchets agricoles) pour la dégradation aérobie des
polluants, généralement a des températures élevées (Macaulay et Rees 2014). Les
températures typiques du compost se situent entre 55 et 65 °C. L'augmentation des
températures résulte de la chaleur produite par les micro-organismes lors de la dégradation de

la matiere organique dans les déchets (Basak et Dey, 2016).

111.1.2.4 Bioréacteurs
Un bioréacteur comprend une chambre de réaction équipée d'un mécanisme de mixage,
un systeme qui fournit I'oxygene et les nutriments et des pompes. Cette technologie offre un
contréle direct des facteurs environnementaux et nutritionnels (tels que I'oxygéne, I'hnumidité,
les nutriments, le pH et méme la population microbienne) qui influencent la biodégradation.
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Dans les bioréacteurs en phase liquide, la chambre de réaction est remplie par le sol
excavé pollue par les hydrocarbures melangés a des déchets liquides saturés de micro-
organismes pour former une suspension, puis agité mécaniquement pour encourager la

biodégradation aérobie (Macaulay et Rees 2014).

111.2 La biodégradation microbienne des hydrocarbures pétroliers

La biodégradation est la transformation d'un composé par une activité biologique. C'est
la décomposition des contaminants organiques (hydrocarbures) par les microorganismes en
composés plus petits a travers des processus métaboliques ou enzymatiques (Horel, 2009). La
biodégradation implique la décomposition des composés organiques soit par
biotransformation en métabolites moins complexes, soit par minéralisation en minéraux
inorganiques, H,O, CO; (aérobie) ou CH,4 (anaérobie). Les bactéries et les champignons ont
été largement etudiés pour leur capacité a dégrader une gamme de polluants
environnementaux, y compris les hydrocarbures aromatiques polycycliques récalcitrants, les
hydrocarbures halogénés et les composés nitro-aromatiques (Singh et Ward, 2004).

Les communautés bactériennes sont les microorganismes les plus dynamiques dans la
dégradation des hydrocarbures pétroliers et sont considérées comme les plus grands
dégradants des déversements de pétrole dans I'environnement (pouvant se nourrir
exclusivement d'hydrocarbures); ses génes specifiques liés a la désintégration des
hydrocarbures jouent un role essentiel dans le processus de dégradation des contaminants
pétroliers (Mahmoud et Bagy, 2018).

Si les applications dans le domaine de la bioremédiation se sont jusqu’a présent
majoritairement focalisées sur les bactéries et la diversit¢ métabolique qu’elles offrent, la
bioremédiation fongique (mycoremédiation) se révele également prometteuse grace a la
présence de diverses enzymes non spécifiques qui augmentent le processus de dégradation en

raison de non spécificité des substrats (Fayeulle, 2013).

111.3 La biodégradation des hydrocarbures par les champignons (mycodégradation)

Les champignons constituent un groupe diversifié d'organismes et sont ubiquistes dans
I'environnement. 1ls jouent un réle vital dans tous les écosystemes et sont capables de
contréler le flux de nutriments et d'énergie a travers leurs réseaux mycéliens.

Les champignons sont connus pour dégrader ou provoquer la détérioration d'une grande
variété de matériaux et de composes, processus connus sous le nom de mycodégradation
(Singh, 2006).
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Les champignons constituent une partie importante de la biomasse du sol. En plus de
jouer un réle clé dans le cycle des nutriments et les interactions biotiques, ils sont également
intimement impliqués dans la dynamique structurale du sol. La forme filamenteuse de
croissance des champignons est une structure de remplissage d'espace tres efficace bien
adaptée a la vie dans un environnement spatialement hétérogene tel que le sol, mais le réseau
de pores labyrinthique régit finalement la fagon dont les mycéliums fongiques se développent
et fonctionnent dans le sol (Ritz et Young, 2004).

Les champignons sont équipés d'un systeme enzymatique bien développé qui leur donne
la possibilité de se développer sur une large gamme de substrats naturels et synthétiques. Ils
sécretent différentes enzymes extracellulaires dans leur environnement périphérique et
dégradent divers substrats en petites molécules qui peuvent étre absorbées et métabolisées
dans leurs cellules (Sardrood et al., 2013).

La structure mycélienne de ces micro-organismes est un autre avantage de la
bioremédiation avec sa nature invasive qui permet 1’exploitation d’un grand volume de sites

contaminés avec une tres grande surface d'‘échange (Bennett et al., 2002).

111.3.1 Description morphologique générale des champignons

La morphologie des champignons peut étre unicellulaire ronde (formes levuroides) ou
correspondre a des filaments appelés hyphes constitués d’une ou plusieurs cellules. Les
cellules fongiques présentent une organisation cellulaire caractéristique des Eucaryotes. Les
particularités principales des cellules fongiques sont les vacuoles, les réserves d’ergostérol, et
la structure et la composition de la paroi. Les cellules apicales des hyphes ont également la
propriété d’étre le si¢ge de la croissance polarisée et présentent ainsi de nombreuses vésicules
servant principalement a 1’exocytose des constituants pariétaux au niveau de 1’apex.
L’ensemble des hyphes des champignons filamenteux constituent la partie végétative appelée
"mycélium" (Fayeulle, 2013).

Les hyphes sont diffus, tubulaires et fins avec un diamétre compris entre 2 et 15 um et
sont plus ou moins ramifiés. Chez certaines moisissures, comme par exemple Mucor, les
cellules ne sont pas séparées par une cloison transversale, le thalle est alors dit ceenocytique
ou « siphonné » alors que chez d’autres, comme par exemple Aspergillus, le thalle est
cloisonné ou « septé » (figure 9). Les cloisons, appelées septa possedent des perforations
assurant la communication entre les cellules. Les caractéristiques morphologiques de ces
microorganismes sont liées a leur substrat nutritif. La colonisation du substrat est réalisee par

extension et ramification des hyphes (Lecellier, 2013).
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La structure mycélienne de ces microorganismes est un avantage pour la bioremédiation

par son caractere invasif qui permet la prospection d’un grand volume du milieu contaminé

avec une tres grande surface d'échange (Bennett et al., 2002). Des réseaux d’hyphes de 1 000

a 10 000 m de long peuvent en effet étre trouvés par gramme de sol en surface (Ritz et

Young, 2004).
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Figure 9.Ultrastructure de la cellule fongique et catégories d'hyphes présentes chez les
espéces filamenteuses (Fayeulle, 2013)

Les champignons filamenteux possedent une paroi structurellement unique, constituée

essentiellement de glycoproteines, de polysaccharides et de mannoprotéines (figure 10).
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Figure 10.Schématisation de la structure de la paroi fongique (Lecellier, 2013)

Les polysaccharides sont principalement la chitine et le glucane. Les glucanes,

polymeres de molécules de D-glucose liées entre elles par des liaisons B- 1,3 (ou parfois -

1,4) a laquelle sont liées des chaines latérales avec des liaisons [-1,6. La chitine est un

polymeére de molécules de N-acétylglucosamine liées entre elles par une liaison de type B-1,4

et est généralement moins abondante que les portions de glycoprotéine ou de glucane de la
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paroi (Bowman et Free, 2006). La fonction de ces deux polysaccharides est d’assurer la
protection des moisissures vis-a-vis des agressions du milieu extérieur. La chitine joue un réle
dans la rigidité de la paroi cellulaire, les glycoprotéines jouent un réle dans 1’adhérence et les
mannoprotéines forment une matrice autour de la paroi (Lecellier, 2013).

La composition de la paroi cellulaire est susceptible de changer et peut varier au sein
d'un seul isolat fongique en fonction des conditions et du stade de croissance (Bowman et
Free, 2006).

111.3.2 Phylogénie des champignons
La classification phylogénétique actuelle, qui base sur des analyses phylogénétiques
moléculaires récentes, a permis de classer les champignons dans un régne a part au sein des
Eucaryotes, le régne des Eumycota (vrais champignons, fungi ou eumycetes). Le régne des
Eumycetes comprend actuellement 1 sous-regne, 7 divisions (ou embranchements) et 10 sous-
divisions (Hibbett et al, 2007). La figure 11 représente les divisions du regne des

Eumyceétes :

—': Chytridiomycota
‘ Neocallimastigomycota

Blastocladiomycota

Zygomycota

Glomeromycota

Ascomycota

Basidiomycota

Figure 11. Les grandes divisions des Eumycetes (Hibbett et al, 2007)

On y trouve les quatre divisions principales :

> Les chytridiomycetes représentent les champignons archaiques qui auraient gardés un
stade flagellé.

» L’ensemble, anciennement connu sou le nom des Zygomycétes, correspond a des
champignons inférieurs aux formes les plus primitives avec des hyphes ceenocytiques
non cloisonnés.

> Les Ascomycétes, constituent le plus grand embranchement du régne fongique avec
plus de 64 000 espéces décrites (Moore et al, 2011). La dénomination résulte de leur
reproduction sexuée impliquant des sporocystes appelés "asques™ qui contiennent les
meéiospores appelées "ascospores”. Mais la reproduction asexuée par la production de
"conidies” est predominante chez cette division et a permis leur expansion (Fayeulle,
2013).

36



Chapitre 111 Bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers

» Les Basiodiomycetes constituent le second plus grand phylum du regne fongique
avec 31 515 espéces environ (Moore et al., 2011). Ces champignons constituent la
plupart des especes macroscopiques connues mais incluent également des
micromycetes filamenteux. Le nom de cet embranchement provient de leur
reproduction sexuée qui fait intervenir des "basidiospores” portées a 1’extérieur du

méiosporocyste ou "baside" (Fayeulle, 2013).

Les deux derniéres divisions (Ascomycétes et Basidiomycetes) sont regroupées
aujourd’hui dans le sous-régne des Dikarya, représentant ainsi les champignons les plus
évolués (Hibbett et al., 2007).

La distinction entre les différentes classes des champignons repose également sur le
mode de reproduction sexuée. Les champignons appartenant au régne des Eumycota sont des
champignons pour lesquels le mode de reproduction sexuée est connu. On parle alors de
champignons téleomorphes. Pour certains champignons appelés anamorphes, le mode de
reproduction sexuée est inconnu et seule une multiplication asexuée ou végétative est
observée. L’ensemble de ces champignons sont regroupés au sein de la division des
Deuteromycota, que I’on appelle aussi « champignons imparfaits » ou Fungi imperfecti. Le
développement des méthodes moléculaires a permis de classer certains d’entre eux dans le
regne des Eumycota et plus particulierement dans les Ascomycota en les rattachant a une
forme sexuée connue (Lecellier, 2013).

Nous nous intéressons dans cette étude aux champignons filamenteux saprotrophes

telluriques.

111.3.3 Mécanismes de biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les
champignons

Les champignons dégradant les hydrocarbures sont connus depuis plus de cing
décennies, mais notre compréhension des mecanismes impliqués dans la dégradation
catabolique des hydrocarbures est encore incomplete.

Les hydrocarbures sont dégradés par les champignons principalement dans des
conditions aérobies; en fait, les champignons agissent par le biais d'enzymes qui oxydent les
hydrocarbures pour former de I'eau et des résidus non toxiques ou moins toxiques (Dacco et
al., 2020).

Les composés d'hydrocarbures différent par leur sensibilité aux attaques microbiennes

et ils sont généralement classés dans l'ordre décroissant suivant: n-alcanes> alcanes ramifiés>
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aromatiques de faible poids moléculaire> alcanes cycliques> aromatiques de haut poids
moléculaire et composés aromatiques polycycliques (Varjani et al., 2017).

Les alcanes et les alkylbenzénes sont généralement métabolisés par des voies
métaboliques spécialisées qui commencent par l'oxydation du substrat via les mono-
oxygenases du cytochrome P450 (CYP450).

Les alcénes et les alcynes insaturés, ainsi que les alicycliques, sont plus récalcitrants a la
dégradation fongique et sont souvent convertis en métabolites partiellement oxydés.

Les hydrocarbures aromatiques monocycliques et polycycliques sont généralement
dégrades via un ou plus de trois systemes enzymatiques indépendants.

Les mono-oxygénases (CYP450) intracellulaires sont des enzymes qui appartiennent a
la superfamille des hémoprotéines et jouent un role central dans le métabolisme oxydatif des
métabolites endogénes dans tous les domaines de la vie (Lamb et al., 2009). Les CYP sont
universellement présentes dans les microsomes des cellules eucaryotes. Les champignons
dégradant la lignine produisent spécifiquement des peroxydases extracellulaires et des
laccases qui biodégradent les hydrocarbures aromatiques. La faible spécificité fonctionnelle et
le potentiel redox élevé des peroxydases et des laccases permettent I'oxydation d'une large
gamme d'hydrocarbures aromatiques et d'autres contaminants récalcitrants (Prenafeta-Boldu
etal., 2018).

111.3.3.1 Dégradation des hydrocarbures aliphatiques
La premiere étape de la dégradation des hydrocarbures aliphatique implique une
hydroxylation, introduisant un atome d'oxygene a l'intérieur du groupe méthyle terminal pour
former un alcool (Dacco et al., 2020). Ensuite, l'alcool est oxydé en aldéhyde correspondant
puis en acide gras correspondant. L'acide gras résultant est incorporé dans les voies
cataboliques centrales via p-oxydation, impliquant l'activation initiale de l'acide gras pour
former un ester acyl-CoA. Ce dernier est souvent encore catabolisé dans le cycle de I'acide
citrique conjointement avec la production d'électrons dans les chaines de transport d'électrons
(Prenafeta-Boldu et al., 2018).
C'est le mécanisme le plus fréguemment rencontré, mais deux variantes ont été décrites
par Boulton et Ratledge (1984): I'oxydation diterminale et subterminale (figure 12).
» Dans la voie diterminale, la molécule est oxydée en acide dicarboxylique et traitée par
-oxydation (Abbasian et al., 2015).
» Dans l'oxydation subterminale, I'hydrocarbure aliphatique est oxydé en un alcool

secondaire puis en cétone et ester correspondants.
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Par ailleurs, les aliphatiques a chaine ramifiée et insaturés, ainsi que les alcanes

cycliques, peuvent étre oxydés par des champignons via plusieurs voies produisant des

époxydes, des alcools, des diols et des unités d'acide carboxylique (Prenafeta-Boldu et al.,

2018).
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Figure 12. Dégradation aérobie des hydrocarbures aliphatiques par les champignons. Les
voies terminales, diterminales et subterminales possibles pour la dégradation des n-alcane

sont illustrées (Dacco et al., 2020)

111.3.3.2 Dégradation des hydrocarbures aromatiques
Les voies de dégradation des HAPs chez les champignons non lignolytiques

(généralement majoritaires) et les champignons lignolytiques (connus sous le terme de

pourriture blanche) sont différentes. Au moins deux mécanismes enzymatiques tres différents

sont généralement proposés pour la dégradation des hydrocarbures aromatiques: 'oxydation

du cycle aromatique par les monooxygénases du cytochrome P450 intracellulaires ou

I’excrétion des enzymes solubles extracellulaires du catabolisme de la lignine (les laccases et

les peroxydases) l'autre utilise les enzymes extracellulaires solubles du catabolisme de la
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lignine, y compris la lignine peroxydase, la manganése peroxydase et la laccase (Tortella et
al., 2005).

Les produits comprennent des trans-dihydrodiols, des phénols, des quinones, des
époxydes de dihydrodiol et des tétraols, qui peuvent étre conjugués pour former des
glucuronides, des glucosides, des xylosides et des sulfates (figure 13). Les métabolites
fongiques sont généralement moins toxiques que les hydrocarbures parents (Cerniglia et
Sutherland, 2010).

Tous ces processus métaboliques sont majoritairement de nature co-métabolique, ce qui
signifie que les hydrocarbures aromatiques ne soutiennent pas la croissance fongique et sont
généralement convertis en intermediaires partiellement oxydés (Prenafeta-Boldu et al.,
2018).

O
Non-enzymatic OH O-Glucoside
rearrangement O-Glucuronide
R » R e O-Methyl
O-Sulfate
O-Xyloside
Arene oxide Phenol
Generic PAH
0 trans-dihydrodiol
£ 0
Ring fission )k COZ
R OH
PAH- quinone Carboxylic acid
Figure 13. Différentes voies de dégradation aérobie d'un HAP par des champignons (Dacco
et al., 2020)

111.3.4 Les facteurs affectant la biodégradation des hydrocarbures
La biodégradation des hydrocarbures pétroliers dans I’environnement est largement
affectée par des facteurs abiotiques. Les champignons peuvent résister a des fluctuations assez
importantes des conditions environnementales. Les divers facteurs qui influencent les taux de
croissance et les activités enzymatiques des champignons affectent également les taux de
dégradation du pétrole. Plusieurs facteurs influencant la dégradation fongique des
hydrocarbures pétroliers ont été reconnus (Singh, 2006). Ces facteurs sont divises en trois
catégories:
- Facteurs physico-chimiques (nature physique, solubilité, concentration, interface

huile-eau, volatilité, etc.);
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- Facteurs environnementaux (température, pH, lumiére, salinité, niveau d'oxygene,
nutriments, type de sol / sediment, etc.);

- Facteurs biologiques (distribution des microorganismes dans une zone, adaptation de
la population fongique, absorption, composition génétique, interactions microbiennes,
etc.).

Des facteurs importants affectant le métabolisme fongique des hydrocarbures pétroliers

sont résumés ci-apres.

111.3.4.1 Composition chimique des hydrocarbures

Le taux de dégradation des hydrocarbures par les microorganismes dépend de la
structure chimique des hydrocarbures pétroliers et de la concentration du polluant. La vitesse
de biodégradation est plus élevée pour les saturés, viennent ensuite les aromatiques légers, les
aromatiques a haut poids moléculaire, les composeés polaires ayant la vitesse de dégradation la
plus faible.

Les hydrocarbures saturés incluent les n-alcanes, les alcanes ramifiés et les cycloalcanes
(naphteénes). Leurs accessibilit¢ a la biodégradation est généralement class¢ dans I’ordre
d’accessibilité décroissant suivant : n-alcanes > alcanes ramifiés > cycloalcanes (Leahy et
Colwell, 1990).

111.3.4.2 Etat physique des hydrocarbures
Les champignons dégradant les hydrocarbures agissent principalement a l'interface
huile-eau. Cependant, des champignons peuvent se développer sur toute la surface d'une
gouttelette d'huile, et la croissance ne se produit pas dans les gouttelettes d'huile en I'absence
d'eau entrainée. Le mouvement des gouttelettes d'émulsion a travers une colonne d'eau permet

I'absorption d'oxygene, de nutriments et d'huile pétroliers aux champignons (Singh, 2006).

111.3.4.3 Température

En fonction de la température, la dégradation des hydrocarbures peut se produire dans
trois conditions: psychrophile, meésophile et thermophile. En général, la plupart des
champignons sont mésophiles en termes d'isolement, de croissance et de reproduction. La
température est essentielle pour les besoins de croissance de certains champignons avec le
pétrole comme substrat. Les basses températures retardent généralement les taux de
volatilisation des hydrocarbures de faible poids moléculaire, dont certains sont toxiques pour
les champignons (Singh, 2006). Des températures plus ¢élevées ont pour effet d’augmenter la

vitesse de biodégradation. Le maximum de 1’activit¢é métabolique des microorganismes est
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géneralement observé a une température comprise entre 30 et 40 °C (Bossard et Bartha,
1984).

111.3.4.4 pH
Un autre facteur majeur de la biodégradation des hydrocarbures est I'acidité du sol car le
pH influence les activités enzymatiques, le transport membranaire cellulaire et I'equilibre de
la réaction catalytique (Bonomo et al., 2001). Plusieurs champignons poussent bien a des pH
de 4 a 5 et sont plus tolérants aux conditions acides, ou il est difficile pour les bactéries de se
développer (Singh, 2006).

111.3.4.5 Oxygéne

Les champignons sont & la fois des aérobies et des anaérobies mais se développent bien
dans des conditions aérobies. La dégradation des hydrocarbures par les champignons se
produit principalement sous forme de processus aérobie, la concentration en oxygene est I'un
des facteurs limitant de la vitesse de dégradation (Dacco et al., 2020). Les hydrocarbures
persistent dans les sédiments réduits pendant des périodes plus longues que dans les couches
superficielles aérées. Les premiéres étapes du catabolisme des hydrocarbures aliphatiques,
cycliques et aromatiques par les champignons impliquent l'oxydation du substrat par les
oxygenases et l'oxygéne moléculaire. Ainsi, des conditions aérobies sont nécessaires a
I'oxydation des hydrocarbures dans I'environnement. Des taux négligeables de biodégradation
des hydrocarbures se produisent dans des environnements anaérobies (Singh, 2006).

Une dégradation substantiellement plus grande de tous les composés BTEX se produit

en conditions statique que dans les cultures liquides agitées (Yadav et Reddy, 1993).

111.3.4.6 Eléments nutritifs

L’un des autres facteurs limitants de la biodégradation est la teneur en éléments
nutritifs, en particulier I'azote, le phosphore et, dans certains cas, le fer.

Les composants azotes et phosphorés sont essentiels a l'incorporation dans la biomasse
fongique, la disponibilité de ces nutriments dans les zones polluées aux hydrocarbures est
importante. La dégradation des hydrocarbures peut étre accélérée par I'ajout du phosphate
d'urée speécifique, d'engrais N-P-K, etc., pour la croissance fongique. Les cellules fongiques
contiennent généralement moins d'azote que les cellules bactériennes et les champignons
peuvent donc agir favorablement dans les écosystemes qui ont une faible teneur en azote
(Singh, 2006).
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111.3.4.7 Facteurs biologiques

L’utilisation des micro-organismes appropriés pour une bioremédiation efficace d'un
site pollué en conditions favorable est I'un des facteurs cruciaux. Le nombre d'organismes
dégradant les hydrocarbures dans le sol contaminé détermine le taux de dégradation; un
manque de ces microbes conduit a une vitesse de dégradation des hydrocarbures réduite
(Koshlaf et Ball, 2017).

L'exposition préalable d'une population microbienne aux hydrocarbures est importante
pour déterminer la rapidité avec laquelle les apports d’hydrocarbures ultérieurs peuvent étre
biodégradés. Ce phénomeéne, qui resulte de l'augmentation du potentiel d'oxydation des
hydrocarbures de la population, est appelé adaptation. Les trois mécanismes interdépendants
par lesquels l'adaptation peut se produire sont (1) l'induction et / ou la dépression d'enzymes
specifiques, (2) les changements génétiques qui se traduisent par de nouvelles capacités
métaboliques et (3) I'enrichissement sélectif des organismes capables de transformer le ou les

composés d’intérét (Leahy et Colwell, 1990).

111.4 Cinétiques de biodégradation des hydrocarbures pétroliers dans le sol

Les informations sur la cinétique de la biodégradation sont extrémement importantes car
elles caractérisent la concentration du contaminant restant a tout moment et permettent de
prédire les niveaux susceptibles d'étre présents a un moment futur (Yudono et al., 2013).

L’étude de la cinétique du processus de bioremédiation se déroulent dans deux
directions: (1) l'une s'intéresse aux facteurs influengant la quantité de composés transformés
avec le temps, et (2) l'autre cherche le type de courbes décrivant la transformation et
détermine laquelle d'entre elles correspond a la dégradation des composeés donnés par la
culture microbienne dans le microcosme du laboratoire et, parfois, sur le terrain (Ronéevi¢ et
al., 2005). Ceci aboutit a plusieurs types de cinétiques de dégradation dans les
environnements naturels, souvent basés sur une approche empirique, et ne reflétant que des
niveaux rudimentaires de connaissances sur la population microbienne et de leurs activités
dans ces écosystemes.

Les cinétiques du 1% ordre (First-order kinetics) sont couramment utilisées pour décrire
la cinétique de biodégradation en raison de la facilité de présentation et d'analyse des donnees,
la simplicité du tracé du logarithme du contaminant restant en fonction du temps en ligne
droite et la facilité de prédiction des concentrations futures (Yudono et al., 2013). Cette

approche est décrite par 1’équation :
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—dC -
dt
Ou C : la concentration du substrat, t : le temps, k : la constante de disparition du composé et
n =1 pour 1* ordre (Maletic et al., 2009). Dans différents environnements, les constantes de
1% ordre et le nombre de cellules capables de métaboliser le substrat seraient différents

(Greene et al., 2000).
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Chapitre IV : Matériel et methodes

IV.1 Produits pétroliers utilisés
Trois huiles pétroliéres ont été utilisées dans cette étude:

- Le pétrole bruta été obtenu aupres de la société pétroliere Sonatrach de Hassi
Messaoud, Ouargla, Algérie.

- Le diesel a éte obtenu depuis une station de service a Mostaganem.

- L’huile moteur usagée a été fournie par un garagiste collectant I’huile usée apres la
vidange des moteurs des voitures. Il s’agit d’une huile noire aprés son utilisation pour
la lubrification automobile. Ses propriétés ont été altérées et elle ne peut pas continuer

a remplir son tache convenablement.

IVV.2 Echantillonnage du sol
IV.2.1 Sites de prélevement des échantillons de sol
Les échantillons de sol utilisés pour I’isolement des souches fongiques dans cette étude
ont éteé prélevés depuis deux sites différents :
- Un sol non contaminé aux hydrocarbures pétroliers provient d’une parcelle de terre
située a la région de Kharrouba a I’Est de Mostaganem, Algérie (figure 14).
- Des échantillons de sol présentant des contaminations historiques en hydrocarbures

pétroliers prélevés de deux sites différents S1 et S2 qui se trouvent au sein de la

raffinerie d'Arzew (Sonatrach, Compagnie Algérienne de Pétrole) (figure 15).

Mostaganem

AAAAAAAA

Figure 14.Situation géographique du site de prélevement du sol non contaminé (région de
Kharrouba)
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Figure 15.Carte de I'Algérie, région d’échantillonnage du sol contaminé par les
hydrocarbures pétroliers (raffinerie d'Arzew-Oran)
1V.2.2 Conditions d’échantillonnage
Les échantillons de sol ont été prélevés de chaque site a partir de la couche superficielle
(0-15 cm) de maniere aseptique. Chaque échantillon est placé dans un sac en plastique dont

I’air est chassé avant fermeture puis ramené au laboratoire pour 1’analyse.

IV.2.3 Caracteérisation du sol et de la pollution
Le taux de pollution dans le sol prélevé de la raffinerie d’Arzew a été déterminé par
I’extraction et le dosage des hydrocarbures totaux. La caractérisation physico-chimique totale

n’ayant été menée que sur le sol non pollué prélevé de la région de Kharrouba.

1VV.2.3.1 Dosage des hydrocarbures totaux dans le sol pollué

L'échantillon du sol prélevé sur le site pollué est d’abord séché pendant 48 heures, a
température ambiante, il est ensuite broyé manuellement a 1’aide d’un mortier, puis tamisé a 2
mm pour obtenir un échantillon homogéne (Crone, 2001 ; Wu et al, 2016).

L’extraction au soxhlet a été réalisee selon la méthode EPA 3540c, une quantité de 10 g
du sol a été mélangée avec 10 g de sulfate de sodium anhydre pour éliminer toute trace d’eau
dans I’échantillon, puis placée dans une cartouche d’extraction (Whatman). 150 ml de solvant
d’extraction chloroform ont été placés dans un ballon d'extraction de 250 ml. Le ballon a été
fixé a l'extracteur de Soxhlet et I'extraction sous reflux a été menée pendant 16 heures (figure
16) (Bidaud, 1998). L’extrait obtenus est séparé du solvant d’extraction par évaporation sous
vide a I’aide d’un évaporateur rotatif dont la température du bain ne dépasse pas 40 °C. Apres
¢vaporation compléte du solvant, I’extrait hydrocarboné est pesé et le taux des hydrocarbures

pétroliers totaux dans le sol est ainsi déterminé (Chaineau et al., 2005).
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Figure 16. Montage d’extraction des hydrocarbures totaux par I’extracteur de Soxhlet

1V.2.3.2 Analyses physico-chimiques des échantillons de sol
La préparation des échantillons de sol non contaminé pour les analyses physico-
chimiques a été faite apres leur prélevement. Les échantillons du sol sont séchés a ’air libre
ensuite broyés et tamisés a 2 mm (Baize, 2018).
L'analyse des parameétres peédologiques des échantillons de sol a été réalisee par le
Laboratoire Régional de I'analyse de sol et de I'eau d'irrigation INSID (Matmar -Relizane).

a) Analyse de la texture : Granulométrie
L’analyse granulométrique permet la détermination du pourcentage des matériaux
constitutifs d’un sol : Argile (<2um), limon (2 - 50um), et sable (50 um - 2mm) (Clément et
Francoise, 1998). La texture du sol a été déterminée par la méthode internationale de la
pipette de Robinson. Apres 1’élimination de la matiére organique et le traitement de la terre
fine par un réactif dispersant les agrégats (Schvartz et al., 2005), on procede apres un temps
de sédimentation variable avec la température au fractionnement des argiles et des limons a

I'aide de la pipette de Robinson (Bonneau et Souchier, 1994).

b) Mesure du pH
Un échantillon de 10 g de sol est mis en suspension dans 25 ml d'eau distillée. La
suspension est agitée avec un barreau magnétique pendant 60 minutes a une température
proche de 20 °C, et la lecture au pH-métre est faite apres stabilisation (Bonneau et Souchier,
1994).

¢) Conductivité électrique (CE)
47



Chapitre 1V Matériels et Méthodes

La conductivit¢ ¢lectrique de D’échantillon de sol a été déterminée avec un
conductimétre électrique numérique ou 20 g de sol ont été mis en suspension dans 100 ml
d'eau distillée (dans un rapport 1: 5 sol / eau). La suspension a été agitée par intermittence
pendant une 30 minute et maintenue pendant une autre 30 minute sans aucune perturbation
pour une dissolution complete des sels solubles. Aprés la stabilisation du sol, une cellule de
conductivité a été insérée dans la solution pour prendre la lecture a 20 °C. Les valeurs ont été
exprimées en uS / cm (Baize, 1988; Zaiad, 2010).

d) Carbone organique
Le carbone organique est mesuré par la méthode de Walkley et Black (1934). 11 s’agit
d’une oxydation par voie humide de la matiére organique, sans chauffage externe, par le
mélange bichromate de potassium (K,Cr,O7) / acide sulfurique (H,SO4). L’exces de
bichromate de potassium est ensuite dosé par une solution de fer ferreux, le sel de Mohr. La
quantité de sel de Mohr versée dans la solution a doser permet de calculer la quantité de

carbone organique présente dans le sol.

e) Azote totale
L’analyse de I’azote total dans I’échantillon du sol a été réalisée par la méthode de
Dumas (1831), dans un systeme complétement automatisé. Cette méthode consiste en une
combustion totale du sol broyé sous oxygeéne et a temperature élevée. Puis, par l'intermédiaire
de tubes d'oxydation et de réduction, l'azote est quantitativement converti en N,. Les autres
produits volatils issus de la combustion sont soit piégés soit isolés. Un détecteur a
conductivité thermique mesure l'azote gazeux. Les résultats sont communiqués en % ou en

mg d'azote.

f) Phosphore
Le phosphore est extrait par la méthode Olsen (1954). Cette méthode utilise comme
extractif du bicarbonate de sodium 0.5 N a pH = 8,5.

g) Dosage des cations échangeables (Ca?*, Mg*, K*, Na*)
Les teneurs en cations échangeables sont mesurées aprés extraction avec une solution
d'acétate d'ammonium normale et neutre (AFNOR X 31-108), par spectrométrie d’absorption

atomique.

h) Calcaire actif
Le dosage de CaCOgs actif est réalisé par la méthode Drouineau-Galet (1951) en utilisant

I'oxalate d'ammonium qui se combine au calcium du calcaire facile a dissoudre (calcaire actif)
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pour former des oxalates de calcium insolubles. L'exces d'oxalate d'ammonium est ensuite

dosé par une solution de permanganate de potassium en milieu sulfurique.

IV.2.4 Contamination du sol par les produits pétroliers

Afin de construire une collection fongique ou mycothéque contenant plusieurs souches
fongiques telluriques avec un pouvoir de dégradation des hydrocarbures pétroliers élevé, on a
réalisé une contamination artificielle du sol par les huiles pétrolieres utilisées dans cette étude
(pétrole, diesel et huile moteur usagée).

Le sol utilisé pour cette expérimentation est celui prélevé de la région de kharouba.
Apres le séchage a ’air libre, le broyage et le tamisage a 2 mm, 4kg de sol sont placés dans
des pots d’environ 3000 cm® de volume. Le sol dans chaque pot est mélangé avec 250 ml de
pétrole ou de diesel ou 100 ml de I’huile de vidange. Le contenu de chaque pot est bien
mélangé afin d’obtenir une contamination homogéne. Les pots sont incubés a température
ambiante dans un endroit exposé a I’air libre pendant 90 jours (Jensen, 1975 ; Labud et al.,
2007).

La quantité de 1’huile moteur utilisé pour contaminer le sol était inférieur a celle des
autres huiles pétrolieres car cette huile est plus complexe, plus dense et plus toxique
(Degranges et al., 1977 ; Achuba et Peretiemo-Clarke, 2008). Aprés la période

d’incubation, les champignons hétérotrophes présents dans chaque sol traité ont été isolés.

IV.3 Isolement de souches fongiques saprotrophes

I1 est bien établi que la méthode d’isolement influence la composition des populations
fongiques isolées (Chesters et Thornton, 1956). De ce fait, deux techniques sont utilisées
dans notre étude pour I’isolement des champignons a partir des sols pollués. L’isolement
concerne le sol pollué aux hydrocarbures pétroliers qui provient de la raffinerie d’ Arzew ainsi
que les sols artificiellement contaminés aux hydrocarbures apreés la période d’incubation.

L’objectif principale de ces isolements est de constituer une collection de souches
fongiques afin d’étudier leur potentiel de biodégradation des hydrocarbures pétroliers et non

d’effectuer un inventaire exhaustif de la diversité des micromycétes dans les sols pollués.

IV.3.1 La méthode des suspensions-dilutions
La méthode des suspensions / dilutions est décrite pour favoriser 1’isolement des
souches sporulantes et permet de mieux estimer la microflore a croissance lente (Chesters et
Thornton, 1956). Le principe consiste a mettre le sol en suspension dans de 1’eau stérile, puis

a incorporer les différentes dilutions de cette suspension dans le milieu d’isolement (Davet et
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Rouxel 1997). Deux milieux de culture sont utilisés pour 1’isolement des champignons :
Potato Dextrose Agar (PDA) et Malt Extract Agar (MEA) (Routien, 1957 ; Collins, 1967).

Une masse de 1 g de sol a été ajouté au 9 ml d’eau distillée stérile, ce qui constitue la
premiére dilution & 10™. A partir de cette derniére, des dilutions successives au dixiéme sont
réalisées jusqu'a la dilution 10°. A partir de chaque dilution, 1 ml est prélevé et déposé dans
des boites de pétrie puis le milieu gélosé maintenu en surfusion est versé par-dessus.
L’homogénéisation est réalisée en agitant manuellement les boites d’un mouvement circulaire
dans le plan horizontal (Davet et Rouxel, 1997). Le Chloramphenicol (250 mg/L) est ajouté
au milieu d’isolement aprés son stérilisation afin d’inhiber le développement de la flore
bactérienne.

Les boites sont incubées a 25°C puis observées quotidiennement et chaque colonie
issue de chaque dilution est purifiée en vue d'étre identifiée. La densité de la population

fongique est mesurée par comptage des colonies aprés 6 jours d'incubation (figure 17).

1V.3.2 La méthode d’inoculation directe
La méthode d’inoculation directe décrite par Waksman (1916) permet d’isoler des
souches métaboliquement actives dans le sol. Elle consiste a placer des particules de sol sur
un milieu gelosé (MEA a été utilisé dans cette étude), incuber les boites a 25°C puis de
repérer sous loupe binoculaire les hyphes qui en émergent 24 h plus tard. Les hyphes repérés
sont ensuite prélevés au micro-scalpel 48h apreés le début de I’incubation pour étre

transplantés sur un nouveau milieu (figure 17).
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Figure 17. Isolement des souches fongiques par la méthode d’inoculation directe et la
méthode des suspensions dilutions

IV.4 Ildentification morphologiques des champignons

L’identification des isolats fongiques a été réalisée sur la base d’arguments
morphologiques en réalisant des observations macroscopiques et microscopiques a partir des
cultures pures des champignons isolés.

L’identification morphologique se base sur différents manuels de morphologie
mycologiques: Gilman (1957); Barnett et Hunter (1998); Watanabe (2002); Webster et
Weber (2007); Moore et al. (2011) ; Samson et al. (2014) ; Visagie et al. (2014); Carmen
and Sciortino (2017).

IV.4.1 Observations macroscopiques

La caractérisation morphologique consiste en 1’observation macroscopique de
I’apparence et de la vitesse de croissance des colonies sur le milieu de culture. Les caractéres
des colonies étudiés comprennent le taux de croissance des colonies, la texture, 1’aspect des
colonies, de leur revers, la couleur des mycéliums, le degré de sporulation, les pigments
solubles, les structures de fructification sexuée (cléistothéces) ou asexuée (pycnides) ainsi que
des amas mycéliens ou meéches (corémies) (Samson et al., 2014). Trois milieux de culture ont
été utilisés pour la caractérisation des colonies des champignons isolés : PDA, MEA et
Czapek Yeast Autolysate agar (CYA).
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Les cultures sont préparées en versant 20 ml de milieu de culture dans des boites de
pétrie de 90 mm de diameétre. Le centre du milieu est inoculé par une masse d’une culture
fongique contenant des filaments ou des spores. Les boites sont incubées renversées a 25°C et
a 30°C. Les boites doivent étre conservées dans l'obscurité et pour permettre une aération

suffisante, elles ne doivent pas étre enveloppées de Parafilm (Okuda et al., 2000).

1V.4.2 Observations microscopiques

L’analyse microscopique d’une colonie fongique permet de déterminer I’aspect du
mycélium, des spores, des phialides, des conodiophores...etc. L’examen microscopique a été
fait par microscope optique (Primo Star - Zeiss, grossissement x40 et x100), aprés réalisation
d’un étalement entre lame et lamelle et coloration de la préparation au rouge Congo ou le
Bleu de méthyléne.

La technique de culture sur lame a été également réalisée pour une bonne visualisation
des organes de fructification (Harris, 1986). Cette technique consiste a déposé une tige de
verre en U dans le fond d’une boite de pétrie. Sur ce chevalet, une lame porte objet stérile est
placée, puis un carré de gélose Sabouraud (15x15 mm) d’environ 5 mm d’épaisseur est fixé
au-dessus. Les cotés du bloc de gélose sont ensuite inoculés avec de petits fragments de la
culture a examiner. L’ensemble est recouvert d’une lamelle stérile et déposé dans une boite de
pétrie contenant un peu d’eau distillé stérile (figure 18.a). La boite est incubée a 25°C, puis
examinée aprés 1’apparition de spores sur la culture (figure 18.b) en déposant la lamelle sur
une goutte de colorant posée sur une lame propre (figure 18.c). Le carré de gélose a été aussi
examiné sous microscope (grossissement x10 et x40) (figure 18.d).
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Figure 18. La technique de la culture sur lame. (a) montage de la culture sur lame. (b) les
spores sur la culture apres incubation. (c) examen microscopique de la lamelle posé sur un
colorant. (d) examen microscopique du bloc de gélose sporulé

1VV.4.3 Conservation des champignons

Les isolats fongiques purs sont conserves pour une courte durée a 4°C sur gélose PDA
incliné, les cultures sont repiquées tous les 6 mois dans des milieux neufs.

Pour une conservation de longue durée, la souche est cultivée dans un culot de gélose en
tube. Lorsque le champignon est suffisamment développé, il est recouvert de quelques
millilitres d’huile de paraffine stérile. Les souches peuvent étre conservé jusqu’a 5 ans a
température ambiante. Un repiquage préalable est nécessaire avant la réutilisation de la

souche.

IV.5 Identification moléculaire des isolats sélectionnés
Six isolats fongiques ont été sélectionnés pour 1’analyse moléculaire. L’identification
moléculaire des souches fongiques a été réalisée au niveau du laboratoire de DIAG-GENE

(Angers, France).

IV.5.1 Extraction d’ADN fongique
L'ADN a été extrait des mycéliums fongiques par 1’utilisation du kit Qiagen Dneasy
mini Plant en suivant le protocole du fabriquant (QIAGEN, Hilden, Germany). Les étapes du

protocole sont détaillées dans I’annexe 2.
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La quantité et la qualité¢ des extraits d’ADN est contrblée par Spectrophotometre
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Etats-Unis) et stockées a -20 °C pour la prochaine

utilisation.

1IV.5.2 Amplification d’ADN
Les régions ITS (internally transcribed spacer) de I’ADNr nucléaire ont été amplifiées
par PCR a I’aide du couple d’amorces spécifique des champignons ITS1/ITS4 (White et al.,
1990 ; Gardes et Bruns,1993).
Les essais d’amplifications PCR ont été réalisés avec un thermocycleur d’iCycler de
Biorad (Biorad, USA) avec les amorces universelles de la région d’ITS synthétisées par

Eurofins Genomique, (France).

ITS 1(5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGC-37)
ITS 4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3”)

Ces amorces permettent d’amplifier un fragment ITS d’une taille d’environ 700 paires
de bases. 2ul d’ADN génomique sont amplifiés dans un volume final de 25ul de mixture
réactionnelle contenant tous les réactifs nécessaires pour I’amplification PCR résumés dans le

tableau 3 ci-dessous.

Tableau 3. Mixture réactionnelle pour amplification PCR

Réactifs Concentrations Concentrations Volume a

initiales Finales prélever

Eau ultra pure 15,1 wl
Tampon de Taq Promega 5X 1X 5,0l
MgCl, 25mM 1,5mM 1,5 ul
dNTP 25mM 0,2mM 0,2 ul
ITS1 10 uM 0,20 0,5 ul
ITS4 10 uM 0,20 0,5 ul
Tag polymérase Promega 5U 1U 0,2 ul

ADN génomique 2 ul

Volume final 25 wl
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Les cycles de reactions de PCR se composent de 3 phases principales : la dénaturation
de I’ADN, I’hybridation et 1’¢longation. Les cycles sont programmés dans le thermocycleur
comme indiqué dans le tableau 4.

Tableau 4. Conditions des cycles de la température PCR

Dénaturation initiale 95°C pendant 5min
35cycles
Dénaturation 95°C
Hybridation 55°C
Elongation 72°C
Elongation finale 72°C pendant 7min
Stockage avant révélation 10°C jusqu’a utilisation

Les produits d’amplification ont été révélés apres une électrophoreése sur gel d’agarose a
1,5% d’un dépdt de 10ul de produit de PCR suivie d’une coloration dans un bain de bromure

d’éthidium (0,5 pg/ml). Apres migration, I’ADN a été visualisé et photographié sous UV.

IV.5.3 Séquencage
Le séquencage automatisé¢ du fragment ITS de ’ADN ribosomale est réalis¢ selon la
technique de Sanger (GATC biotech, Germany).
L’identification des souches étudiées a été effectuée par la comparaison des séquences
obtenus aux séquences homologues contenues dans la banque de données Gene Bank a travers
le portail NCBI (National Center for Biotechnology Information) en utilisant le programme

Blast (Basic Local Search Tools https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Les résultats sont

exprimés en pourcentage de similarité de la souche a identifier avec les especes les plus

proches.

IV.5.4 Analyse phylogénétique
Les séquences ont été alignées en utilisant le software disponible MUSCLE. L'histoire
évolutive a été deduite en utilisant la méthode de Maximum Likelihood et Tamura 3-
parameter model. L’approche du Maximum Composite Likelihood (MCL) est adoptée pour
faire des regroupements entre espéces par une matrice de distances par paires. L’arbre

phylogénétique est construit par MEGA X (Kumar et al., 2018).
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IV.6 Tests préliminaire pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers
Dans une premiére étape expérimentale, les isolats fongiques purifiés sont soumis a une
sélection selon leurs capacités a oxyder, tolérer et utilisé les hydrocarbures pétroliers comme

source de carbone.

IV.6.1 Test de I’indicateur redox 2,6-dichlorophénol indophénol (DCPIP)

La capacité des champignons isolés a dégrader le pétrole, le diesel et I’huile de moteur
usagée a été initialement examinée selon la technique modifiée de Hanson et al. (1993), basé
sur l'indicateur redox 2,6 dichlorophénol indophénol (DCPIP). Le milieu minéral Bushnell-
Haas (BH) a été utilisé pour le test de sélection qui consiste en: MgSO, (0,2 g/l), CaCl, (0,02
g/l), KH,PO4 (1 g/l), K;HPO, (1 g/l), NH4NO3 (1 g/l) et FeCl, (0,05 g/l), eau distillee (1000
ml), pH 7,0 (Bushnell et Haas, 1941). Deux explants de mycélium prélevés a 1I’emporte-piece
(@ 8 mm) sur les bords d’une jeune culture fongique sur milieu PDA sont utilisés pour
inoculer 50 ml de milieu BH liquide dans des flacons de 250 ml. 1% (v/v) du pétrole, diesel
ou ’huile usagée et 0,016 mg/ml de I’indicateur redox ont été ajoutés au milieu BH. Un
contréle sans inoculum a été également préparé. Tous les flacons ont été incubés pendant 2
semaines a 30°C sous agitation rotative constante a 120 tr/min (figure 19). Le changement de
couleur de l'indicateur (DCPIP) du bleu (forme oxydée) a incolore (forme réduite) indique la

capacité des champignons a dégrader le pétrole (Souza et al., 2016).

rr— = "
0,016mg/ml DCPIP s B
+ ¢ Miiiu \" Incubation
Inoculum | 1djrs
T ] 1mocu€ I 120 tr/min
1% pétrole/ diesel/
huile usagée
Bleu (forme || Incolore (forme
50 ml BH oxydée) réduite)
=>Pas de => dégradation
dégradation

Figure 19. Test de dégradation des hydrocarbures par 1’indicateur redox DCPIP

IV.6.2 Test de dégradation utilisant un milieu spécifique
Les isolats fongiques sont transférés dans un milieu spécifique pour la croissance des
champignons adaptés aux hydrocarbures (hydrocarbon-adapted fungi « HAF ») selon Oudot
et al. (1993). Le milieu est composeé de : KC1 (0,25 g/l); NaH,PO, (1 g/l); MgSO,4 (0,5 g/l);
NO3NH, (1 g/l); eau distillée (1000 ml). Chaque isolat est cultivé dans des tubes (20x200

mm) qui contiennent 20 ml du milieu HAF et 0.1 ml de pétrole, diesel ou I’huile usagée. Les
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tubes sont incubés sans agitation a 28+1 °C pendant 21 jours (figure 20). Les isolats
fongiques qui montrent une croissance visible de mycélium ou d'hyphes et/ou une sporulation
sont évalués comme potentiellement capables d'utiliser les hydrocarbures pétroliers comme

source de carbone et dénergie (Elshafie et al., 2007).

™ £\

Inoculum m 0.1ml pétrole

ou diesel ou
U huile usagée

Incubation

20 ml Milieu —> ::> 21jrs a
HAF U 28+1°C

Figure 20. Protocole de dégradation des hydrocarbures en milieu HAF

IV.7 Etude quantitative de la biodégradation des hydrocarbures
IV.7.1 Test de biodégradation des hydrocarbures en milieu liquide

La mesure du pourcentage de dégradation de chacun des trois huiles pétrolieres a été
réalisée en milieu BH liquide. L’expérimentation est faite dans des flacons de 250ml
contenant 100 ml de milieu BH liquide (pH = 7) et 2% (v/v) de pétrole brut ou de diesel, et 50
ml de BH avec 1% (v/v) d'huile usagée comme seule source de carbone, séparément. Des
explants de myceélium (trois disques de 8 mm @) préleves sur les bords d'une culture active
sur PDA ont été inoculés dans chaque fiole. Ensuite, les cultures ont été incubées a 30 °C
pendant 40 jours. Des fioles du milieu BH contenant chaque hydrocarbure sans inoculum sont
préparées comme témoins qui permettent de quantifier I’évaporation et de mesurer la
biodégradation. Tous les tests ont été réalisés en triplicata (Maddela et al., 2015).

Les flacons ont été secoués manuellement a des intervalles réguliers pendant toute la
durée de I'expérience pour faciliter le contact de la phase huile-cellule (Davies et Westlake,
1979; Chaillan et al., 2004).

IVV.7.1.1 Extraction des hydrocarbures et analyse gravimeétrique
En fin de culture, les produits pétroliers résiduels sont récupérés par extraction liquide-
liquide. Le pétrole et le diesel ont été extraits séquentiellement avec des aliquotes de 40 ml
d'éther de pétrole: acétone (1:1) dans une ampoule a décanter et agités vigoureusement pour
séparer les hydrocarbures adsorbés sur les mycéliums. Ensuite, le mélange d’extraction est

laissé reposer pour se décanter. La phase organique contenant le solvant avec I’hydrocarbure
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extrait a éteé récuperée et le solvant a été évaporé sous pression dans un évaporateur rotatif
dont la température du bain ne dépasse pas 40 °C (Al-Jawhari, 2014). L’huile de moteur
usagée résiduelle a été récupérée par la méme procédure précédente en utilisant le toluene
comme solvant d’extraction (Adesodun et Mbagwu, 2008). Apres évaporation compléte du
solvant, le résidu hydrocarboné est pesé puis le taux de dégradation est quantifié par
gravimétrie. Le pourcentage des hydrocarbures totaux dégradés a été déterminé a partir de la
formule suivante (Chaillan et al., 2004 ; Hock et al., 2018):

b
x 100

a
% degradation =

a : poids du pétrole, diesel ou I’huile usagée résiduel dans le témoin,

b : poids du pétrole, diesel ou I’huile usagée résiduel dans la culture.

IV.7.1.2 Détermination de la biomasse fongique
Aprés I’extraction des hydrocarbures résiduels, la phase aqueuse contenant la biomasse
fongique a été filtrée par un papier filtre (Whatman N °1). La masse fongique récupérée est
séchée a 70 °C jusqu'a un poids constant. Le gain en biomasse sous chaque traitement et le
contréle correspondant a été enregistré; et la différence entre le gain dans le traitement et le
contrble a été considérée comme étant due a l'activité de biodégradation des hydrocarbures

par le champignon (Ameen et al., 2016).

IV.7.1.3 Détermination du pH final de la culture
Le pH du milieu de culture est mesuré a la fin du temps de I’expérience pour

I’ensemble des répétitions et pour les témoins par une sonde de pH-métre (figure 21).
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Figure 21. Les étapes de 1’étude quantitative de la dégradation du pétrole
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IV.7.2 Etude de la cinétique de biodégradation

L’étude de la cinétique de biodégradation peut nous aider a mieux comprendre le
mécanisme de la dégradation fongique des hydrocarbures pétroliers. Une estimation de la
biodégradation des hydrocarbures au fil du temps a été reéalisee, des flacons contenant 100 ml
de milieu BH et 2% (v/v) de pétrole ou de diesel ou 1% (v/v) de I'huile usagée ont été
inoculés avec les souches sélectionnées et incubés a 30 °C pendant 40 jours. A des intervalles
de 10 jours, des flacons inoculés ont été sacrifiés et la quantité d'huile pétroliére restante et la
biomasse mycélienne accumulée ont été mesurées.

Les parametres de la cinétique de biodégradation des hydrocarbures ont été calculés en
appliquant le modéle cinétique du premier ordre (Aggary et al., 2013 ; Al-Hawash et al.,
2018b) :

C, = Coe ™
Ou
C: : la concentration (g / I) d'hydrocarbures résiduelle au temps t,
Co : la concentration initiale d'hydrocarbures,
k : la constante de biodégradation (jour™)
t : le temps (jour).

Le temps de demi-vie de la biodégradation (t;,) des hydrocarbures est calculé comme suit:

In2
/2= T

IVV.8 Optimisation de biodégradation des hydrocarbures pétroliers

Les isolats fongiques les plus puissants ont été sélectionnés pour la recherche des
conditions de culture optimales pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers. Deux
parametres physico-chimiques ont été étudiés : la température d’incubation et le pH initial du

milieu de culture.

IV.8.1 pH optimal

L’effet du pH initial sur la biodégradation du pétrole, diesel et I’huile usagée a été
étudié. Les milieux BH ont été préparés a pH 5, 6, 7, 8 et 9 en utilisant le HCI 1N et le NaOH
IN. Les flacons ont été préparé comme dans la partie de I’étude quantitative de dégradation
des hydrocarbures (paragraphe 7.1) puis incubés pendant 40 jours a 30° C (Khan et al.,
2015).

Tous les tests sont réalisés en trois répétitions. A la fin de la période d’incubation, le
taux de dégradation, la biomasse accumulée et le pH final du milieu ont été mesures.
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IV.8.2 Température optimale
L’effet de la température d’incubation sur la biodégradation de chaque huile pétroliére a
été étudié a 20, 25, 30, 35 et 40 °C. Les flacons ont été préparés et inoculés par les isolats
fongiques comme cité ci-dessus, puis incubés pendant 40 jours. Le pH du milieu est ajusté a
7. Trois répétitions ont éte réalisées pour chaque traitement. Le pourcentage de dégradation et

la biomasse accumulée sont mesurés a la fin de 1’expérimentation.

IV.9 Essais de mycoremédiation en microcosmes de sol

Suite aux expériences en milieu minéral, cinq isolats fongiques sont sélectionnées pour
une étude de dégradation des hydrocarbures pétroliers en échantillons de sols contaminés au
pétrole, diesel ou I’huile de moteur usagée. Les expériences sont menées en laboratoire dans
des microcosmes de sol controlés.

Les cing isolats ont été appliqués aux sols contaminés séparément et un consortium
contenant 3 isolats sélectionnés a été aussi utilisé pour la bioremédiation des sols pollués.

Pour développer notre protocole, nous nous sommes inspirés de tests existants pour la

bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers.

IV.9.1 Préparation de I’échantillon de sol
IVV.9.1.1 Site d’échantillonnage
L’échantillon du sol utilisé pour I’expérimentation est un sol agricole prélevé d’une
firme situé a la commune de Bled Touahria au sud de la wilaya de Mostaganem, Algérie
(figure 22-23). Le prélévement correspond a la couche superficielle du sol (0 — 25 cm).
Environ 10 kg du sol ont été prélevés du site et amenés au laboratoire dans des sacs en

plastique.

Algérie Mostaganem

Figure 22. Localisation géographique du site d’échantillonnage
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Figure 23. Site d’échantillonnage du sol

1V.9.1.2 Prétraitement du sol
L’échantillon du sol est d’abord séché a I’air libre pendant une semaine, broyé et tamisé
a 2 mm pour éliminer la fraction supérieure a cette taille. Une partie du sol a été utilisée pour
faire les analyses physico-chimiques (protocoles cités auparavant) ; et le reste a été sterilisé
pour éliminer la population microbienne indigéne du sol qui peut affecter la croissance et
I’effet de nos isolats au cours de la période d’incubation.
Le sol a été stérilisé par autoclave pendant 1 heure a 120 °C, trois fois successive avec un

intervalle de 24 heures (Trevors, 1996).

1VV.9.1.3 Contamination du sol par les hydrocarbures
Le sol a été pollué par chacun des trois hydrocarbures pétroliers a une concentration
finale de 10 % (v/p) (Abioye et al., 2010 ; Agarry et Latinwo, 2015). Les huiles ont été bien
mélangées avec le sol a ’aide d’une spatule stérile, puis laissées 7 jours pour permettre aux

hydrocarbures d’étre bien absorbés par le sol.

IV.9.2 Préparation de I’'inoculum

Les champignons sélectionnés pour cette essai ont été cultivé sur une gélose PDA dans
des boites de pétrie. Aprés la croissance, les spores ont été récoltées en imbibant la surface de
la culture fongique par I’eau distillée stérile contenant 0.05 % Tween 80. La solution de
spores est ensuite filtrée pour éliminer les filaments du mycélium. La solution des spores est
mélangée au vortex a haute vitesse pour séparer les spores en agrégat puis la concentration
des spores est déterminée en comptant le nombre de spores par un Hématimeétre de Malassez
(Potin et al., 2004).

1VV.9.2.1 Sélection et préparation du consortium
Afin de sélectionner trois isolats pour construire le consortium, un test d’antagonisme

entre les cinq champignons sélectionnés précédemment a été réalisé (Zafra et al., 2017).
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Les isolats fongiques ont été testés pour leur activité antagoniste deux par deux en
utilisant la méthode d'opposition directe (Dennis et Webster, 1971). Un disque de mycélium
de 5 mm de l'isolat fongique a été placé a environ 1 cm de la paroi d'une boite de pétrie
contenant la gélose PDA et du coté opposé, un disque de taille similaire d’un autre isolat a été
placé également (figure 24). Les boites ont été incubées a 25 + 2 °C (Landum et al., 2016).

Le rayon de la colonie de chaque champignon ainsi que la distance entre les deux
colonies sont mesurés chaque jour et a la fin de la croissance. Le pourcentage d’inhibition est
calculé par la formule suivante (Royse et Ries, 1978):

R, - R

I(pourcentage d'inhibition) = 2 %100

1
Ou Rj:lerayon de la colonie dans le control

R, : le rayon de la colonie dans le test

Les champignons qui ont montré un pourcentage d’inhibition faible ont été sélectionnés
pour préparer le consortium. L’inoculum de consortium est préparé en mélangeant des

volumes égaux de I’inoculum de chaque isolat.

disques du mycélium

ee/\ce

lcm lcm

Figure 24. Schéma de I’expérience d’antagonisme sur boite de pétrie (milieu PDA)

IVV.9.3 Préparation du Bulking agent (agent gonflant)

Bulking agents (agents gonflant) sont des matériaux de faible densité qui, lorsqu'ils sont
ajoutés aux sols, abaissent la densité apparente du sol, augmentent la porosité et peuvent
contribuer a augmenter la diffusion de I'oxygene (Vasudevan et Rajaram, 2001). De tels
changements dans un sol augmentent I'aération et stimulent l'activité microbienne. Bulking
agents sont aussi utilisés dans la mycoremédiation pour servir comme support pour la
croissance des champignons dans le sol (Atagana et al., 2006 ; Zafra et al., 2017). Bulking
agents utilisés pour la bioremédiation sont généralement des déchets issus de biomasse bon
marchés comme le foin, la sciure, la balle de riz, bagasse de canne a sucre, tiges de mais,

paille et son de blé...etc.
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Pour cette expérimentation, le son de blé a été choisis comme bulking agent pour le
processus de bioremédiation (Vasudevan et Rajaram, 2001 ; Meysami et Baheri, 2003). Le
son de blé est peu couteux, facile a obtenir et présente une teneur élevée en azote et phosphore
servant ainsi comme une source de nutriments additionnelle pendant la dégradation des
hydrocarbures (Barathi et Vasudevan, 2003). Le son de blé a été rempli dans des flacons en
verre et stérilisé par autoclave a 121 °C pendant 20 minutes (Obuekwe et Al- Muttawa,
2001).

IV.9.4 Description de ’expérimentation (développement des microcosmes)

Les microcosmes sont réalisés dans des boites en plastique rectangulaires (20x15x10
cm®) préalablement stérilisé par des rayons Ultra-violet (UV) germicide. Chaque boite est
remplie par 300 g de sol steriliseé et artificiellement contaminé par les hydrocarbures (pétrole,
diesel et I’huile usagée, a 10 %). Le rapport C:N:P du sol a été maintenu a 100:10:1 par
I’addition de NH4NO3; comme source d’azote et le KH,PO, comme source de phosphore
(Mancera-Lopez et al., 2008). Le sol a été humidifié par I’eau distillée a 60% de sa capacité
de rétention d’eau (29% pour notre sol) (Azin et al., 2018).

Le son de blé (bulking agent) a été ajouté au sol a raison de 6% (Meysami et Baheri,
2003). Avant addition aux microcosmes, le son de blé stérilisé a été humidifié par 30 % (v/p)
d’une solution de BH et inoculé par la solution de spores de chaque isolat test¢ d’une manicre
a ce que la concentration initial de 1’inoculum soit 10* spores par gramme de sol (Potin et al.,
2004). Le son de blé inoculé a été ensuite verse sur la surface du sol dans les microcosmes
puis incubé a 30°C jusqu’a ce que le mycélium fongique ait poussé et recouvre complétement
la surface de 1’agent gonflant (Meysami et Baheri, 2003 ; Kota et al., 2014). Le contenu des
microcosmes est completement mixé puis incubé a 30 °C pendant 90 jours. L’humidité a été
maintenue a 60% par 1’ajout de 1’eau distillée stérile chaque semaine. Des microcosmes
témoins contenant le sol stérilisé et contaminé par chaque hydrocarbure ont été également
préparés. Deux répétitions ont été préparées pour chaque traitement ainsi que les témoins
(figure 25).

IV.9.5 Extraction et dosage des hydrocarbures totaux résiduels
La bioremeédiation a été évaluée par dosage des hydrocarbures pétroliers totaux
résiduels dans chaque microcosme et comparé au témoin. 10g de sol ont été prélevés des
microcosmes au temps 0, apres 45 jours et a la fin de d’incubation (90 jours). Les échantillons
du sol ont été utilisés pour I’extraction des hydrocarbures résiduels par Soxhlet comme cité

précédemment dans I’étape de dosage des hydrocarbures totaux dans le sol pollué. Les
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pourcentages de dégradation ont été calculés par rapport aux controles et les parametres de la

cinétique de biodégradation ont été deduits.

10% pétrole, diesel  Addition

ou huile usagee {\

Inaculation

Solution
de spores

Son de blé
stérile

Incubation
a 30°C

\ R

Incubation
90 jours, 30°C

y =
Extraction d
hydrocarbures totaux
residuels
Figure 25. Déroulement du test de mycoremédiation en microcosme de sol

V.10 Amélioration du pouvoir de dégradation des hydrocarbures par mutagénése
Plusieurs procédures sont utilisées pour améliorer les souches microbiennes, qui
entrainent toutes des changements dans la séquence d'’ADN. La mutation est parmi les

événements qui conduisent a ces changements.
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La mutation est l'altération permanente d'un ou plusieurs nucléotides a un site spécifique
le long du brin d'ADN. Dans de nombreux cas, les mutations sont nocives, mais certaines
mutations qui surviennent rendent l'organisme mieux adapté a son environnement et
améliorent ses performances biocatalytiques. La capacité de mutation d'un microorganisme
est une propriété importante de I'ADN car elle crée une nouvelle variation dans le pool
génétique.

La modification et I'amélioration de la souche par mutation sont généralement obtenues
en soumettant le matériel génétique (in-vivo ou in-vitro) a une variété d'agents physiques ou
chimiques appelés mutagénes (Parekh et al., 2000).

Le rayonnement ultraviolet (UV) est un agent mutagéne physique qui a montré son
efficacité dans les processus de mutagénése pour améliorer les souches microbiennes (Jafari
et al., 2017). Ce sont des rayons électromagnétiques divisés en trois types en fonction de leurs
fréquences : UV-A (315-380 nm), UV-B (280-315 nm) et UV-C (100-280 nm) qui sont les
plus énergétiques (Garcia-Cela et al., 2015). Les mutations induites par les rayons UV
peuvent étre des transversions, délétions, frameshift ou transitions (Parekh et al., 2000).

La mutagénése par les rayons UV a été appliquée sur deux isolats sélectionnés dans le
but d’améliorer génétiquement leur pouvoir de biodégradation des hydrocarbures pétroliers.
Les champignons sélectionnés pour cette expérience représentent un isolat qui posséde un
potentiel de dégradation des trois hydrocarbures pétroliers testées et un isolat qui n’a montré

aucun pouvoir de dégradation dans les tests préliminaires.

IV.10.1 Préparation de ’inoculum
Une solution de spore a été préparée a partir d’une jeune culture de chaque isolat sur
gélose PDA. Les spores ont été suspendues dans un flacon contenant de 1’eau distillée stérile
additionnée de 0.05% Tween 80. La solution a été filtré vers un papier filtre pour éliminer les
filaments mycéliens puis la concentration des spores a été calculer par un hématimetre de
Malassez. La concentration finale des spores dans la solution est menée a 10° spores/ml
(Hoffman et Wood, 1985). Enfin, des tubes a essais stérile ont été remplies par 10 ml de la

solution des spores et conservés a 4 °C jusqu’a leurs utilisation.

IVV.10.2 Traitement par les rayons Ultra-violet
L’irradiation des isolats fongiques a été réalisé dans une chambre fermé contenant une
lampe a UV (GE G15T8, Germicidal UVC, 15 Watt, 254 nm) (figure 26.a). Avant chaque
irradiation, la lampe UV a été allumée au minimum 30 minutes pour assurer 1’asepsie de la

chambre. La solution des spores dans chaque tube a été versée dans des boites de pétrie.
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Chaque boite est placée dans la chambre a une distance de 10 cm de la lampe UV (Kumar et
al., 2015) (figure 26.b ), puis irradiée a un temps fixé : 0; 1 ;2 ;4 ; 16 ; 24 et 32 minutes. Les
boites sont récupérées immédiatement aprés ’irradiation et placées dans 1'obscurité pour

éviter la photo-réactivation.

Figure 26. (a) la chambre & UV. (b) irradiation de la solution de spores

1VV.10.3 Estimation du nombre de spores vivante apres irradiation par UV
Les solutions de spores irradiées ont été diluées au dixiéme jusqu’a 10™ puis 100ul de la
derniére dilution ont été étalés sur la surface d’une gélose PDA contenant 0.05 g/l Rose
Bengale. Les cultures ont été incubées a 30 °C pendant 2 jours puis le nombre de colonies
apparus dans chaque boite a été dénombré et la concentration des spores dans les solutions
correspondantes et calculé. Enfin la courbe de survie a été établie et utilisé pour déterminer la

dose létale qui permet de tuer 95% des spores initiales.

IV.10.4 Sélection des mutants
Les mutants ont été sélectionnés a partir de la boite représentant la dose létale selon une
analyse macroscopique des colonies (taille, forme et couleur différente). Ils sont ensuite
purifiés sur milieu PDA puis utilisés pour tester leur pouvoir de dégradation des trois huiles

pétrolieres.

IV.10.5 Biodégradation des hydrocarbures par les mutants sélectionnés
(analyse gravimétrique)

Le potentiel de biodégradation de pétrole, diesel et I’huile usagée par les souches
mutantes sélectionnées a été analysé en milieu minéral BH par le protocole décrit auparavant
(Etude quantitative de la biodégradation des hydrocarbures).

Le pourcentage de dégradation a été déterminé a la fin de I’expérimentation par la
méthode gravimétrique et comparé avec celui avant mutation pour détecter 1’existence de tout

changement dans le pouvoir de dégradation des hydrocarbures chez les souches mutantes.
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V.11 Analyses statistiques

Dans chaque expérimentation réalisee en triplicata, les résultats sont exprimés sous

forme de moyennes et de leurs écarts types.

L’analyse ANOVA a un facteur suivie par le test post-hoc de Tukey a été réalisée pour
comparer les moyennes des pourcentages de dégradations des hydrocarbures calculés dans les
différentes conditions durant cette étude. Des lettres permettent de distinguer les groupes

statistiquement différents au sein des représentations graphiques.

Les quantités de biomasse fongique accumulées dans chaque traitement et le témoin

correspondant ont été comparées par le test de Student-T.

Les analyses statistiques des résultats ont été réalisées a 1’aide de logiciels IBM SPSS
Statistics 25. Pour tous les tests, la signification statistique a été définie au seuil de probabilité
de 5% (p<0.05).
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Chapitre V : Résultats et discussion

V.1 Caractérisation des échantillons du sol
V.1.1 Dosage des hydrocarbures totaux dans le sol pollué

La détermination des hydrocarbures pétroliers totaux (TPH) constitue une des approches
les plus largement utilisées pour évaluer les polluants pétroliers et établir les niveaux de
nettoyage cibles pour le sol (Yang et al., 2013).

Le taux de contamination par les hydrocarbures pétroliers dans les deux échantillons du
sol pollué¢ provenant de la raffinerie d’Arzew a été estimé par le dosage des hydrocarbures
totaux (TPH), le résultat en TPH est de 182.44 g/kg du sol pour 1’échantillon du site S1, et de
191.94 g/kg pour I’échantillon du site S2. Le pourcentage d’hydrocarbures dans ces
échantillons du sol est de 18.2% et 19.2 % pour S1 et S2, respectivement.

Ces résultats montrent un niveau de pollution tres élevé dans les deux échantillons du
sol analysés. La concentration des TPH dans les deux échantillons étudiés est supérieur a ceux
obtenus auparavant par Benchouk (2017) et Dilmi (2019) qui ont enregistré 82 g/kg et 86
g/kg des hydrocarbures totaux, respectivement, pour des échantillons de sol contaminés
prélevés depuis la méme raffinerie. Cette pollution peut étre attribuée aux déversements
accidentels des huiles pétroliéres suite au processus de transport, de raffinage et de stockage

des hydrocarbures pétroliers dans la raffinerie.

V.1.2 Caractéristiques physico-chimiques du sol non contaminé

Nous avons caractérisé, aprés tamisage a 2 mm, le sol prélevé depuis la zone non
contaminé du site de Kharrouba en termes de pH, de la conductivité électrique CE, du carbone
organique, d’azote totale, de phosphore, calcaire actif et le dosage des cations échangeables
(Ca®*, Mg?*, k', Na*). La texture du sol est décrite suite & une analyse granulométrique. Les
résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 5.

L'analyse granulométrique montre que le sable est la fraction prédominante. Ainsi,
I’échantillon est un sable limoneux. Le pH est neutre (Soltner, 1989), le sol est Iégérement
salé¢ (CE = 0.560 ds/m) d’apres 1’échelle de la salinité¢ (Durand, 1983). L’échantillon du sol
est limité en matiére organique en raison de la faible teneur en carbone organique (0.69%).
Des teneurs faibles en azote ont été également observees.

Le dosage des cations échangeables présents dans le sol est important pour 1’évaluation
de la disponibilité des nutriments dans le sol (Fayeulle, 2013). Notre échantillon comporte

des concentrations faibles en cations mais présente une dominance de Ca™ (22.74
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meq/100g). Un faible taux de carbonate de calcium actif a été enregistré ce qui donne un sol
non calcaire.

Tableau 5. Propriétés physico-chimiques du sol (site de Kharrouba)

Propriétés du sol Valeurs
Sable (%) 84.2
Limon (%) 5.0
Argile (%) 10.8
pH 7.35
CE (dS/m) 0.56
Matiere organique (%) 1.19
Carbone organique (%) 0.69
Azote total (%) 0.05
P (mg/kg) 39.7
Ca'"" (meg/100g) 22.74
Mg (meq/100g) 1.12
Na* (meg/100g) 1.17
K™ (meq/100g) 0.25
Calcaire actif (%0) 1.75

V.2 Isolement des champignons filamenteux saprotrophes
V.2.1 Population fongique totale

La méthode des suspensions/dilutions a été utilisée afin de réaliser un comptage des
populations fongiques cultivables totales dans les échantillons du sol contaminés aux
hydrocarbures pétroliers. La figure 27 présente les résultats de ces comptages aprés 7 jours
d’incubation.

Les résultats obtenus ont montré une augmentation importante de la population
fongique totale dans les échantillons du sol contaminés par les hydrocarbures pétroliers apres
3 mois d’incubation par rapport au sol témoin non contaminé (figure 27.a). La plus grande
densité des champignons a été enregistrée dans le sol qui a subi une contamination par 1’huile
de moteur usagée (4,1.10° CFU/g), suivit par le sol pollué au pétrole (2,0.10° CFU/g) ensuite
le sol pollué au diesel (6,0.10* CFU/g). La densité de la population fongique dans le sol
témoin a été la plus faible (3,0.10° CFU/g).

Le but de polluer les échantillons de sol par les trois hydrocarbures pétroliers était
d’augmenter le nombre des champignons saprotrophes tolérant les hydrocarbures et de
favoriser 1’apparition d’espéces fongiques capables de dégrader les hydrocarbures pétroliers.

Il a été établi que peu de temps apres un impact pétrolier, la population microbienne

hétérotrophe totale augmente trés sensiblement, dans le sol comme dans les sédiments marins
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(Oudot et al., 1987). Atlas (1995) a rapporté que la présence d’une pollution pétroli¢re
augmente la population des microorganismes dégradant les hydrocarbures dans le sol de 1% a
typiguement 10% de la population totale. La densité fongique observée dans le sol pollué
prélevé du site S1 de la raffinerie d’Arzew était trés grande par rapport a celui du site S2

(figure 27.b). L’échantillon du site S2 a montré une concentration tres élevée des

hydrocarbures totaux ce qui a probablement affecté la flore fongique de cet échantillon.
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Figure 27. Densités de la population fongique dans les échantillons de sol : (a) contaminés
artificiellement par les hydrocarbures pétroliers, (b) prélevés de la raffinerie d’ Arzew

V.2.2 Isolats fongiques purifiés

La méthode des suspensions-dilutions et la méthode d’inoculation directe ont permis
d’isoler et de purifier 35 isolats fongiques qui ont été identifiés morphologiquement puis
intégrés dans 1’étude de biodégradation. Les figures 28 ; 29 ; 30 et 31 permettent de voir la

diversité morphologique trés importante des cultures des isolats fongiques obtenues sur les

milieux PDA, CYA et MEA.
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PDA (surface) PDA (reverse) CYA (surface) MEA (surface) Observations microscopiques
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Figure 28.Aspects macroscopiques et microscopiques des champignons isolés du sol pollué
au I’huile usagée (HM : huile moteur)
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Figure 29. Aspects macroscopiques et microscopiques des champignons isolés du sol pollué
par le pétrole (PB : pétrole brut)
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Figure 30. Aspects macroscopiques et microscopiques de quelques champignons isolés du sol

pollué par le diesel (DSL : diesel)
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Figure 31. Aspects macroscopiques et microscopiques de quelques champignons isolés du sol
pollué de la raffinerie d’Arzew (S1 : site n°1 ; S2 : site n°2)

Le tableau 6 résume les caractéristiques morphologiques des colonies sur milieu PDA
d’un point de vue macroscopique. Ces résultats confirment la diversité morphologique
obtenue au sein de la mycothéque. Les observations microscopiques des organes de
fructification ont permet de distinguer 11 genres différents. La quasi-totalité des souches
identifiées appartient aux embranchements des Ascomycetes et des Deutéromycétes
(anamorphes d’Ascomyceétes). Seule la souche DSL4 appartient aux Zygomycetes. Ces
proportions sont en adéquation avec les résultats obtenus par Fayeulle (2013) ou des
isolements effectués a partir des échantillons de sol présentant des contaminations historiques
en HAP ont permet I’isolement de 30 souches fongiques dont une souche appartient aux
Zygomyceétes et le reste sont des Ascomycetes. Une autre étude a présenté I’isolement de 21
souches fongiques a partir d’échantillon de sols contaminés au pétrole brut lourd dont 20

appartiennent aux Ascomycetes et aux Zygomycetes (Zafra et al., 2014).
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Tableau 6. Description macroscopiques et identification morphologique des isolats fongiques

Sol Code Texture de | Marge de | Couleur | Couleur | Vitesse de | Taille de la Identité de
d’origine de lasurface | lacolonie dela du revers | croissance colonie Pisolat
Pisolat surface
Sol HM1 veloutée Lisse Vert Verdatre Rapide Etendu Penicillium sp
p0||ué foncé
a HM2 | granuleuse Lisse beige Blanc Rapide Etendu Aspergillus
I’huile sclerotiorum
de HM3 | cotonneuse Lisse Gris Vet Rapide Etendu Aspergillus sp
jaunatre
mOtEl,J " T"AM2 | cotonneuse Lisse Violet | Jaune pale Lent Etendu Peacilomyces
Liillee clair sp
HM5 duveteuse Irréguliére | blanc incolore Rapide Envahissante Fusarium sp
HM®6 laineuse Lisse noire Noire Rapide Envahissante Alternaria sp
PB1 granuleuse | Irréguliere noire | Jaune pale Tres Envahissante Aspergillus
rapide niger
PB2 duveteuse Lisse Brun Orange Rapide Etendu Aspergillus
Sol cannelle terreus
poIIu é PB3 floconneuse Lisse mar.ron, Rouge Trés lent Petite Aspergillus
au , be|ge brun ,
pétrole PB4 veloutée Lisse ?/Ie?tj Orangé Lent Petite Aspergillus
brut foncé
PB5 duveteuse Lisse vert Noir beige | Tres lent Petite Aspergillus
PB6 duveteuse Lisse marron Brun Rapide Etendu Aspergillus
PB7 Glabre Lisse Rose Rosé Lent Petite Inconnue
clair
DSL1 poudreuse Lisse Vert Jaune Lent Etendu Penicillium sp
foncé verdatre
DSL2 | floconneuse lisse Blanc Beige Trés lent Petite Inconnu
beige
Sol DSL3 duveteuse lisse Rose Rosétre Trés lent Petite Acremonium sp
pollué _ ' clair ' ‘ -
DSL4 laineuse lisse blanc incolore Tres Envahissante Mucor sp
_au rapide
diesel DSL5 velouté lisse Bleu Marron Trés lent Petite Aspergillus sp
vert
DSL6 glabre irréguliére | jaune Orange Trés lent Petite Aspergillus sp
DSL7 velouté lisse marron Brun Rapide Petite Scopulariopsis
brevicaulis
S1.1 laineuse irréguliere blanc jaunatre Rapide Envahissante Fusarium sp
S1.2 laineuse irréguliere | Blanc jaunatre Rapide Etendu Blastomyces sp
beige
S1.3 | Cotonneuse lisse marron Orangé Tres Etendu Aspergillus
rapide
Sol de la S1.4 laineuse En Blanc Beige Tres Envahissante | Cephaliophora
raffinerie expansion doré rapide tropica
d’Arzew S1.5 cotonneuse lisse vert Noiratre Rapide Etendu Inconnu
Site 1 olive
S1.6 velouté lisse vert Orange Tres lent Petite Penicillium sp
foncé
S1.7 laineuse lisse violette Brun Lent Petite Peacilomyces
foncé sp
S1.8 glabre lisse rouille Marron Lent Petite Trichophyton
foncé sp
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Tableau 6. (Suite)

S2.1 granuleuse lisse noire Jaune pale Trés envahissante Aspergillus
rapide niger
S2.2 poudreuse lisse Vert Vert Tres étendu Aspergillus
foncé | Jaunatre rapide fumigatus
Soldela | S23 cotonneuse lisse marron Brun Trés étendu Aspergillus
raffinerie orange rapide terrus
d’Arzew | S2.4 Granuleuse lisse Vert rougeatre Tres étendu Aspergillus
Site 2 a poudreuse olive rapide nidulans
S2.5 cotonneuse lisse Blanc beige Lent petite Acremonium
rosatre
S2.6 | floconneuse | irréguliere Gris Marron Lent petite Penicillium sp
vert foncé
S2.7 cotonneuse | irréguliére Rose Rouge Trés lent petite Peacilomyces
cannelle noiréatre sp

L’identification microscopique a montré la dominance des espéces appartenant au genre
Aspergillus avec 15 isolats, suivi par le genre Penicillium (4 isolats), Peacilomyces (3 isolats),
Fusarium (2 isolats) et Acremonium (2 isolats). Le reste des genres identifiés dans les
conditions de notre étude ont été présentés par un seul isolat.

Le genre Aspergillus a été déja rapporté prédominant lors des isolements a partir des
sols pollués par les hydrocarbures pétroliers (Chaillan et al., 2004 ; dos Santos et al., 2008,
Zafra et al., 2014, Mohammadian et al., 2017). Le genre Penicillium a été tres souvent
isolés a partir de sols contaminés aux hydrocarbures (April et al., 1999 ; Ravelet et al.,
2000 ; Fayeulle et al., 2019). Les genres Peacilomyces, Fusarium, Acremonium, Alternaria et
Mucor ont été également isolés a partir de sols impactés par des hydrocarbures dans d'autres
études (April et al., 1999 ; Ravelet et al., 2000 ; Potin et al., 2004 ; Mohammadian et al.,
2017).

Cependant, il est a souligner que la majorite de ces genres sont aussi des genres
habituels de la flore fongique du sol en général (Watanabe, 2002). L’ensemble des isolats
identifiés dans cette étape correspond a des espéces saprotrophes adaptées a la vie dans un
environnement tellurique. La présence de ces champignons dans les échantillons de sols
contamines aux différents hydrocarbures pétroliers reflete une résistance aux contaminations

qui y sont présentes.

V.3 ldentification génotypique des isolats fongiques

Les résultats de I’identification morphologique des champignons isolés ont éeté
confirmés par une identification moléculaire a 1’aide des séquences ITS de I’ADN ribosomale
amplifiées par PCR qui sont actuellement utilisées comme méthode de détection sensible et
specifique pour les champignons (Raja et al., 2017 ; Yang et al., 2018). Une sélection de 6

isolats a été faite pour cette analyse génétique.
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Sur la base du séquengage des fragments ITS de I’ADNr 18S, les isolats ont été
identifiés par comparaison avec les espéces les plus proches dans la base de données

GenBank avec similarité de 98 a 99% (tableau 7).

Tableau 7. Présentation des souches les plus proches, le pourcentage de similarité, numéros
d’accession et 1’identité des isolats sélectionnés pour 1’identification génotypique

Code de | Souche la plus proche Similarité Identification Numéro
I’isolat (%) d’accession
PB2 Aspergillus terreus 99% Aspergillus terreus MT797198
strain PB2.aaa
HM1 Penicillium 99% Penicillium MT797196
chrysogenum chrysogenum strain
HM1.aaa
HM3 Aspergillus ustus 99% Aspergillus ustus strain | MT192486
HM3.aaa
HM4 Purpureocillium 99% Purpureocillium MT192485
lilacinum lilacinum strain
HM4.aaa
DSL1 Penicillium glabrum 99% Penicillium glabrum MT797199
strain DSL1.aaa
S2.2 Aspergillus fumigatus 98% Aspergillus fumigatus | MT797197
strain AS2.aaa

L'analyse d'affiliation génétique a permet de classer les isolats fongiques dans 3 genres
de champignons différents. Cette analyse montre que 3 isolats appartiennent au genre
Aspergillus, 2 au genre Penicillium et 1 isolat au genre Purpureocillium.

La souche PB2 présente 99 % de similarité de sequence avec Aspergillus terreus strain
OUC-MDZz5136, la souche HM3 présente 99 % de similarité avec Aspergillus ustus strain
UOA/HCPF 9236 et la souche S2.2 présente 98 % de similarité avec Aspergillus fumigatus
strain CBS 129447. Les isolats HM1 et DSL1 ont été identifié comme des especes du
Penicillium, présentent 99 % de similarité avec Penicillium chrysogenum strain F100 et
Penicillium glabrum isolate 19, respectivement. L’isolat HM4 a montré 99 % de similarité de
séquence avec la souche Purpureocillium lilacinum strain C. C. Lee AgF3-7.

Tous les isolats identifiés appartiennent a la division des Ascomycota. Ceci est en
accord avec plusieurs études qui ont montré que les Ascomycétes comme Penicillium,
Aspergillus et Fusarium ne sont pas seulement ubiquitaires, mais aussi tolérants et capables
d’éliminer les contaminants existant dans les sols pollués notamment par les hydrocarbures
(Hofrichter et Scheibner, 1993 ; Elshafie et al., 2007 ; Leitao, 2009 ; Ye et al., 2011).

Les especes du genre Aspergillus identifiées dans cette étude ont été souvent isolée

depuis des environnements contaminés par des hydrocarbures pétroliers et ont montré leur
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efficacité dans la biodégradation des hydrocarbures dans des travaux précédents (Oudot et
al., 1993 ; Bento et al., 2005 ; Mohsenzadeh et al., 2012 ; Zafra et al., 2014 ; Ameen et al.,
2016 ; Hock et al., 2018).

Penicillium chrysogenum, autrefois nommé P. notatum, est I’espéce la plus étudiée du
genre Penicillium pour la production des antibiotiques, ce champignon est utilisé comme
producteur commercial d’antibiotiques B-lactamines (Guzmén-Chavez et al., 2018). P.
chrysogenum a également prouvé son efficacité dans I’élimination des contaminants toxiques
tels que les métaux lourds (Niu et al., 1993 ; Tan et Cheng, 2003), le phénol (Leitdo et al.,
2007) et les hydrocarbures aromatiques polycycliques comme le fluoréne (Garon et al., 2002)
et le pyréne (Ravelet et al., 2000).

Purpureocillium lilacinum, anciennement nommé Paecilomyces lilacinus, est un
champignon filamenteux saprotrophe commun du sol (Luangsa-Ard et al.,, 2011). Ce
champignon a été abondamment étudié pour son utilisation comme agent de lutte biologique
contre les nématodes parasites des plantes ainsi que pour la production de divers métabolites
secondaires actifs menant & de nombreuses découvertes médicales dans la recherche humaine
(Xie et al., 2016). Cependant, Les rapports qui décrits I’intervention de cette espéce fongique
dans les processus de biodégradation des hydrocarbures pétroliers sont limités.

Les arbres phylogénétiques reflétant la relation entre chaque genre et les souches
similaires existant dans les banques de données ont été construits par 1’algorithme Maximum

Likelihood en utilisant le logiciel MEGA X (figure 32).
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A Aspergillus terreus (KCT62934)

Aspergillus terreus strain E17F (KY425727)

Aspergillus terreus strain QUC-MDZ5136 (MK351266)

Aspergillus terreus strain PB2.aaa (MT797198)

Aspergillus terreus strain RGS (MW282328)

Aspergillus shendaweii strain CBS 128793 (MHB65088)

Aspergillus fumigatus strain CBS 129216 (MHBE5248)

2 Aspergillus fumigatus strain AS2 aaa (MT797197)*
68 '— Aspergillus fumigatus strain CBS 129447 (MHBE5338)
Aspergillus ustus strain HM3.aaa (MT182486)"
Aspergillus ustus strain UOAHCPF 9236 (FJ878630)

100 i— Aspergillus ustus isolate ATT001 (HQE0T7794)
Aspergillus pseudodeflectus isolate CCMGT11 (MH720295)

0.0a

B Purpureocillium lilacinum isolate DSM100328 DF58 RLCS20 (MT453285)

FPurpureocillium lilacinum strain C. C. Lee AgF3-7 (MH793580)

Purpureocillium lilacinum clone SF 309 (MTS529585)

Paecilomyces lilacinus isolate B3A (HM242282)

Purpureacillium lilacinum strain HM4.aaa (MT182485)*

OG00S0

c Penicillium chrysogenum strain F-46 (MFO77254)
Penicillium echinulatum isolate 67 (KY587319)
\_F'{enicillium chrysogenum (MT229079)

Penicillium chrysogenum strain HM1 . aaa (MT797196)*
70 ! Penicillium chrysogenum strain F-100 (MFO77264)
Penicillium glabrum strain DSL1.aaa (MT797199)"
Penicillium glabrum isclate 19 (KY318480)
Penicillium glabrum isolate 2 (MT441616)
Penicillium spinulosum strain 092 (MFOT2674)
Penicillium glabrum isolate 14 (MT441601)

100

0.0050

Figure 32. Arbres phylogénétiques basé sur les séquences ITS de I’ADNr des isolats du
méme genre et des espéces apparentées trouvées sur GenBank. A : relations phylogénétiques
entre isolats du genre Aspergillus, B : Purpureocillium et C : Penicillium

V.4 Tests préliminaires pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers
La premiere étape dans le développement d’un protocole de bioremédiation est la

sélection de souches fongiques avec un potentiel élevé de biodégradation des contaminants
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pétroliers. Cette démarche consiste en un criblage progressif de la collection des isolats

fongiques selon leurs capacités a tolérer et a dégrader le pétrole, le diesel et I’huile usagée.

V.4.1 Test de I’indicateur redox 2,6-dichlorophénol indophénol (DCPIP)

Cette méthode d’analyse permet une sélection rapide des isolats capables a oxyder les
hydrocarbures pétroliers utilises dans cette étude. Elle dépend du changement de couleur des
milieux inoculés par les isolats fongiques et traités avec l'indicateur d'oxydoréduction.

Le principe de ce test est que lors de l'oxydation microbienne des hydrocarbures, les
électrons sont transférés a des accepteurs d'électrons tels que I'O, les nitrates et le sulfate. En
incorporant un accepteur délectrons tel que DCPIP au milieu de culture, il est possible de
déterminer l'aptitude du microorganisme a utiliser le substrat hydrocarboné en observant le
changement de couleur de DCPIP du bleu (oxydé) a I'incolore (réduit) (Hanson et al., 1993).

Il existe trois indicateurs de la capacité des isolats fongiques a biodégrader les
hydrocarbures, le premier est le changement de couleur du milieu de culture du bleu a
l'incolore, le second est la diminution de la quantité initiale de 1’huile pétroliére dans le milieu
et le troisiéme le développement d’une masse fongique dans le milieu de culture (figure 33)

(Al-Nasrawi, 2012).

Figure 33. Changement de couleur de I’indicateur DCPIP par le témoin et quelque isolats en
présence de (a) pétrole, (b) diesel et (¢) I’huile usagée, apres 14 jours
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Tableau 8. Intensité de décolorisation de I’indicateur 2,6-DCPIP et la croissance mycélienne
observée apres 14 jours d’incubation

Pétrole Diesel Huile usagée
Isolat Décolorisation | Croissance | Décolorisation | Croissance | Décolorisation | Croissance
mycélienne mycélienne mycélienne
Témoin - - - - - _

PB1 + - - - - -
PB2 +++ ++ ++ + +++ ++
PB3 + = - - + +
PB4 + + - -

PB5 ++ = -

PB6 +++ +++ + + +++ ++
PB7 - - + - +++ ++
HM1 ++ ++ +++ + - -
HM2 raFr 1 ++ 1FF +++ +++
HM3 +++ +++ ++ ++ ++ +++
HM4 +++ -4+ ++ ++ +++ +++
HM5 + + + - - -
HM6 - - - - - -
DSL1 ++ + +++ ++ + +
DSL2 - 1 1 +++ ++
DSL3 - - - +++ ++
DSL4 “s + - - +++ ++
DSL5 ++ ++ - - - -
DSL6 R S R S ++ ++
DSL7 + + - - + -
S1.1 - - - - - -
S1.2 - - - - - -
S1.3 ss + ++ - s R
S14 ++ ++ - - ++ +
S1.5 - - - - - -
S1.6 - - - - - -
S1.7 + A - - ++ ++
S1.8 - - - - ++ +
S2.1 = - - - ++ +
S2.2 +++ +++ +++ +++ +++ +++
S2.3 ++ ++ - - ++ ++
S2.4 - - + + ++ +
S2.5 = = = S ++ +
S2.6 - - - - + +
S2.7 - - - - A +

_Changement du couleur. - : pas de changement, + : faible, ++

Croissance mycélienne. - : absence, + : faible ; ++ : moyenne, +++ : forte
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Le changement de couleur (décolorisation) des milieux inoculés par les 35 isolats
fongiques purifiés ainsi que I’intensit¢ de la croissance mycélienne aprés 14 jours
d’incubation sont illustrés dans le tableau 8.

En général, La majorité des isolats testés (31 isolats) ont montré un changement de
couleur dans le milieu pour au moins un hydrocarbure. Neuf isolats fongiques ont presenté
une capacité d’oxyder les trois hydrocarbures pétroliers utilisés dans cette étude au méme
temps. Ces champignons appartiennent aux genres des Aspergillus (HM2, HM3, PB2, PB6,
DSL6, S2.2 et S1.3), Penicillium (DSL1) et Purpureocillium (HM4). Les especes du genre
Aspergillus et Penicillium ont été enregistrées dans des études antérieures comme étant des
dégradants des hydrocarbures pétroliers en montrant une réduction de 1’indicateur DCPIP en
présence de pétrole comme source unique de carbone (Al-Nasrawi, 2012 ; Moustafa, 2016 ;
Al-Hawash et al., 2018a).

Le comportement des isolats sélectionnés vis-a-vis les trois hydrocarbures a été
différent par rapport a I’intensit¢ de 1’oxydation (décolorisation), la quantité de biomasse
formée et la quantité d’huile qui persiste dans le milieu a la fin de I’incubation. L huile usagée
a été la plus oxydée par les isolats testés (28 isolats), suivi par le pétrole (23 isolats) puis le
diesel (14 isolats). Cependant, I’intensité de biomasse formé et la quantité d’huile consommé
a été plus grande dans les milieux contenant le pétrole comme source de carbone. Cela peut
étre attribué a la nature de chaque huile vu que le pétrole brut est un produit naturel non
raffiné composé d’un mélange complexe d'hydrocarbures (Kumar et al., 2011), alors que
I’huile lubrifiante usagée a été soumis a des conditions thermiques et mécaniques séveres,
dans lesquelles ils ont été chargés de meétaux et de résidus de combustion tres toxiques
(Speight et Arjoon, 2012).

Une forte diminution de la quantité initiale de pétrole a été observée avec les isolats
PB2, PB6, HM1, HM2, HM3, HM4, DSL1, DSL6, S1.4, S2.2, S2.3. Les isolats HM2, HM3 et
HM4 obtenus a partir du sol pollué¢ par I’huile usagée ont présenté une forte oxydation et un

développement de biomasse pour les trois hydrocarbures testeés.

V.4.2 Test de dégradation utilisant le milieu spécifique HAF
Les isolats fongiques ont été inoculés dans un milieu minéral spécifique pour la
croissance des champignons adaptés aux hydrocarbures (hydrocarbon-adapted fungi « HAF »)
décrits par Oudot et al. (1993). Le milieu contient le pétrole, le diesel ou I’huile usagée
comme source de carbone et d’énergie. Le tableau 9 montre que 25 isolats fongiques ont été
capables de croitre sur le milieu HAF contenant le pétrole, 20 isolats ont poussé sur le diesel

et 34 isolats sur I’huile usagée.
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Tableau 9.Croissance des champignons isolés dans le milieu spécifique HAF en présence de
pétrole, diesel ou I’huile usagée comme source de carbone, apres 28 jours d’incubation

Isolat Pétrole Diesel Huile usagée
0

o
o

Témoin
PB1
PB2
PB3
PB4
PB5
PB6
PB7
HM1
HM?2
HM3
HMA4
HM5
HMG6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL4
DSL5
DSL6
DSL7
S1.1
S1.2
S1.3
S1.4
S1.5
S1.6
S1.7
S1.8
S2.1
S2.2
S2.3
S2.4
S2.5
S2.6

S2.7 2 2
Intensité de croissance du champignon (échelle de 0 a 4 ; O=pas de croissance et 4=bonne croissance)

P OO B OO WIRP|O|O| RO OO0 WIRP|WOoO| O] B|O|IO] BDNIDNWFITW N OO N -
RPIFRPIDNINWOIRPIERININRFRPIERINOIRFRPIERINIDNINERIRINIDNINWINIDN DN PO RPN W] -
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Ces champignons ont montré des capacités de biodégradation différentes qui ont été
évaluees par un examen visuel de la croissance mycélienne (échelle de 0 a 4 ou 0 signifie
absence de croissance et 4 bonne croissance) (figure 34). Les isolats PB1, PB2, PB6, HM1,
HM2, HM3, HM4, S1.3 et S2.2 étaient les dégradateurs de pétrole brut les plus actifs. Les
isolats PB6, HM3, HM4, DSL1, DSL6, S1.7 et S2.2 étaient les meilleurs dégradateurs de
diesel. Les isolats fongiques PB2, PB6, HM4 et S2.2 ont montré un potentiel éleve de
biodégradation de I’huile usagée.

Les résultats obtenus dans les tests préliminaires montrent que les champignons isolés
possedent une diversité et une adaptabilit¢ considérables dans I’utilisation de différents

hydrocarbures pétroliers comme source de carbone.

DSL1

Témoin

PB2

Figure 34. Croissance de gquelque isolats fongiques en milieu HAF en présence de (a) pétrole,
(b) diesel et (c) I’huile usagée, apres 28 jours d’incubation

Le traitement des résultats obtenus dans ce test préliminaire ainsi que le test précédent
(test DCPIP) a permis de sélectionner 6 isolats fongiques pour évaluer leurs capacités de
dégradation des hydrocarbures dans les tests suivants dans cette étude. Ces isolats ont été
sélectionnés pour le bon développement dans les conditions expérimentales choisies et la
capacité de diminuer la quantité initiale des hydrocarbures dans le milieu de culture. La
capacité d’un isolat & dégrader plusieurs huiles pétrolicres au méme temps a été prise en

considération aussi.

V.5 Etude quantitative de la biodégradation des hydrocarbures pétroliers
V.5.1 Biodégradation de pétrole par les isolats sélectionnés
La figure 35 présente les taux de biodégradation obtenus par les isolats fongiques
sélectionnés aprés 40 jours d’incubation en présence de 2 % (v/v) de pétrole en milieu BH
liquide. Les taux de dégradation obtenus présentent majoritairement une moyenne supérieure

a 5%, qui est le taux de biodégradation minimal pour considérer qu’un isolat est active vis-a-
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vis du pétrole (Oudot et al., 1987). Les pourcentages de biodégradation s’établissant entre
30.43 % (isolat HM3) et 55.98 % (isolat DSL1).
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Isolats fongiques

Figure 35.Taux de biodégradation de pétrole par les isolats fongiques apres 40 jours
d’incubation en milieu liquide. Les barres d’erreur représentent les écarts types de ces
moyennes (n=3). Différentes lettres sur les barres indiquent des moyennes significativement
différentes selon le test de Tukey (p<0,05)

Les six isolats fongiques ont présenté des moyennes particuliérement élevées de
biodégradation de pétrole. L’isolat DSL1 (P. glabrum) a entrainé le taux de dégradation de
pétrole le plus élevé avec 55,98 %, suivi par 1’isolat PB2 (A. terreus) qui a dégrade 54.11 %
de la quantité initiale de pétrole brut. Les isolats HM1, HM4 et S2.2, ont présenté aussi des
taux de dégradation trés importants ; HM4 (P. lilacinum) a éliminé 44,55 % de la quantité
initiale des hydrocarbures, HM1 (P. chrysogenum) et S2.2 (A. fumigatus) ont montré des taux
de dégradation identiques (43,19 %). L’isolat HM3 (A. ustus) se révéle egalement efficace
avec une moyenne de 30.43 %.

Les résultats de cette analyse montrent que la quantité de pétrole a été diminuée
considérablement dans les milieux de culture en présence des isolats fongiques sélectionnés.
Cela justifie la capacité de ces champignons a dégrader le pétrole et 1’utiliser comme seule
source de carbone et d’énergie pour leur croissance. Le potentiel de biodégradation des
hydrocarbures pétroliers variait selon les genres et aussi au sein des espéces. Barnes et al.
(2018) ont rapporté dix champignons telluriques capables de croitre et de dégrader le pétrole
brut en milieu de culture minéral, le pourcentage de dégradation maximale a été 77 % obtenu
par un Penicillium citrinum, suivi par un Aspergillus flavus dégradant 62% de pétrole. Un
isolat identifié comme A. terreus a montré un taux de dégradation proche de 45%. Le taux de

dégradation minimal enregistré par cette étude était proche de 33% chez I’isolat A.
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polyporicola. Ces valeurs semblent cohérentes aux résultats de notre étude, bien que la
comparaison soit rendue difficile par les différences de conditions d’incubation et I’expression
des résultats en pourcentages de dégradation. EL-Hanafy et al. (2015) ont rapporté deux
isolats fongiques affiliées au Penicillium et Aspergillus dégradaient le pétrole brut a des taux
de 48% et 54%, respectivement. La souche A. fumigatus a été employée auparavant dans des
expériences de dégradation de pétrole et a montré des taux de dégradation moins important
que celui obtenu par notre souche S2.2 (Chaineau et al., 1999 ; Chaillan et al., 2004). A.
fumigatus a déja montré des potentiels importants dans le domaine de biodégradation des
contaminants (Shazia et al., 2013 ; Haritash et Kaushik, 2016 ; Khan et al., 2019) ; cette
souche pose souvent des problémes dans les réservoirs de carburant (Oudot et al., 1987).

Purpureocillium lilacinum, qui était auparavant connue sous le nom de Paecilomyces
lilacinus, a été déecrit dans plusieurs rapports pour son pouvoir de dégradation de composés
aromatiques tels que le toluéne (Vigueras et al., 2008), le benzo (a) pyréne (Rafin et al.,
2013) ou le biphényle (Gesell et al., 2001 ; Sietmann et al., 2006). Hormis P. lilacinus,
d'autres espéces de Paecilomyces telles que P. variotii a été décrit comme un dégradeur
d'hydrocarbures pétroliers en éliminant 58.15 % d’hydrocarbures totaux dans le pétrole
(Shetaia el al., 2016). Dans une autre étude, P. variotii a montré un taux de biodégradation
important des n-alcanes (> 90%) presents dans le pétrole brut BAL 150 (Chaillan et al.,
2004). Au vu de cela, notre caractérisation de P. lilacinum (HM4) en tant qu’une souche
dégradante d'hydrocarbures n'est pas si surprenante.

Afin de confirmer la capacité des isolats a dégrader le pétrole, on a mesuré la biomasse
accumulée a la fin de 1’expérimentation. Le gain en biomasse sous chaque traitement et le
contrdle correspondant aprés 40 jours d’incubation sont présentés dans la figure 36.

La majorité des isolats fongiques ont montré une accumulation de biomasse
significativement plus élevée par rapport a leurs témoins incubés sans pétrole. DSL1 a gagné
le poids maximum de 1,2 g/L qui est fortement corrélée avec le taux de biodégradation de
pétrole le plus élevé enregistré par ce champignon précédemment. L’isolat HM1 a également
montré une accumulation importante de biomasse (0,94 g/L). Les isolats PB2 et S2.2 ont eu
des poids sec de 0,87 et 0,71 g/L, respectivement.

Plusieurs études, qui ont démontré le potentiel de biodégradation des hydrocarbures
chez différents champignons, ont également rapporté une accumulation de biomasse dans des
conditions similaires. Elshafie et al. (2007) a signalé un gain de biomasse important par
Penicillium chrysogenum, Aspergillus terreus et A. niger dans un milieu liquide contenant du

pétrole comme source unique de carbone. Une autre étude a noté une production de plus de 6
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g/L de biomasse par le champignon Trematophoma sp. UTMC 5003 dans le milieu MSM
supplémenté par 1% de pétrole brut (Moghimi et al., 2017). Shetaia et al. (2016) ont rapporté
une augmentation de la biomasse seche de deux souches fongiques, Lipomyces tetrasporus et
Paecilomyces variotii, dans un milieu minéral salin additionné de 5 % (p/v) de pétrole apres

30 jours d’incubation.
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Figure 36.Quantité de biomasse fongique accumulée dans le milieu contenant du pétrole et
les témoins correspondants, apres 40 jours d’incubation. Les barres d’erreur représentent les
écarts types de ces moyennes (n=3). Les astérisques indiquent une différence significative
entre la biomasse accumulée par chaque isolat et son témoin selon le test de Student-T
(p<0,05)

Le tableau 10 présente les valeurs de pH du milieu de culture mesurées a la fin de
I'expérience. Les résultats montrent une diminution du pH de milieu pour la majorité des
isolats testés. Les champignons qui ont montré une forte dégradation de pétrole auparavant
ont permis d’enregistrer une diminution remarquable du pH du milieu a la fin de I’incubation
notamment les isolats PB2, S2.2 et HM1.

Al Jawhari (2014) a rapporté une réduction dans le pH du milieu de culture liquide,
additionné au pétrole, aprés 28 jours d’incubation par A. niger et A. fumigatus; les pH
enregistrés par cette étude était 5.6 et 5.7, respectivement. A. niger a également montré, dans
une autre étude, une diminution du pH du milieu pendant 6 jours d’incubation dans un milieu
liquide contenant du pétrole (Hassaine et Bordjiba, 2018). La dégradation de pétrole par
Penicillium sp. a provoqué une diminution de pH dans un milieu MSM de 7 a 6, aprés 16

jours d’incubation (Vanishree et al., 2014).
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La réduction du pH dans les milieux de culture au cours de la période d'incubation
signifie des changements chimiques des substrats hydrocarbonés qui ont di étre précipités par
des enzymes cataboliques microbiennes spécifique (Prenafeta-Boldu et al., 2018).

La dégradation microbienne des hydrocarbures conduit souvent a la production d'acides
organiques et dautres produits métaboliques (Al Jawhari, 2014). L'acide propanoique a été
identifié, parmi d'autres métabolites (une série d'alcools et de cétones), dans la phase aqueuse
suite a la dégradation du diesel par A. fumigatus (Bento et al., 2005). Ainsi ; les acides

organiques produits ont probablement cause la réduction des niveaux de pH.

Tableau 10. Valeurs de pH final dans les milieux contenant le pétrole, aprés 40 jours
d’incubation. Les valeurs sont des moyennes + écart type de 3 répétitions

Isolat PB2 HM1 HM3 HM4 DSL1 S2.2

pH final | 5,72 +0,24 | 6,22 +0,03 | 6,86 +0,06 | 6,68 +0,21 | 6,40 £0,05 | 6,00 +0,49

V.5.2 Biodégradation du diesel par les isolats sélectionnés
Les isolats fongiques, qui ont montré un potentiel de dégradation de diesel dans les tests
préliminaires, ont été selectionnés pour une analyse quantitative de la biodégradation du
diesel. Les taux de dégradation moyens du diesel par les champignons sélectionnés sont
illustrés dans la figure 37.
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Figure 37.Taux de biodégradation de diesel par les isolats fongiques aprés 40 jours
d’incubation en milieu liquide. Les barres d’erreur représentent les écarts types de ces
moyennes (n=3). Différentes lettres sur les barres indiquent des moyennes significativement
différentes selon le test de Tukey (p<0,05)
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Les pourcentages de biodégradation obtenus s’établissent entre 21,22 % et 54,61 %.
L’isolat PB2 a montré le potentiel de dégradation le plus élevé en éliminant plus que la moitié
de la quantité initial du diesel dans le milieu ; suivi par I’isolat DSLI qui a dégradé 48,56 %
de diesel. L’isolat S2.2 a également montré un pouvoir de dégradation important en dégradant
41.56 % de I’huile pétroliere. Les isolats HM3 et HM4 ont montre des taux de dégradation
comparables qui ne se différent pas significativement.

Le taux ¢levés de dégradation de diesel enregistré par 1’isolat PB2 (A. terreus) concorde
avec des résultats obtenus par une autre étude ou A. terreus a éliminé 70 % des TPHs du
diesel en dégradant 71 % d’hydrocarbures aliphatiques et 60 % d’hydrocarbures aromatiques
présent dans le diesel ajouté au milieu MSM (Khan et al., 2014). La capacité d’une souche
d’A. terreus a dégrader le diesel a été également confirmée par la mesure de la concentration
de CO, émis apres 4 semaines d’incubation (Ameen et al., 2016). A. fumigatus, isolé des
boues des réservoirs de stockage de diesel, a été tres efficace dans la dégradation du diesel, en
particulier les fractions aliphatiques (Bento et al., 2005).

La quantité de biomasse seche accumulée par les isolats en présence de diesel comme
source de carbone et par les témoins correspondants a été mesurée et présentée dans la figure
38.
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Figure 38. Quantité de biomasse fongique accumulée dans le milieu contenant le diesel et les
témoins correspondants, apres 40 jours d’incubation. Les barres d’erreur représentent les
écarts types de ces moyennes (n=3). Les astérisques indiquent une différence significative
entre la biomasse accumulée par chaque isolat et son témoin selon le test de Student-T
(p<0,05)

Les résultats de biomasse montrent une accumulation de biomasse trés importante par

I’isolat HM3, en contradiction avec le taux de dégradation de diesel présenté par cet isolat

précedemment qui a été le plus faible par rapport aux autres isolats. Cela est peut-étre dd a la
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nature des composés hydrocarbonés présents dans le diesel dégradés par cette souche. L’isolat
PB2 a montré une accumulation de biomasse importante significativement différente par
rapport a son témoin (p=0.016). Cette accumulation est en corrélation avec le taux élevé de
biodégradation de diesel par cet isolat. Les quantités de biomasse accumulées par les isolats
DSL1 et S2.2 ont été comparables, ces résultats sont cohérents avec les taux de de dégradation
de diesel importants présentés par les deux isolats dans 1’analyse gravimétrique.

La majorité des champignons qui utilisent les hydrocarbures pétroliers comme source de
carbone et d’énergie métabolise les molécules en CO, et biomasse (Elshafie et al., 2007). Les
champignons ont montré des comportements différents par rapport a ’utilisation du pétrole et
de diesel comme source d’énergie. La composition chimique de chaque huile pétroliére est un
facteur important qui détermine la capacité de chaque isolat a 1’utiliser comme source de
carbone, cette constatation est supportée par les observations de Davies et Westlake (1979),
ou la croissance d’isolats fongiques individuels sur 7 échantillons de pétrole brut de
différentes compositions n’était pas toujours similaire, méme sur des pétroles qui ont
pratiquement le méme profil de n-alcane.

La production de biomasse fongique avec le diesel comme source de carbone a déja été
rapportée pour les especes d'Aspergillus, A. terreus a montré la plus grande accumulation de
biomasse (0,831 g/l) pendant la dégradation du diesel par rapport au témoin correspondant
(Ameen et al., 2016). A. fumigatus a atteint les poids les plus élevées de biomasse (environ 60
mg) aprés 60 jours d'incubation dans un milieu minéral avec uniquement du diesel comme
source de carbone (Bento et al., 2005). P. lilacinum a précédemment montré la plus grande
augmentation de biomasse en présence d'hexadécane et de toluéne (Poyntner et al., 2018).
Ameen et al. (2016) ont rapporté un gain de poids de 30,9 % en biomasse de P. variotii via la
biodégradation du diesel en milieu liquide.

Les résultats présentés dans le tableau 11 sont les pH mesurés a la fin de la période
d’incubation. Une diminution de la valeur du pH initial a été¢ observée avec tous les isolats
testés ; la valeur du pH la plus faible a été enregistrée par 1’isolat PB2 (5.27) qui a montré la
biodégradation du diesel la plus élevée dans le test gravimétrique. Ces résultats confirment la
constatation précédente que la biodégradation des hydrocarbures entraine une diminution de
pH du milieu. Bento et al. (2005) ont rapporté également une diminution du pH dans le

milieu de culture suite a la biodégradation de diesel par A. fumigatus.
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Tableau 11. Valeurs de pH final dans les milieux contenant le diesel aprés 40 jours
d’incubation. Les valeurs sont des moyennes =+ écart type de 3 répétitions

Isolats PB2 HM1 HM3 HM4 DSL1 S2.2
pH final | 5,27+0,28 | 6,51+0,09 | 6,77+0,04 | 5,98+ 0,04 | 6,40+ 0,15 | 5,31+ 0,28

V.5.3 Biodégradation de I’huile usagée
Les pourcentages de biodégradation de I’huile usagée par 5 isolats fongiques

sélectionnés pour ce test sont illustrés dans la figure 39.
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Figure 39. Taux de biodégradation de I’huile usagée par les isolats fongiques aprées 40 jours
d’incubation en milieu liquide. Les barres d’erreur représentent les écarts types de ces
moyennes (n=3). Différentes lettres sur les barres indiquent des moyennes significativement
différentes selon le test de Tukey (p<0,05)

Les résultats montrent une faible dégradation de 1’huile usagée par rapport au pétrole et
au diesel, par tous les isolats testés. Cela peut étre attribué au fait que I'huile usagée contient
des métaux lourds et des hydrocarbures aromatiques polycycliques toxiques qui sont
hautement récalcitrants (Abioye et al., 2010). Le taux de dégradation maximum était 23,38%
enregistrés par 1’isolat PB2. Les isolats DSL1, HM4 et HM3 ont montrés des taux de
dégradation tres proches allant de 14.16 % (DSL1) jusqu’a 16,00 % (HM3). La plus faible
dégradation a été observée chez S2.2.

Hock et al. (2018) ont reporté la dégradation d’huile des moteur usagée en milieu BH
par 6 isolats fongiques dont 4 appartiennent aux Aspergillus. Le meilleur pourcentage de
dégradation était 21.11% enregistré par Penicillium simplicissimum aprés seulement 7 jours
d’incubation ; un isolat identifié A. ustus a dégradé 15.02% d’huile usagée, la concentration

initiale d’huile dans le milieu était 20%. Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux
91



Chapitre V Résultats et discussion

recueillie par le méme isolat dans les conditions de notre étude. Cette différence dans le
potentiel de biodégradation d’huile usagée est peut étre liée a la différence dans la
composition chimique de chaque huile, car la composition chimique des huiles lubrifiantes
varie selon le pétrole brut d’origine, les processus de raffinage et les additifs ajoutés a I’huile.
Elle dépend aussi de type de fuel, du temps de travail du moteur et des conditions mécaniques
de T’engin (Vazquez-Duhalt, 1989). Néanmoins, les champignons filamenteux ont été
reportés effectives dans la biodégradation de 1’huile lubrifiante usagée dans des études
précedentes (Adekunle et Adebambo, 2007 ; Husaini et al., 2008 ; Ameen et al., 2015).

La figure 40 présente la quantité de biomasse produite par les isolats fongiques dans les
milieux contenant I’huile usagée comme source de carbone et les témoins correspondants.

La quantité de biomasse accumulée a été faible pour la majorité des isolats, PB2 a
montré une accumulation significativement plus élevée par rapport a son témoin, cette
accumulation est la plus élevé par rapport aux autre isolats fongiques en corrélation avec le

taux de dégradation de 1’huile usagée le plus ¢levé marqué par le méme isolat ci-dessus.
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Figure 40.Quantité de biomasse fongique accumulée dans le milieu contenant 1’huile usagée
et les témoins correspondants, apres 40 jours d’incubation. Les barres d’erreur représentent
les écarts types de ces moyennes (n=3). Les astérisques indiquent une différence significative
entre la biomasse accumulée par chaque isolat et son témoin selon le test de Student-T
(p<0,05)

La mesure du pH du milieu de culture a la fin de la période d’incubation a permis

d’obtenir les résultats ci-apres (tableau 12).
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Tableau 12. Valeurs du pH final dans les milieux contenant I’huile usagée aprés 40 jours
d’incubation. Les valeurs sont des moyennes * écart type de 3 répétitions

Isolats PB2 HM3 HM4 DSL1 S2.2
pH final 6,32 +0,06 | 6,73+0,02 | 6,58+0,08 | 6,32+0,06 | 6,93 +0,05

Les résultats présentent une diminution légére dans le pH des milieux de culture chez
toutes les isolats fongiques, cela est conforme avec les taux de dégradation faibles enregistrés
par ces isolats en présence d’huile usagée comme seule source de carbone. Les valeurs du pH
observées dans ce test confirment que la diminution de pH du milieu de culture est liée a

I’intensité de biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les microorganismes présents.

V.6 Etude de la cinétique de biodégradation des hydrocarbures en milieu liquide

Afin d’améliorer nos informations sur le mécanisme de dégradation fongique des
hydrocarbures pétroliers, une estimation des quantités d’hydrocarbures totaux dégradés et de
biomasse accumulée au fil du temps a été réalisée. Les isolats PB2, HM3, HM4 et S2.2 ont
été sélectionnés pour le suivi de la biodégradation du pétrole en fonction du temps (figure
41). La biodégradation du diesel au fil du temps a été étudiee chez les isolats HM1, HM3,
DSL1 et S2.2 (figure 42). La cinétique de biodégradation de I’huile usagée a été étudiée chez
PB2 et HM3 (figure 43).
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Figure 41. Concentration de pétrole et biomasse fongique accumulée dans le milieu BH
pendant la période d’incubation
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Figure 42.Concentration de diesel et biomasse fongique accumulée dans le milieu BH
pendant la période d’incubation
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Figure 43.Concentration de 1’huile usagée et biomasse fongique accumulée dans le milieu BH
pendant la période d’incubation

La constante de biodégradation (k) et le temps de demi-vie ont été déterminés par le

modele cinétique du premier ordre et présentés dans le tableau 13.
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Tableau 13. Les parameétres du modele cinétique du premier ordre de biodégradation de
pétrole, diesel et I’huile usagée par les isolats fongiques en milieu liquide

Pétrole Diesel Huile usagée
Isolats K (jour-1) ty re K (jour-%) ty re K (jour-1) ty re
(jour) (jour) (jour)
PB2 0,028 24,76 0,92 0,006 | 115,53 | 0,95
HM1 0,009 77,02 | 0,97
HM3 0,015 46,21 0,98 0,023 30,14 | 0,83 0,007 | 99,02 | 0,92
HM4 0,02 34,66 0,99

DSL1 0,019 | 36,48 [ 0,91

s22 | 0025 | 2773 | 0,73 | 0,016 | 43,32 | 0,80

En général, les résultats présentés par les trois figures montrent une diminution
progressive dans la quantité des hydrocarbures totaux accompagnée par une augmentation de
biomasse fongique dans les milieux de culture liquides. Une réduction rapide du pétrole a été
observée au cours des 20 premiers jours d’incubation par les souches testées, la souche S2.2
(A. fumigatus) a été la plus rapide dans la dégradation du pétrole en éliminant 43.03 % de
pétrole durant les premiers 10 jours d’incubation. PB2 (A. terreus), par contre, a montré une
dégradation plus rapide de pétrole, pendant 10 jours, aprés le 20°™ jour d’incubation. Les
constantes de biodégradation de pétrole (K) par les souches PB2 et S2.2 était 0.028 et
0.025/jour (tableau 13) qui sont les plus elevés en accord avec la vitesse de dégradation
élevée présenté par ces deux isolats. Le temps de demi-vie (t12), qui est le temps nécessaire
pour que la moitié de la quantité initiale des hydrocarbures soit dégrade, a été aussi le plus
court chez les deux isolats PB2 (24.76 jours) et S2.2 (27,73 jours).

La vitesse de dégradation de diesel par les isolats sélectionnés a été moins rapide que
celle de dégradation de pétrole, cela est bien illustré par les constantes de biodégradations
enregistrées. Cependant, la réduction de diesel a été aussi plus forte dans les 20 premiers jours
d’incubation comme a été observé avec le pétrole. La souche S2.2 a montré un comportement
de biodégradation comparable a celui observé auparavant avec le pétrole en éliminant 62,39%
de la quantité initial du diesel dans les 10 premiers jours. HM3 a montré une dégradation
rapide de diesel dans les 20 premiers jours conformément avec la constante de biodégradation
de diesel la plus élevée (k= 0,023 / jour) et le ty, (30.14 jours) le plus court montré par cette
souche. La vitesse de disparition de diesel par HM1 (P. chrysogenum) a été faible et presque
constante dans la période d’incubation (40 jours) ce que signifie que cette souche est besoin
d’une incubation plus lente pour qu’elle dégrade une grande quantit¢é d’huile, cette
constatation est confirmé par la constante de biodégradation la plus faible (k=0.009 /jour) et le

temps de demi vie le plus grand (ty,= 77 jours) présentés par cette souche.
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De son tour, I’huile usagée a été dégradée d’une facon progressive et avec une vitesse
constante et tres faible par rapport au pétrole et au diesel par les deux isolats PB2 (A. terreus)
et HM3 (A. ustus). Les constantes de biodégradation de 1’huile usagée étaient les plus faibles
(0.006 et 0.007/ jour, pour PB2 et HM3, respectivement) et les temps de demi vie enregistrés
étaient les plus grand (99 et 115 jours, pour PB2 et HM3, respectivement) ; ceci indique que
la dégradation de I’huile usagée nécessite une durée d’incubation plus longue avec ces isolats.

L’étude de la cinétique de dégradation microbienne des polluants sert a connaitre et a
comprendre la cinétique de la bioremédiation des sols et également a déterminer la quantité de
contaminant pétrolier restant a un moment donné (Ojewumi et al., 2019). L’application du
modele cinétique du premier ordre des réactions chimiques pour évaluer la cinétique de
biodégradation des hydrocarbures par les microorganismes a été adoptés par plusieurs études
précédentes (Asemoloye et al., 2017; Al-Hawash et al., 2018a ; Samaei et al., 2020). Al-
Hawash et al. (2018a) ont étudié la cinétique de biodégradation de 1% pétrole en milieu
MSM par deux souches de Penicillium : RMAL et RMAZ2. IIs ont reporté des constantes de
biodégradation de 0.807/jour et 0.737/jour de pétrole par RMAL et RMA2, respectivement.
Un isolat identifié Aspergillus sp. RFC-1 a permis d’obtenir une constante de dégradation de
pétrole brut de 0.074 jour™ durant 7 jours d’incubation en culture liquide (Al-Hawash et al.,
2018b). Dans une autre étude, la constate de dégradation maximale (K= 0.0224 jour™) des
hydrocarbures totaux dans le sol a été obtenue par A. niger suivi par Penicillium ochrochloron
(k= 0.0213 jour™). Les temps de demi-vie correspondants étaient 30.9 et 32.4 jours,

respectivement (Essabri et al., 2019).

V.7 Conditions optimales de biodégradation des hydrocarbures pétroliers
Cette étape vise a déterminer la température d’incubation et le pH initial optimaux pour

la biodégradation de pétrole, diesel et I’huile usagée par les isolats sélectionnés.

V.7.1 Détermination du pH optimal

Les pourcentages de biodégradation de pétrole dans des pH différents sont illustrés dans
la figure 44. Les biomasses mycéliennes récoltées dans ces conditions sont présentées dans la
figure 45. Les resultats montrent que les trois isolats ont été capables de dégrader le pétrole
dans I’intervalle de pH étudié¢ de 5 a 9. Les deux souches A. terreus (PB2) et A. ustus (HM3)
ont exécuté une dégradation significativement plus ¢levée a pH6 ce que signifie que c’est le
pH initial optimal pour la dégradation de pétrole par ces deux isolats. Le taux de dégradation
par ces isolats diminue en augmentant ou en diminuant le pH initial du milieu de culture, les

pH neutre étaient les meilleurs pour la dégradation de pétrole par ces deux souches. Des
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résultats similaires ont été observés dans une étude menée sur 1’adsorption de pétrole par une
souche Aspergillus. sp RFC1 a des pH initiaux différents ou la meilleur adsorption a été noté
pour les pH 5 et 6 (Al-Hawash et al., 2018b).

Par contre, la souche P. lilacinum (HM4) a montré une dégradation effective de pétrole
pour des pH neutres a basiques, le meilleur taux de degradation a été observé a pH9 (47.51 %)
suivi par pH6 (46.43 %). Aucune différence significative n’a été observée entre les taux de
dégradation aux pH6, 7, 8 et 9 par cette souche. Un champignon du méme genre
Peacilomyces variotii JH6 a montré une adaptation a un large intervalle de pH pour la
biodégradation de phénol, un polluant organique trés toxique (Wang et al., 2010).

Les quantités de biomasse accumulée par PB2 dans les différents pH ont été en accord
avec les taux de dégradation de pétrole (figure 45). Cependant, pour les isolats HM3 et HM4,
des différences ont été observées entre les quantités de biomasse accumulées et les taux de
dégradation correspondants sous chaque traitement.
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Figure 44.Effets de différents pH sur le pourcentage de dégradation de pétrole par les isolats
PB2, HM3 et HM4. Des lettres différentes signifient des différences significatives (p<0.05)
entre les % de dégradation par le méme isolat dans des pH initiaux différents
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Figure 45.Effets de différents pH sur la quantit¢ de biomasse récoltée par les isolats
fongiques en présence de pétrole. Des lettres différentes signifient des différences

significatives (p<0.05) dans la quantité de biomasse produite par le méme isolat dans des pH
différents

Les pourcentages de biodégradation de diesel par les souches fongiques sélectionnées a
des pH différents sont illustrés dans la figure 46. Les biomasses accumulées dans les mémes
conditions sont présentés dans la figure 47.
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Figure 46.Effets de différents pH sur le pourcentage de dégradation de diesel par les isolats
HM1, HM3 et DSL1. Des lettres différentes signifient des différences significatives (p<0.05)
entre les % de dégradation par le méme isolat dans des pH initiaux différents

98



Chapitre V Résultats et discussion

3

125

2

D 2

E’ 5
31,5 H6
&

[5) M7
§ 1

g H8
m 0,5 M9

o

HM1 HM3 DSL1
Isolats fongiques

Figure 47.Effets de différents pH sur la quantité de biomasse accumulée par les isolats
fongiques en présence de diesel. Des lettres différentes signifient des différences
significatives (p<0.05) dans la quantité de biomasse accumulée par le méme isolat dans des
pH différents

Les trois isolats ont montré des comportements différents vis-a-vis la biodégradation de
diesel a des pH initiaux différents. Le pH optimal pour la souche P. chrysogenum (HM1) était
pH8 suivi par le pH7 ou les taux de dégradation de diesel enregistrés étaient 39.83% et
30.24%, respectivement. A 1’inverse, le pH optimal pour A. ustus (HM3) a été le pH7 suivi
par le pH 8. Ces deux souches ont preféré généralement un pH neutre a basique pour une
dégradation effective du diesel. Les taux de dégradation ont diminué en baissant le pH initial
des milieux. Contrairement aux deux isolats précédents, P. glabrum (DSL1) a présenté un
potentiel élevé de dégradation de diesel dans ’intervalle de pH de 5 a 8 ; aucune différence
significative n’a été enregistrée entre les taux de dégradation de diesel par cette souche dans
cet intervalle; la dégradation optimale a été au pH6. Des résultats similaires ont été observés
chez P. janthinellum SDX7 qui a montré une capacité de croissance a un large intervalle de
pH de 4.0 a 9.0 en utilisant le kérosene comme source de carbone suggérant sa capacité a
dégrader le kérosene dans les conditions acides, neutres et basiques (Khan et al., 2015). Le %
de dégradation de diesel le plus élevé par Trichoderma reesei H002 a été obtenu pour un pH
initial de 6 (Nazifa et al., 2018).

Au pH9, la dégradation de diesel a diminué significativement par les souches HM1 et
DSL1 alors que HM3 a montré un taux de dégradation un peu important a ce pH basique.

La croissance des 3 isolats dans les différents pH exprimé par les quantités de biomasse
accumulées dans les milieux de culture ont été, en général, en accords avec les taux de

dégradation présentés par ces champignons dans les mémes conditions de culture.
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La recherche du pH initial optimal pour la dégradation de I’huile usagée a été effectuée
chez deux isolats sélectionnés des tests précedents : A. terreus (PB2) et A. ustus (HM3). Les
résultats montrant les pourcentages de dégradation de I’huile usagée et les quantités de
biomasse fongique accumulées sont illustrés dans les Figures 48 et 49, respectivement.

Les résultats montrent une différence dans la capacité de dégradation de I’huile usagée
entre les deux souches pour des valeurs de pH différents. La souche PB2 a montré une
dégradation effective des hydrocarbures totaux dans les pH 5, 6 et 7 avec un taux de
dégradation optimal de 25.32 % a pHS. Une diminution significative (p< 0.05) de dégradation
de I’huile a était observée par cette souche dans les pH basiques 8 et 9. Ces résultats sont en
ligne avec ceux observé chez une souche fongique du méme genre A. flavus qui a montré un
taux de dégradation des hydrocarbures aromatiques optimal au pH 5.5 (Al Dossary et al.,
2020). Une autre étude portée sur la dégradation de décane par Penicillium sp. CHY-2 a
montré que ce champignon filamenteux est capable de dégrader les hydrocarbures dans des
conditions acides mieux que les conditions basiques (Govarthanan et al., 2017).

Contrairement a la souche PB2, la souche HM3 n’a montré aucune différence
significative entre les taux de dégradation de I’huile usagée dans I’intervalle de pH étudié.
Cependant, Le changement du pH initial du milieu a amélioré considérablement la capacité de
dégradation de I’huile usagée par ce champignon de 16.02 % au pH7 a 29.86 % au pH8 qui
est le pH optimal pour la dégradation de I’huile usagée par cette souche.

Les biomasses fongiques produites par ces deux souches dans les différents pH du
milieu de culture (Figure 49) concordent avec les taux de dégradation de I’huile usagée

présentés par ces champignons.
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Figure 48.Effets de différents pH sur le pourcentage de dégradation de I’huile usagée par les
isolats PB2 et HM3. Des lettres différentes signifient des différences significatives (p<0.05)
entre les % de dégradation par le méme isolat dans des pH initiaux différents
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Figure 49. Effets de différents pH sur la quantité de biomasse accumulée par les isolats
fongiques en présence de 1’huile usagée. Des lettres différentes signifient des différences
significatives (p<0.05) dans la quantité de biomasse accumulée par le méme isolat dans des
pH initiaux différents

V.7.2 Détermination de la température optimale
L’effet de la température d’incubation sur le pourcentage de dégradation de pétrole par

les isolats fongiques sélectionnés a été évalué et présenté dans la figure 50.
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Figure 50. Effets de différentes température d’incubation sur le pourcentage de dégradation
de pétrole par les isolats PB2, HM3 et HM4. Des lettres différentes signifient des différences
significatives (p<0.05) entre les % de dégradation par le méme isolat a des températures
d’incubation différentes

Les résultats montrent que la température d’incubation a un effet significatif sur le
pouvoir de dégradation de pétrole par les isolats fongiques sélectionnés. Les meilleurs taux de
dégradation ont été enregistrés par les trois isolats a la température 30 et 35 °C ce qui signifie

que ces champignons préferent des conditions mésophiles pour la biodégradation des
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hydrocarbures pétroliers. A 40 °C, le potentiel de dégradation de pétrole a diminué
significativement chez les isolats HM3 et HM4, tandis que le pouvoir de dégradation de PB2
n’a pas ¢été affecté par cette température élevée ce qui suggere sa capacité a tolérer des
températures relativement élevées. Des résultats similaires a notre ont été reportés par
plusieurs études portées sur la température optimal pour la biodégradation des hydrocarbures
pétroliers. Al-Hawash et al. (2018b) ont noté que la température optimale pour 1’adsorption
de pétrole, naphthaléne, phénanthréne et pyréne par une souche Aspergillus. sp RFC1 était
30°C. De méme, la biodégradation des HAP par A. flavus a été optimale a la température de
30°C (Al Dossary et al., 2020). La température d’incubation qui stimule le maximum de
production de biomasse par Trichoderma virens UKMP-1M en milieu MSM additionné de 3%

(v/v) pétrole lourd comme source de carbone a été également 30°C (Hamza et al., 2012).

La température a également affecté la quantité de biomasse produite par chaque isolat

fongique en dégradant le pétrole brut (figure 51).
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Figure 51. Effets de différentes températures d’incubation sur la quantit¢é de biomasse
accumulée par les isolats fongiques en présence de pétrole. Des lettres différentes signifient
des différences significatives (p<0.05) dans la quantité de biomasse accumulée par le méme
isolat a des températures d’incubation différentes

La production maximale de biomasse par les isolats HM3 et HM4 a été pour 30 a 35 °C,
alors qu’elle a été significativement diminué a 40 °C. De méme, les températures les plus
basses (20 et 25 °C) ont aussi diminué les quantités de biomasse produites. Cependant, la
production de biomasse par PB2 n’a pas été affectée par le changement de température
d’incubation sauf une faible diminution observée a la température de 40°C. La température

favorise la croissance mycélienne en facilitant le contacte entre la surface cellulaire et la

102



Chapitre V Résultats et discussion

source d’énergie. Cependant, a des températures plus ¢€levée, ce processus va diminuer,
possible a cause de la déformation des sites d’attachement des substrats disponibles sur la
surface des cellules (Al Dossary et al., 2020).

La biodégradation de diesel a des températures d’incubation différents par les isolats
HM1, HM3 et DSL1 est présentée par la figure 52. La température optimale de dégradation
de diesel par les souches HM1 et HM3 était 25 °C alors que la souche DSL1 (P. glabrum) a
montré une dégradation significativement plus élevée a la température de 20°C, le taux de
dégradation enregistré a cette T° est 60.33% qui est le taux de dégradation de diesel le plus
élevé observé tout au long cette étude. Ce résultat est en ligne avec ceux de Govarthanan et
al. (2017) qui ont reporté que la croissance d’une souche Penicillium sp. CHY2 a une
température d’incubation de 20 °C permis d’obtenir le taux de dégradation de décane le plus
¢levée (75%), apres 28 jours d’incubation.

Ces résultats montrent I’importance de la température d’incubation dans 1’efficacité¢ du
processus de biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les champignons filamenteux.
En effet, il a été établi que la température est parmi les facteurs qui influencent la composition
chimique et physique des hydrocarbures pétroliers (Atlas, 1981). Elle influence aussi
I’activité enzymatique qui diminue a des température basse (Bisht et al., 2015). Le
métabolisme des hydrocarbures atteint le maximum a des températures relativement elevées
qui varient de 30 a 40 °C (Bossert et Bartha, 1984).
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Figure 52. Effets de différentes température d’incubation sur le pourcentage de dégradation
de diesel par les isolats HM1, HM3 et DSL1. Des lettres différentes signifient des différences
significatives (p<0.05) entre les % de dégradation par le méme isolat a des températures
d’incubation différentes
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Les quantités de biomasses produites par chaque isolat suite a la dégradation de diesel a
des températures d’incubation différentes sont présentées par la figure 53. Les biomasses
accumulés par les isolats HM3 et DSL1 sont en accord avec les taux de dégradation de diesel
par ces isolats dans les mémes conditions. Cependant, la biomasse accumulée par HM1 a
diminué significativement aux températures 30, 35 et 40 °C, cela est peut étre lié¢ a la

sensibilité de cette souche aux températures élevées.
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Figure 53. Effets de différentes températures d’incubation sur la quantité de biomasse
accumulée par les isolats fongiques en présence de diesel. Des lettres différentes signifient des
différences significatives (p< 0.05) dans la quantit¢ de biomasse accumulée par le méme
isolat a des températures d’incubation différentes

La biodégradation de I’huile usagée par A. terreus (PB2) et A. ustus (HM3) a des
températures d’incubation différentes est présenté par la figure 54.

Les températures d’incubation les plus favorables pour la dégradation de I’huile usagée
par ces deux souches étaient 20 et 30 °C. La température optimale chez PB2 était 30 °C alors
que des taux de dégradation presque identiques (16.43 % et 16.02 %) ont été noté chez HM3 a

20 et 30 °C. Des taux de dégradation trés faibles ont été observés a 35 et 40°C.
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Figure 54. Effets de différentes température d’incubation sur le pourcentage de dégradation
de I’huile usagée par les isolats PB2 et HM3. Des lettres différentes signifient des différences
significatives (p< 0.05) entre les % de dégradation par le méme isola a des températures
d’incubation différentes

La biomasse fongique accumulée par les isolats sélectionnés dégradants I’huile usagée
a été également affectée par la température d’incubation (figure 55). Les deux isolats ont

produits le maximum de biomasse a la température d’incubation de 25 °C.
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Figure 55. Effets de différentes températures d’incubation sur la quantit¢é de biomasse

accumulée par les isolats fongiques en présence de I’huile usagée. Des lettres différentes

signifient des différences significatives (p< 0.05) dans la quantit¢ de biomasse accumulée par

le méme isolat a des températures d’incubation différentes

V.8 Mycoremédiation en microcosmes de sol pollué par les hydrocarbures pétroliers
Dans une démarche d’élaboration d’un protocole de bioremédiation en conditions

réelles, la caractérisation des capacités de biodégradation des souches isolées nous conduit a

105



Chapitre V Résultats et discussion

envisager des phases d’étude en échantillons de sols pollués au pétrole, diesel ou 1’huile

moteur usagée. Ces études ont été réalisées en microcosmes de 300 g de sol au laboratoire.

V.8.1 Caractéristiques physico-chimiques du sol

Le sol utilisé pour le test de bioremédiation est un sol agricole non contaminé. Les
parameétres physico-chimiques mesurés pour cet échantillon de sol son résumés dans le
tableau 14.

Les analyses physico-chimiques montrent que 1’échantillon est un sable limoneux. Le
pH est neutre (Soltner, 1989), le sol est non salé (CE = 0.23 ds/m) d’aprés 1’échelle de la
salinité (Durand, 1983). L’échantillon du sol est limité en matiére organique en raison de la
faible teneur en carbone organique (0.69%). Des teneurs faibles en azote ont eté également
observées.

Tableau 14. Propriétés physico-chimiques du sol utilisé pour la bioremédiation en
microcosmes

Propriétés du sol valeurs
Sable (%) 72.3
Limon (%) 15.0
Argile (%) 12.7
pH 7.23
CE (dS/m) 0.23
Carbone organique (%) 0.93
Azote total (%0) 0.13
P (meg/100g) 10.67
Ca'" (meq/100g) 26.15
Mg (meq/100g) 2.86
Na" (meq/100g) 0.21
K" (meq/1009) 1.05
Calcaire actif (%) 1.38

V.8.2 Sélection d’un consortium — Test d’antagonisme
La construction d’un consortium fongique pour la mycoremédiation a été faite suite a un
test d’antagonisme pour détecter des effets inhibiteurs possibles entre les souches fongiques
sélectionnés. L’effet antagoniste a été évalué entre les isolats fongiques deux par deux en
suivant leur croissance sur milieu PDA. L’aspect morphologique de quelques colonies est

illustré par la figure 56.
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S2.2 HM3 DSL1
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Figure 56. Effets antagonistes entre les champignons par inhibition directe sur milieu PDA

L’effet antagoniste entre les isolats fongiques a été évalué par absence ou présence
d’inhibition entre chaque deux souche en mesurant la distance d’inhibition et les résultats sont

résumés dans le tableau 15.

Tableau 15. Activité inhibitrice entre les champignons par test d’antagonisme

Les souches PB2 HM3 HM4 DSL1 S2.2
fongiques

PB2 / - -

HM3 - /

HM4 - -

DSL1 * +

+[~|+|+]|+

]+ [~
~|+ [+

S2.2 - -

- : pas d’inhibition; +: inhibition partielle; + : inhibition

Les résultats montrent la présence de 1’effet inhibiteur entre quelques souches et son
absence entre les autres. La souche DSL1 a inhibé la croissance de toutes les souches. La
croissance de HM4 a été partiellement inhibée par S2.2. Aucune inhibition de croissance
mycélienne n’a été¢ observée entre les trois souches PB2, HM3 et S2.2, ces trois souches
appartiennent tous au genre d’Aspergillus, alors ils ont été sélectionnés pour construire un
consortium. Donc, le consortium utilisé dans cette etude est constitué de trois souches
fongiques : A. terreus (PB2), A. ustus (HM3) et A. fumigatus (S2.2).
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V.8.3 Evaluation de la mycoremédiation en microcosmes de sol
L’efficacité du protocole de bioremédiation des sols artificiellement contaminés par les
hydrocarbures pétroliers avec nos souches fongiques a été évaluée par le dosage des
hydrocarbures totaux residuels au temps 0, 45 et 90 jours d’incubation.
Le modéle cinétique de premier ordre définit par Aggary et al. (2013) a été appliqué
pour déterminer la constante de biodégradation des hydrocarbures (k) et le temps de demi-vie
(t12) dans les différents microcosmes de sol pollué.

V.8.3.1 Mycoremédiation du sol pollué par le pétrole
Les résultats de dégradation des hydrocarbures dans les sols pollués au pétrole par les

souches individuelles et le consortium sont présentés par la figure 57.
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Figure 57. Biodégradation des hydrocarbures pétroliers totaux dans les microcosmes de sols
pollués au pétrole

Les résultats montrent que nos souches fongiques sont capables de dégrader les
hydrocarbures pétroliers dans le sol. Cette capacité est confirmée par la réduction dans la
quantité initiale des TPH dans tous les microcosmes de sol durant les 90 jours d’incubation.
Le consortium a é€té le plus efficace dans la biodégradation de pétrole par rapport aux
champignons inoculés individuellement en éliminant environ 78% de la quantité initial des
TPH. La degradation de pétrole par les deux souches A. fumigatus (S2.2) et P. lilacinum
(HM4) a été comparable en éliminant tous les deux 47% de la quantité initiale des TPH
présente dans le sol. Contrairement aux autre souches et au consortium qui ont dégradé une
grande partie des hydrocarbures durant les premiers 45 jours d’incubation, A. terreus (PB2) a
montré une trés faible dégradation durant cette période d’incubation et son pouvoir de

dégradation n’a été apparus que dans les derniers 45 jours d’incubation.

108



Chapitre V Résultats et discussion

Des études sur la biodégradation des hydrocarbures dans les sols contaminés par le
pétrole dans différentes conditions ont été menées en utilisant principalement des
champignons filamenteux, ces champignons ont montré des potentiels de dégradation
différents. Une étude qui a investigué la capacité d’une souche Aspergillus niger dans la
bioremédiation d’un sol contaminé par le pétrole brut a montré une ¢limination de 30 % des
TPH présents dans le sol aprés 96 jours d’incubation a 30 °C, le sol a été précédemment
stérilisé pour éliminer la flore microbienne présente (Kurnaz et Buyukgungor, 2016). Une
autre étude menée sur la dégradation de pétrole par une souche de Fusarium en microcosme
de sol a permis d’éliminer 43 et 27% des TPH a partir des sol pollués par 10 et 50 g/kg de
pétrole, respectivement, aprés 5 mois d’incubation (Azin et al., 2018).

Le consortium composé par les trois souches A. terreus, A. ustus et A. fumigatus a
montré la plus grande diminution de TPH dans le sol pollué au pétrole, par rapport aux
souches inoculés séparément. Des résultats similaires ont été obtenus par Maddela et al.
(2017) qui ont observés que le traitement du sol pollué au pétrole brut par un mélange de 4
microorganismes, deux bactéries du genre Bacillus et deux champignons du genre Geomyces,
a permis d’obtenir le taux de dégradation des hydrocarbures le plus elevé en éliminant 87.45%
des TPH du sol aprés 90 jours d’incubation. Une étude plus récente portée sur la
bioremédiation des echantillons de sols pollués par le pétrole et additionnés au pyrene,
naphthaléne, diesel et asphaltene dans des mini-bioréacteurs a comparé la biodégradation des
TPH par des souches fongiques individuelles et 3 consortiums fongiques, le taux de
dégradation le plus élevé a été enregistré chez un consortium constitué par 4 souches
fongiques (A terreus-SRF-15, Fusarium proliferatum-SRF-50, Fusarium sp-SRF-58 et
Aspergillus sp-SRF-67) qui a éliminé 90 % des TPH présents dans le sol suivi par les deux
autres consortiums (64% et 76%). La dégradation des hydrocarbures par les trois consortiums
a été plus importante que les souches individuelles (10 a 65% des TPH) (Ramoutar et al.,
2019).

Plusieurs travaux sur la bioremédiation bactérienne ont également montré que
I’application des cultures mixtes de bactéries degradant les hydrocarbures pour remédier les
sols contaminés aux hydrocarbures pétroliers donne des résultats mieux que 1’utilisation des
souches individuels (Ghazali et al., 2004 ; Yu et al., 2005 ; Benchouk, 2017).

Ghazali et al. (2004) ont reporté que les microorganismes individuels peuvent
minéralier un nombre limit¢ d’hydrocarbures, alors que I’assemblage d’une population
microbienne mixte avec des capacités enzymatiques variées aide a augmenter le taux de

dégradation des hydrocarbures pétroliers.
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Les parametres de la cinétique de biodégradation de pétrole ont été en ligne avec les
résultats de dégradation des TPH dans le sol (tableau 16). Le consortium, qui a montré la
capacité de dégradation la plus élevée, a permis d’obtenir la constante de dégradation la plus
élevée (k= 0.017 jour™) et le temps de demi-vie le plus court (ty,= 40 jours). Cependant, la
cinétique de dégradation de pétrole dans les microcosmes inoculés par les trois souches PB2,
HMA4 et S2.2 séparément a été identique en montrant la méme constante k (0.007 jour™) et le
méme ti, (99 jours). Le microcosme du sol témoin qui n’a pas regue une inoculation
microbienne a montré une faible dégradation des TPH (environ 34 %). Cette dégradation est
favorisée par des phénomeénes abiotiques de type volatilisation qui augmente la perte des
hydrocarbures de faibles masses molaires (Fayeulle et al., 2019). L’étude de ces phénoménes
abiotiques a montré que la volatilisation peut étre responsable de 30% des pertes en
naphtaléne dans des sols contaminés artificiellement et que des réactions abiotiques sont
responsables d’une diminution de 2 a 20% des concentrations extraites en Hydrocarbures
polyaromatiques de 2 et 3 cycles (Park et al., 1990).

Tableau 16. Les paramétres de la cinétique de biodégradation du pétrole dans les
microcosmes de sol

Isolats k (jours™) tup re
PB2 0,007 99,02 0,82
HM4 0,007 99,02 0,96
S2.2 0,007 99,02 0,98

Consortium 0,017 40,77 0,99
Témoin 0,005 138,63 0,88

r?: Coefficient de détermination du modéle cinétique du 1% ordre.

V.8.3.2 Mycoremédiation du sol pollué par le diesel

Les quantités des hydrocarbures totaux dégradées dans les sols pollués par le diesel sont
illustrées dans la figure 58.

L’inoculation des sols contamines au diesel par les souches fongiques a augmenté le
taux de dégradation des TPH par rapport au témoin stérile sauf pour le sol inoculé par la
souche A. ustus (HM3) qui n’a pas montré une dégradation différente au témoin. Le
consortium et les souches P. glabrum (DSL1) et A. fumigatus (S2.2) ont montré une capacité
de décontamination comparable en éliminant, respectivement, 53.20%, 52.82% et 51.46% de
la quantite initial des TPH présents dans chaque sol.

Des rapports récents ont également montré un succés dans [I'élimination des
hydrocarbures dans des sols pollués par le diesel en utilisant des champignons filamenteux.
Une expérimentation de biodégradation des hydrocarbures par des champignons filamenteux

dans des mini-bioréacteurs avec un sol pollué au diesel et 3 fractions de pétrole (pyréne,
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naphthaléne et asphalténe) a été réalisée par Ramoutar et al. (2019). Les taux de dégradation
de diesel ont été les plus éleves par rapport aux autre fractions pétrolieres allant de 55 a 68%,
les souches fongiques utilisées par cette étude sont des Aspergillus sp. et Fusarium sp.

La dégradation des hydrocarbures pétroliers dans un sol pollué par 65000 mg (TPH)/kg
de sol, qui a été exposé a une contamination par le diesel durant 20 ans, a été étudiée chez
trois champignons filamenteux. Les taux de dégradation obtenus par une souche Penicillium
glabrum ont été 72.5% et 65% dans les microcosmes qui contiennent des échantillons de sols
pollué stérile et non stérile, respectivement (Pérez-Armendariz et al., 2010).

Le consortium de trois souches fongiques et les souches DSL1 et S2.2 inoculées
séparément ont montré le méme pouvoir de dégradation de diesel dans les microcosmes de
sol. Des résultats similaires ont été reportés par Marquez-rocha et al. (2001) qui n’ont
observé aucune différence significative entre les taux de dégradation de diesel dans des petits
échantillons de sol traités par un consortium bactérien et un champignon individuel Pleurotus

ostreatus (basidiomycetes) apres 6 semaines d’incubation.
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Figure 58. Biodégradation des hydrocarbures totaux dans les microcosmes de sols pollués par
le diesel

Les paramétres de la cinétique de biodégradation de diesel présentés dans le tableau 17
sont en accord avec les taux de dégradation des TPH dans les microcosmes de sol pollué par
le diesel. Le consortium ainsi que les deux souches DSL1 et S2.2 ont montré la méme
constante de dégradation k=0.008 jour™ et le méme temps de demi-vie t,,= 86 jours, ce que
signifie que le comportement de chacun des deux souches DSL1 et S2.2 dans le sol vis-a-vis
la biodégradation du diesel est comparable a celui du consortium fongique utilisé dans cette

expérimentation.
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Tableau 17. Les paramétres de la cinétique de biodégradation du diesel dans les microcosmes

de sol
Isolats k (jours™) tio re
HM3 0,005 138,63 0,98
DSL1 0,008 86,64 0,99
S2.2 0,008 86,64 0,95
Consortium 0,008 86,64 0,99
Témoin 0,005 138,63 0,98

V.8.3.3 Mycoremédiation du sol pollué par I’huile usagée
Les résultats de dégradation de I’huile usagée dans les microcosmes de sols inoculés par
les souches PB2, HM3, S2.2 et le consortium ainsi que le témoin stérile sont illustrés dans la

Figure 59.
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Figure 59. Biodégradation des hydrocarbures totaux dans les microcosmes de sols pollués par
I’huile usagée

Contrairement aux résultats obtenus précédemment dans les milieux minérales liquides,
la biodégradation de I’huile usagée dans le sol par nos souches fongiques a révélée plus
efficace en montrant une capacité d’élimination des TPH trés importante. Le consortium était
le plus efficace dans la bioremédiation en éliminant 70.54 % de la quantité initiale des TPH
présente dans le sol suivi par la souche A. ustus (HM3) qui a dégradé 63.49 % des TPH.

Les souches PB2 et S2.2 ont également montré un pouvoir de dégradation de 1’huile usagée
dans le sol en éliminant 41.83% et 48.80% des TPH, respectivement.

Les paramétres de la cinétique de biodégradation de I’huile usagée calculés par le
modeéle cinétique du premier ordre sont présentés dans le tableau 18. La constante de

dégradation la plus élevée (k=0.014 jour™) et le temps de demi-vie le plus court (ty,= 49.51
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jours) ont éeté enregistres dans le microcosme de sol traité par le consortium. Les parametres
de biodégradation observés chez la souche HM3 (k = 0.011jour™™/ t;,= 63 jours) ont été
également intéressants ce que confirme la capacité de cette souche a décontaminer les sols
pollués par I’huile usagée.

Les TPH ont eté eliminés par la méme cinétique dans tous les microcosmes témoins
préparés dans cette étude. La constante de dégradation (k= 0.005 jour™) et le temps de demi-
vie (t2= 138 jours) ont été les méme dans le témoin contaminé au pétrole et le témoin pollué
par le diesel ainsi que celui contaminé par I’huile usagée, ce qui implique que la
décontamination des sols témoins a subi les méme facteurs abiotiques vu qu’ils ont été
incubés dans conditions identiques durant cette étude.

Tableau 18. Les paramétres de la cinétique de biodégradation de 1’huile usagée dans les
microcosmes de sol

Isolats k (jours™) | ty (jours) re
PB2 0,006 115,52 0,99
HM3 0,011 63,01 0,97
S2.2 0,007 99,02 0,99

Consortium 0,014 49,51 0,91
Témoin 0,005 138,63 0,92

Si les applications dans le domaine de la bioremédiation des hydrocarbures sont
majoritairement focalisées sur la décontamination des sols pollués par le pétrole brut, la
bioremédiation des sols contaminés par les huiles des moteurs usagées faits, de plus en plus,
I’objet des recherches scientifiques dans ce domaine (Adenipekun et Ishikhuemhen, 2008 ;
Abioye et al., 2010 ; Dacco et al., 2020).

La composition des huiles usagées en hydrocarbures et autres composés organiques
varient considérablement d’une huile a autre (Kumar et al., 2014), cette différence dépend
surtout du type de fuel, du temps de travail du moteur et des conditions mécaniques de 1’engin
(Vazquez-Duhalt, 1989). Les huiles usagées peuvent entrer dans ’environnement par
plusieurs voies comme les fuites des réservoirs d’huiles, les rejets des industries
pétrochimiques, les stations de lavage des véhicules et les garages de la mécanique (Bhurgri
et al., 2018). Un milliard de gallons d'huile lubrifiante usée sont générés lors des processus de
vidange d'huile dans les ateliers automobiles et mécaniques, une partie de cette énorme
quantité est recyclée et la plupart sont éliminés par incinération ou mise en décharge
(Ibrahim, 2016). Toutes ces données ont exigé la recherche de nouveaux isolats capables de

dégrader et minéraliser la majorité des composés toxiques dans I’huile usagée.
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Les recherches publiées sur la bioremédiation des sols pollués par 1’huile usagée ont
montré des résultats différents selon le type de microorganisme utilisé et les protocoles
expérimentaux appliqués. L’inoculation d’un sol contaminé par I’huile moteur usagée par
deux souches fongiques Aspergillus clavatus et Candida tropicalis, séparément, a montré des
taux de degradation tres élevés en éliminant, respectivement, 90.63 et 90.42% des TPH
présent dans le sol aprés 56 jours d’incubation (Mbachu et al., 2018). Une autre étude
conduite dans un mésocosme de sol pollué par I’huile usagée durant 60 jours a enregistré le
taux de dégradation maximal des TPH de 70% par un consortium constitué par trois souches
bactérienne différente (Bagherzadeh-Namazi et al., 2008). D’autre part, un taux de
dégradation tres faible des TPH (28%) a été observé dans un sol naturellement contaminé par
I’huile usagée qui a été inoculé par une culture mixte de deux bactéries Bacillus thuringiensis
et B. cereus, durant 90 jours de traitement a 1’échelle de parcelle (Raju et al., 2017).

La comparaison de nos résultats avec tout ce que précede met en évidence le potentiel
de nos souches fongiques inoculés séparément ou en consortium pour une décontamination

effective des sols pollués aux huiles des moteurs usagées.

V.9 Amélioration du pouvoir de dégradation des hydrocarbures par mutagéneése

Afin d’améliorer génétiquement le potentiel de dégradation de pétrole, de diesel et de
I’huile usagée, deux souches fongiques HM3 (A. ustus) et PB1 (A. niger) ont été traitées par le
rayonnement UV,

V.9.1 Effets des rayons UV sur les souches étudiées
Le protocole de mutagénese consiste a exposé les spores des souches fongiques
sélectionnées aux rayonnements UV dans une chambre fermé. L’irradiation a été réalisée a
destemps fixés:0;1;2;4;16; 24 et 32 minutes.
Afin d’évaluer ’effet des UV, les spores survivantes sont dénombrées sur gélose PDA

pour déterminer le pourcentage de survie. La figure 60 présente la courbe de survie obtenue.
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Figure 60. La courbe de survie des souches PB1 et HM3 apres exposition au UV

Les résultats montrent que les rayons UV ont un effet létal sur la survie des spores
irradiées. L’exposition aux rayonnements UV a diminué considérablement le pourcentage de
survie des spores fongiques, 4 minutes d’irradiation ont diminu¢ le pourcentage de survie de
la souche HM3 jusqu’a 1.6%. Les spores de la souche PB1 semblent plus résistantes, leur
pourcentage de survie a atteint une valeur de 3.44 % apreés 16 minutes d’exposition.

Les microorganismes répondent aux rayons UV par différentes maniéres : par
changement de croissance, formation de spores, production de pigment et autres réponses
(Carlile, 1970). Osman et al. (1989) ont observé une inhibition de germination des spores de
Penicillium notatum et Aspergillus flavus suite a I’irradiation par des rayons UV, cette

inhibition dépend de la période d’exposition au UV.

V.9.2 Sélection des mutants
La boite de PDA qui représente la dose létale (5% de survie) a été utilisée pour
sélectionner les mutants. Les colonies qui ont montré un aspect macroscopique différents de
la souche originale (taille, forme et couleur) ont été sélectionné (figure 61). Trois mutants
pour chaque souche ont été sélectionnés pour le test du pouvoir de dégradation des
hydrocarbures pétroliers.
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Figure 61. Aspect macroscopique des souches méeres HM3 et PB1 et quelques souches
mutantes sélectionnées
V.9.3 Biodégradation des hydrocarbures par les mutants sélectionnés (la
méthode gravimétrique)

Le potentiel de dégradation des hydrocarbures pétroliers des souches mutantes
sélectionnées a été évalué par la méthode gravimétrique en mesurant le pourcentage de
biodégradation de pétrole, diesel et de I’huile usagée en milieu BH liquide, apres 40 jours
d’incubation. Les pourcentages de dégradation des hydrocarbures par les souches mutantes

sont comparés avec ceux obtenus par les souches meres et présentés dans les figures 62 et 63.
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Figure 62. Pourcentage de dégradation des hydrocarbures pétroliers par la souche mere PB1
et ses mutantes
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Figure 63. Pourcentage de dégradation des hydrocarbures pétroliers par la souche mére HM3
et ses mutantes.

Les résultats obtenus montrent une amélioration dans le pouvoir de dégradation des
hydrocarbures pétroliers chez quelques mutantes et une diminution de ce pouvoir chez
d’autres, alors qu’aucune modification dans la capacité de dégradation n’a été observée pour
certaines mutantes. Le taux de dégradation de pétrole chez les trois mutantes des deux
souches PB1 et HM3 était moins important que celui des souches meres. Les deux mutantes
PB1ML1 et PB1M2 ont montré un taux de dégradation de diesel un peu plus élevée par rapport
a la souche mere (2.09%) en dégradant 6.11 et 7.15%, respectivement. Les taux de
dégradation de diesel chez toutes les souches mutantes de HM3 étaient moins importants que
la souche mere. Une amélioration trés importante dans la biodégradation de 1’huile usagée a
été notée chez la souche mutante PB1M2 (11.89%) en comparaison avec sa souche mére PB1
(3.88%). La biodégradation de 1’huile usagée a reconnu également une amélioration chez la
mutante HM3M2 en éliminant 19.14% de la quantité initiale de 1’huile par rapport a 16% chez
la souche mére HM3. Des résultats similaires ont été obtenus par Benchouk (2017) qui a
appliqué le méme protocole de mutagénése sur des bactéries afin d’améliorer leur pouvoir de
dégradation des hydrocarbures, la capacité de dégradation de pétrole et de diesel de certaines
souches mutantes a montré une amelioration alors que chez autres mutantes, le pouvoir de
dégradation a été affecté négativement.

L'utilisation des agents mutagenes différents pour I'amélioration des souches a été déja
démontrée par Parekh et al. (2000). De plus, I’irradiation de Fusarium oxysporum avec des
rayons UV suivi de N-méthyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) a été utilisé pour améliorer
la production de carboxyméthyl cellulase (CMCase) (Kuhad et al., 1994). La production des
protéines extracellulaires et les activités cellulase correspondantes chez A. terreus D34 ont été
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significativement améliorées aprés des traitements combinés des UV et de mutagenése
chimique (Kumar et al., 2015).

Les résultats ont montré aussi que malgré le changement dans 1’aspect morphologique
de quelques souches mutantes de HM3 suite a I’irradiation par les UV, la capacité¢ de
biodégradation des hydrocarbures pétroliers n’a pas été trop affecté ce que signifie que les
génes codant pour les enzymes impliquant dans les processus de biodégradation chez cette

souche sont résistante aux mutagenes.
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Conclusion & perspectives

La contamination des sols par le pétrole brut et ses dérivés constitue une préoccupation
sérieuse pour la santé humaine et écologique. Les champignons filamenteux telluriques
apparaissent intéressants pour la bioremédiation des hydrocarbures pétroliers du fait de leur
diversité métabolique et de leur adaptation a la vie dans les sols. Ainsi, notre étude porte a la
fois sur des aspects fondamentaux de compréhension du processus de biodégradation des
hydrocarbures pétroliers par ces microorganismes et sur des essais en microcosmes de sol au
laboratoire dans une démarche pour le développement d’un protocole efficace pour la
bioremédiation des sols pollués.

Tout d’abord, les échantillons de sol ont été préparés pour I’isolement des champignons
filamenteux dégradants les hydrocarbures. Deux types d’échantillons ont été utilisés pour
I’isolement ; des sols proviennent de la raffinerie d’Arzew, Algérie, qui sont soumis depuis
plusieurs années a une contamination chronique et élevée en hydrocarbures pétroliers. Le
deuxieme échantillon constitue des sols contaminés artificiellement, au laboratoire, par le

pétrole, le diesel ou I’huile moteur usagée.

Dans un premier temps, une phase d’isolement des champignons filamenteux présents
dans les deux types d’échantillons de sol a permis d’isoler et de purifier 35 isolats fongiques
par deux techniques d’isolement différentes qui permettre d’avoir acces a la fois a des souches
métaboliquement actives et des souches majoritairement sporulentes. La caractérisation
morphologique des isolats fongiques obtenus met en évidence une grande diversité
macroscopique des champignons isolés. Six de ces isolats ont également été identifies
génétiquement par séquencage des séquences ITS de I’ADN ribosomale. Il en ressort ainsi
que les souches identifiées correspondent a des espéces saprotrophes telluriques appartenant a

la division des Ascomycota, avec dominance du genre Aspergillus.

Suite a la premicre étape descriptive de 1’isolement des souches qui constituent la
mycothéque de cette étude, la deuxieme partie du travail se focalise sur 1’étude du potentiel de
ces souches a dégrader le pétrole brut, le diesel et I’huile moteur usagée dans des milieux
minérales liquides. La premiere étape dans 1’étude du potentiel de biodégradation consiste a
des tests préliminaires pour sélectionner les souches fongiques capables d’utiliser les
hydrocarbures pétroliers comme source de carbone et d’énergie. Le test de 1’indicateur rédox

DCPIP et le test utilisant un milieu spécifique pour les champignons adaptés aux
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hydrocarbures (HAF) ont permis de sélectionner 6 souches fongiques qui ont été identifiées
préalablement comme étant Aspergillus terreus (PB2), Penicillium chrysogenum (HM1), A.
ustus (HM3), Purpureocillium lilacinum (HM4), Penicillium glabrum (DSL1) et A. fumigatus
(S2.2).

Ensuite, des études quantitatives pour estimer les taux de dégradation des trois huiles
pétroliéres par les souches sélectionnées ont été conduites en milieu minéral liquide pendant
40 jours d’incubation. Le pourcentage de dégradation des hydrocarbures pétroliers totaux
(TPH) a été calculé par la méthode gravimétrique, la quantité de biomasse accumulée dans les
milieux de cultures suite a la dégradation des hydrocarbures a été mesurée et la cinétique de
biodégradation de chaque huile pétroliere durant la période d’incubation a également été
étudiée. Les résultats obtenus ont montré que les souches fongiques sélectionnées ont des
capacités différentes de dégradation des hydrocarbures. Le pétrole brut a été le plus dégradé
par les souches fongiques, suivie par le diesel. Le meilleur pourcentage de dégradation de
pétrole a été 55.98% chez la souche DSL1 suivi par un taux de 54.11% enregistré chez PB2.
Les meilleurs taux de dégradation de diesel ont été également observés chez les deux souches
PB2 et DSL1 en éliminant, respectivement, 54.61% et 48.56% des hydrocarbures. La
dégradation de I’huile usagée a été plus faible ou le meilleur taux de dégradation était 23.38%

obtenus par la souche PB2.

Les condition de cultures optimaux pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers
ont été recherchés en évaluant les pourcentages de degradation de chaque huile pétroliére en
milieu liquide a des intervalles de pH de 5, 6, 7, 8 et 9 et a des températures d’incubation de
20, 25, 30, 35 et 40°C. La température optimale pour la biodégradation ainsi que le meilleur
pH initial du milieu de culture dépendent des souches fongiques et de I’huile pétroliére
dégradée. Geénéralement, les souches testés preferent des pH neutres a basiques et des
conditions mésophiles a des températures d’incubations de 25 a 35°C. Néanmoins, certaines
souches ont montré une dégradation importante des hydrocarbures a des températures élevées
(40°C) et a des pH plus basique (pH8 et pH9) ainsi que des pH plus acides (pH5).

L’étape suivante concerne 1’application des souches fongiques sélectionnées dans un
processus de dépollution des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers. Des
microcosmes de 300 g de sols stérilisés et contaminés artificiellement par le pétrole, le diesel
ou I’huile usagée ont été préparés puis inoculés par les isolats fongiques individuels ou par un

consortium de trois souches fongiques. La biodégradation a été évaluée par le dosage des TPH
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résiduels apres 90 jours d’incubation. Il en ressort que I’inoculation des sols pollués par les
souches fongiques a amélioré la biodégradation des hydrocarbures pétroliers par rapport aux
témoins. Le consortium a eté le plus efficace dans la décontamination des sols pollués par
rapport aux champignons inoculés individuellement en éliminant 78%, 53% et 71 % de la
quantité initiale des TPH présente dans les sols pollués par le pétrole, diesel et ’huile usagée,
respectivement. Les essais de biodégradation en échantillons de sol et 1’étude de I’effet de
I’introduction de nos souches fongiques sur 1’élimination des polluants pétroliers représentent
ainsi une premicre étape dans le développement d’un protocole de bioremédiation a grande

échelle.

Enfin, une approche génétique appliquant la mutagénese a été effectuée afin d’améliorer
le pouvoir de dégradation des hydrocarbures pétroliers chez deux souches fongiques
sélectionnées. La mutagénese a été appliquée par des rayons Ultra-violets dans le but d’avoir
des mutations aux niveaux des genes impliqués dans la biodégradation. Certaines souches
mutantes obtenues ont montré une amélioration dans la dégradation des hydrocarbures

pétroliers alors qu'une diminution de ce pouvoir a été notée chez les autres.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail de thése doctorale fournit un
apercu sur la capacité des champignons filamenteux telluriques a s’adapter a des
environnements pollués par des hydrocarbures pétroliers. Les études en milieu liquide et en
microcosmes de sol confirment le potentiel de nos souches fongiques pour la tolérance et la

biodégradation des hydrocarbures.

Des études complémentaires sont en effet requises a la compréhension des mécanismes
impliqués dans le processus de décontamination afin d’élaborer des protocoles effectives pour

la bioremédiation fongique des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers :

- Etudier la relation entre le métabolisme fongique et la biodegradation des
hydrocarbures pétroliers : étude des enzymes impliqués dans la dégradation des
hydrocarbures.

- Evaluer la capacité des souches fongiques a produire des biosurfactants (des
tensioactifs de faibles masses molaires qui réduisent les tensions de surface aux
interfaces eau/air ou eau/huile, ils ont un grand pouvoir dans la remobilisation des

hydrocarbures et I’accélération de leur biodégradation), ainsi que leur caractérisation.
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Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) constituent la partie la plus
toxique des huiles pétroliéres vue leur pouvoir mutagéne et cancérogene tres éleve, il
serait donc intéressant de tester la capacité de désorption et de dégradation de ces
molécules par nos souches fongiques ainsi que 1’étude des mécanismes impliquées
dans leur biodégradation.

L’identification des genes fonctionnels responsables de la dégradation des
hydrocarbures petroliers chez les souches fongiques sélectionnées pourraient
permettre de mieux comprendre les voies de dégradation des hydrocarbures chez les
champignons filamenteux.

Les essais de mycoremédiation décrits au sein de cette these représentent un premier
pas dans le développement d’un protocole de bioremédiation a grande échelle,
d’autres études complémentaires sont nécessaires : inoculation des souches fongiques
dans des sols non stérile au sein des microflores endogenes (bioaugmentation),
bioremédiation des échantillons de sols proviennent des sites naturellement
contaminés aux hydrocarbures, tester la concentration minimale des spores fongiques
nécessaires pour I’inoculation des sols contaminés, optimiser 1’aération des sols durant

la période de bioremédiation...etc.
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Annexe
Annexe n°1 : Composition des milieux de culture

Potato Dextrose Agar (PDA)
Filtrat d’infusion de 200g de pomme de terre

GIUCOSE. .ttt e 20g
AGAT o 20g
Eaudistillée..........coooiiiiiii, 1000 ml
* Autoclavage a 121 °C pendant 20 min.
pH=5.6+0.2

Malt Extract Agar (MEA)
Extraitde Malt...........ooooiiiiiiii 30g
Peptone mycologique. .........ooeiiiiiiiiii i 5¢
A AT 15¢
Eaudistillée..........coooviiiiiii 1000 ml
* Autoclavage a 115 °C pendant 10 min.
pH=5.4+0.2

Czapek Yeast Autolysate agar (CYA, Pitt 1979)

Concenté de Czapek ..........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiians 10 ml
SaCChArOSE ...t 30g
Extraitde levure ... 5¢g
KzHPO4 ............................................................... 1 g
Trace elements stock solution ..................ccooiiiiiniinn... 1 ml
AT e 20g
Eaudistillée .........cooiiiiiiiii i, 1000 ml
* Autoclavage a 121 °C pendant 15 min.
pH=6.2+0.2.

Concenté de Czapek
NaNOS . . 3049
Kl o S5¢g
M SO . . S5¢g
FeSOA. . o 01g
Eaudistillée.........oooiiiiiii e, 100 ml
* Conservation a 4-10 °C

Trace elements stock solution
CUSO . o 05¢g
NSO . 0.1g
Bau distillée. ..o 100 ml

* Conservation a 4-10 °C
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Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Peptone. ... .ooneiii 10g
GIUCOSE. .ttt 20g
N . 1 I5¢
Eaudistillée..........ooiiiiii 1000 ml
pH=6

* Autoclavage a 121 °C pendant 15 min.
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Annexe n°2 : Protocole d’extraction d’ADN fongique

Le kit Qiagen Dneasy mini Plant a été utilisé pour I’extraction de I’ADN génomique a partir

des mycéliums fongiques.

1

O-

10-

11-

Broyer le tissue fongique en poudre fine a I’aide d’un mortier et d’un pilon en
présence d’azote liquide. Transférer la poudre dans un tube de taille appropriée et
laisser ’azote liquide s’évaporer. Ne pas laisser I’échantillon se réchauffer. Continuer
directement a 1’étape 2.

Ajouter 400 ul de tampon AP1 et 4ul de RNase A (100 mg/ ml) a 100 mg maximum
(poids frais) ou 20 mg (poids sec) de broyat de tissu fongique et vortexer
vigoureusement. Aucun agrégat tissulaire ne doit étre visible.

Incuber le mélange 10 min a 65°C. Pendant 1’incubation, mélanger 2-3 fois en
inversant le tube. Cette étape permet de lyser les cellules.

Ajouter au lysat 130 pl de tampon AP2, mélanger puis incuber 5 min sur la glace.
Cette étape permet de précipiter le détergent, les protéines et les polysaccharides.
Certains échantillons peuvent produire des lysats tres visqueux et des précipités en
grande quantité. L’ADN dans 1’étape suivante sera alors fragmenté. Dans ce cas, des
résultats optimaux peuvent é&tre obtenus en éliminant les précipités par une
centrifugation de 5 min a vitesse maximale. Aprés centrifugation, déposer le
surnageant dans la colonne QIAshredder et continuer a I’étape 5.

Déposer le lysat dans la colonne QlAshredder (de couleur lilas) placée dans un tube
collecteur de 2 ml et centrifuger 2 min a vitesse maximale.

Transférer I’effluent obtenu a I’étape 5 dans un nouveau tube, sans entrainer le culot
de deébris cellulaires.

Généralement, le volume de lysat récupéré est de 450 ul. pour certaines especes, la
quantité récupérée est inférieure. Dans ce cas, déterminer le volume pour 1’étape
suivante.

Ajouter 1,5 volume de tampon AP3/E directement au lysat clarifié et mélanger en
pipetant.

Il est important d’ajouter le tampon AP3/E directement au lysat clarifi¢ et de les
mélanger immédiatement.

Déposer 650 ul du mélange obtenu a I’étape 7, y compris les précipités, dans la
colonne DNeasy placée dans un tube collecteur de 2 ml. Centrifuger 1 min a >6000 X
g (=8000 rpm) et jeter 1’effluent.

Réutiliser le tube collecteur a I’étape 9.

Répéter 1’étape 8 avec le reste de 1’échantillon. Jeter I’effluent et le tube collecteur.
Placer la colonne DNeasy dans un nouveau tube collecteur de 2 ml, ajouter 500 ul de
tampon AW et centrifuger 1 min a >6000 x g (=8000 rpm). Jeter 1’effluent et réutiliser
le tube collecteur a I’étape 11.

Ajouter 500 pl de tampon AW dans la colonne DNeasy et centrifuger 2 min a vitesse
maximale afin de sécher la membrane.
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Il est important de bien sécher la membrane de la colonne DNeasy car des résidus
d’éthanol peuvent interférer les réactions en aval. La centrifugation permet d’éviter
toute récupération d’éthanol pendant I’¢élution. Jeter I’effluent et le tube collecteur.

NB : Aprés centrifugation, sortir avec précaution la colonne DNeasy du tube
collecteur afin que la colonne ne touche pas I’effluent et éviter ainsi d’entrainer de
1’éthanol.

12- Transférer la colonne DNeasy dans un tube collecteur de 1,5 ou 2 ml et déposer au

centre de la membrane 100 ul de tampon AE préchauffé a 65 °C. Incuber 5 min a
température ambiante, puis centrifuger 1 min a >6000 x g (=8000 rpm).
NB : L’¢lution avec des volumes de 50 ul (au lieu de 100 pl) augmente la
concentration finale de ’ADN dans I’¢luat de fagon significative, mais réduit
légerement le rendement total. Pour des échantillons contenant plus de 20 ug d’ADN,
un volume d’¢lution de 200 pl (au lieu de 100 pl) améliorera I’efficacité d’élution.

13- Répéter 1’¢lution (étape 12) comme décrit.

Pour la deuxi¢me étape d’¢lution il est possible d’utiliser un nouveau tube afin de ne
pas diluer les premier €luats.

NB : Ne pas éluer avec plus de 200 ul dans un tube de 1,5 ml car la colonne DNeasy
peut entrer en contact avec 1’¢luat.
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Annexe n°3 : La composition en pairs de bases de la séquence consensus du géne codant

la sous unité ribosomale pour les souches fongiques identifiées

»  Lasouche Aspergillus terreus strain PB2.aaa (PB2)

GGTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGAAAAAACAAGTTGCAA
ATAAATGCGTCGGCGGGCGCCGGCCGEGGECCTACGGAGCGGAAGA
CGAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGETGCCGCCGCTGC
CTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGAGCCGGGGGACGAGGGCCCAACA
CACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATG
CCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGA
TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGC
GTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTIT
AACTGATTGCAAAGAATCACACTCAGACTGCAAGCTTTCAGAAC
AGGGTTCATGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGEGGGCGA
GTCGCCCCCCGGCGGCCAGCAACGCTGGCAGGGECCCGCCGAAGCA
ACAAGGTACAATAGTCACGGGTGGGAGGTTGGGCCATAAAGACC
CGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAGGAT

» La souche Penicillium chrysogenum strain HM1.aaa (HM1)

GTCCTACTGATCCGAGGTCAACCTGGATAAAATTTGGGTTGATCG
GCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCAT
ACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGLCTGCCTTTCGGGCCC
GTCCCCCGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCGTGC
TTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATA
CCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAA
TTTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATAT
TTTCACTCAGACTACAATCTTCAGACAGAGTTCGAGGGTGTCTTC
GGCGGGCGLCGEGGECCCGGEGGEGECGETAAGCCCCCCGGCGEGCCAGTT
AAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGTG
GGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCG
CAGGTTCACCCTACGGAAGAGTG
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» Lasouche Aspergillus ustus strain HM3.aaa (HM3)

GATCTACCTGATCCGAGGTCACCTGGTAAAATAGAAGGTTGGAG
ACGCCGGCTGGCGCCCGGCCGGCCCTAATCGAGCGGGTGACAAA
GCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTT
CGGGCCCGTCCCCCGGGGGGGACGACGACCCAACACACAAGCC
GGGCTTGAAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCG
GAATGCCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCA
CTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAGTTCGCTGCGTTCTT
CATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAATAG
GTTTGCTATCAAGCTCAGACAACACTAAAGACAGGAGGTTCGGT
GTGGTCTCCGGCGGCTACCCCCGGGGEGGGCGCACCGCCGAAGC
AACGTTGGTCAGGTATTCACGGGTGGGAGGTTAGGCCTGCCCGG
GGGCAGACCTGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC
GGAAACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAGG

» La souche Purpureocillium lilacinum strain HM4.aaa (HM4)

TCTACCTGATCCGAGGTCACTCTAAGAAAGTTGGGCGTTTTACGG
CGTGACCGCCTCCGCGCTCCGGTGCGAGGTGTGTGCTACTACGCA
GGGGAGGCTGCGGCGGGGTCGCCACTGCATTTCGGGGGCGGCTG
GTGTGCCGTCCCCCAACACCGAGGCCCLCCGGGEGAGEGGCTCGAGGG
TTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGG
CGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATT
CACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTIGTTITTGCTTGTG
CAACTCAGAGAAGAAATTCCGCCCGCTGGGCGTAATGCAAGAGA
GTTTGGGGTCCCTGCGGCGGGCGCCTGGGETCCGGCGCCGEGLGCG
GGGGCAGGCGGCCGGGGCGETTCCCGCCGAGGCAACTGAGGTAAG
GTTCACAGTGGGTTTGGGAGTTGTATAACTCGGTAATGATCCCTCC
GCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTITACTCCAAA
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» Lasouche Penicillium glabrum strain DSL1.aaa (DSL1)

ACCTGATCCGAGGTCACCTGAAAAAAGGATGATTGGTTGTCGGC
TGGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACG
CTCGAGGACCGGACTCGGTGCCGCCGCTGCCTITTCGGACCCGTC
CCCGGGGGGACGGAGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCA
GCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATT
CACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAAC
CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTATTTAGTTTATGCTCA
GACTGCAATCTTCAGACAGAGTITCAATAGTGTCTCCGGTGCGCGC
GGACCCGGGGGCAGAAGCCCCCCGGLCAGEGCLCAETGAGGCAGGAGELCGC
ACCGAAGCAACAAGGTACAATAAACACGGGTGGGAGGTTGGAC
CCAGAGGGCCCTCACTCAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCCT
ACGGAAGCCGTCTGAT

» Lasouche Aspergillus fumigatus strain AS2.aaa (S2.2)

GGGTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTAGAAAAATAAAGTTGG
GGTGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAA
GCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTITT
CGGGCCCGTCCCCGGGGETGAACCGGGGACGGGGGCCCAACACA
CAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCC
CCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATG
ATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCG
TTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTIT
AATTGATTATGGTAATCAAACTCAGACTGCATACTTTCAGAACAG
AGTTCATGTTGGGGTCTTCGGCGGGCGCGGEGCCCGGGGGCACAG
GGCCTCCCCGGCGGCCGTTCGAAAACGGCGGGCCCGCCGAAGC
AACAAGGTACAATAAACACGGGTGGGAAGGTTGGACCCAGAGG
GCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTACCCTAT
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