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Résumeé

La contamination des sols par les hydrocarbures pétroliers constituent un probléme
pr ®occupant pour | 6environnement du fait d
bioaccumulation dans les chaines alimentaires. Parmi les différentes technidépsltigion
des sols, la bioremédiation est une alternative intéressante aux autres procédés grace a son
i mpact environnement al r®dui t et son faibl
capacités des champignons filamenteux a dégrader le pdtraée, di e s e | et | 6|
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 laboratoireslgmihydrocarbures pétroliers et de sols pollués
provenant de | a raffinerie doArzew (Al g®r
morphologiquement puis six isolats, sélectionnés suite a des tests préliminaires pour la
capacit® doéoxlyedse rh yedtr odcéau tbiulriesserp®t r ol i er s ¢
| 6obj et dbébune caract®risation mol ®cul ai re j
Ces isolats ont été identifies commspergillus terreusA. ustus A. fumigatus Penicillium
chrysogaum P. glabrumet 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 tauxaximal de dégradation de diesel étaitt . 6 1 %. Lohuil e
eté la moins dégradée par les souches sélectionnées. La cinétigue de biodégradation des
hydrocarbures pétroliers a été étudiée a des intervalles de 10 jours. La température
d 6i nc ub aHinit@mlroptimaux dow la piodégradation ont été recherchés et les résultats
montrent quodoils varient selon | es souches f

Les essais de mycoremédiation en microcosmes de sols révelent que les souches
fongiques snt 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
vi ol et a ®t ® effectu®e sur deux s toncleses af
résultats indiquent que les mutations ont apporté des capacités plus importantes ou réduites de
dégradation des hydrocarbures pétroliers.

Cette ®tude ouvre ainsi de nouvelles pel

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

Mots clés: bioremédiation, hydrocarbures pétroliers, champignons telluriquegofiol

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 lowTtost 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 Bfgifisolated 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 theillighto 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 identifiedlspergillus terreusA.
ustus A. fumigatusPenicillium chysogenumP. glabrumandPurpureocillium 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 diesdegradation 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 imstigated. 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 degradatpmtrofeum 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 pr
augmenté les activités de production, de raffinage et de distribution de pétrole, ce qui a
entrainé le déversement d'énormes quastithydrocarbures pétroliers dans I'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 rifale sol, ce qui indique que le sol est le principal puits de ces

hydrocarbures dans I'environnement terre@€tgopusamy et al, 2020)

Les déversements accidentels des hydrocarbures peuvent contenir du pétrole brut ou des
produits pétroliers raffinés I que le diesel, le mazout ou les huiles lubrifiantes. Les
composés toxigues dans le pétrole brut consistent en une large gamme d'hydrocarbures, de
composés azotés, oxygénés, soufrés et de métaux lourds, qui peuvent avoir des effets aigus et
chroniques sula flore et la faundYavari et al., 2015) Les produits pétroliers, par leur
nature persistante, affectent la qualité du sol en modifiant ses propriétés physiques,
physiologiques, biochimiques et la diversité microbienne hétérogene intringdopet d.,

2014). En général, la santé humaine et la sécurité des écosystémes sont directement
influencées par I'accumulation de produits pétroliers dans l'environnéhtesgain et al.,
2019).

Devant la toxicité des polluants et la complexité de prise en chaegapmbreuses
technigues de dépollution ont été développées. Ces techniques peuvent utiliser un procédé
physicec hi mi que et/ ou bi ol dmgsitupwhkéenex Sitt ke méthdodese s e
physicachimiques sont le plus souvent colteuses et présieparfois des effets indésirables.
Déautre part, | 6efficacit® et l e faible [
biologiques, basées sur les capacités "épuratrices" de certains organismes dont les
microorganismes, soutiennent leur développdanpeur la prise en charge des sites et sols
pollués(Quentin, 2019)

La bioremédiation est une alternative respectueuse de l'environnement et économique
pour la conversion efficace de composés toxiques et récalcitrants en produits non toxiques en
appliquan des processus biologiques naturels. Cette technique fait intervenir différents types
déborgani smes (bact®ries, champignons, pl ant
déentrainer |l a d®gradation et | ers@sl réantions at i ¢
physiques et chimiques comme une partie de leur métabdlidasbmukhet al.,2016)

1
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La mycoremédiation est une forme de bioremédiation dans laquelle des champignons
sont utilisés pour décontaminer les zones polluées. Les champignonsesoottgenismes
eucaryotes présentant un potentiel important dans le domaine de la biodégradation des
polluants organique¢Ceci et al., 2019) En effet, les champignons présentent plusieurs
avantages physiologiques et métaboliques, ils sécretent unedarge V®t ® doenzy me ¢
de dégrader des substances polymériques divers, et ils ne se lient pas uniquement, dans leur
mode de nutrition, aux mati r Harmetay,20di)qu e s
Par ailleurs, les champignons présenterd adaptation physiologique distincte pendant la
croissance par leur thalle filamenteux (hyphes), un mode végétatif qui permet la translocation
interne des nutriments sur des matériaux solides tels que les particules de sol et le bois sans
avoir besoin d'ua phase liquiddPrenafetaBoldu et al, 2018) Il constitue un immense
réseau cellulaire interconnecté en trois dimensions qui explore le sol et qui peut atteindre des
tailles impressionnantg®Quentin, 2019) De plus, de nombreux champignons tolérent une
disponibilité limitée en eau et en nutriments. Ces caractéristiques font des champignons des
organi smes capables de sdéadapter et ddoexpl o

De nombreuses études ont été concentrées sur la capacité des souches fongiques
telluriquesa dégrader les hydrocarbures pétroligtasaini et al., 2008; Zafra et al., 2014;
Maddela et al., 2015) Ces souches sont en effet plus adaptées aux conditions
environnementales du sak qui les rend théoriguement plus & méme de subir la compétition
des autres organismes présertis. particulier les souches saprotrophes qui décomposent la
matiere organique contenant des molécules complexes telles que la lignine et ont donc un
potentiel d'utilisation dans le processus de bioremédigdkageulle, 2013. Lisolement 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 culturé&odoy et al.,2016)

La bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures peut étre achevée par deux
stratégies la stimulation des microrganismes indigenes en optimisant les nutriments, la
température, le pH et les conditions d'alimentation en oxygene (biostimulation), ou en
ajoutant un consortium microbien enrichi a la population microbienne existante
(bioaugmentation). Une exigence importante est la présence deargamismes dotés des
capacités meétaboliques appropriées. Si ces roiganismes sont présents, des taux optimau

de croissance et de biodégradation des hydrocarbures peuvent étre maintenus en s'assuran
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gue des concentrations adéquates de nutriments et d'oxygene sont présentes et que le pH et |

température sont convenab(&as et Chandran, 2011)

Il est ainsiin®r essant ddéi soler des champignons |
pour leurs potentialités de résistance aux toxicités des polluants, et de biodégradation des

hydrocarbures pétroliers.

Les objectifs de ce tr avaetlde tester déeshisolate s o
fongiques d'origine tellurique vi&vis la biodégradation de trois hydrocarbures pétroliers :
p®t r ol e br utmotedrusagdeedans & but de detrr utilisat®n dans la remédiation

des sols contaminés par ces pollugdsoliers.

Pour remplir ces objectifs, plusieurs volets ont été développés. Le premier décrit
| 6i sol ement et | 6identification morphol ogi
aux hydrocarbures pétroliers. Ensuite, des tests préliminaires éneffgctués, pour
s®l ectionner | es isolats fongi qumeurudadéer adar

Par la suitedes isolatsélectionnésnt subi une identification moléculaire.

Le deuxi me volet concer nedelbidd@gradatien depu a n t
hydrocar bures p®t roliers, en mi | i eux mi n G

gravimétrique est appliquée dans cette étape.

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

le pouvoirde 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 @&antillons de sols artificiellement contaminés au pétrole, diesel ou

| 6 h usagkee

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

aléatoires par les raps ultraviolets (Mutagénese).
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Chapitre | Les hydrocarbures pétroliers

Chapitre | : Les hydrocarbures pétroliers

Les hydrocarbures pétroliers sont parmi les contaminants les plus courants dans
I'environnement. lls comprennent uneglrfamille de plusieurs composés d'hydrocarbures
qui proviennent a l'origine du pétrole brut utilisé pour fabriquer des produits pétroliers. Le
rejet dhydrocarbures dans I'environnement, accidentellement ou suite a des activités
humaines, est la principatause de pollution des sols, de l'eau et d¢Bandi et al.,2000)

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

terme ou des déversements acciderii@ppusamy et al.,2020)

.1  Définitions
[.1.1 Hydrocarbure
Un hydrocarbure est tout compos® cméemi qu
(C) et hydrogéne (H). lls contiennent tous une chaine carbonée et ont des atomes H attachés a

la chaine. La plupart des hydrocarbures sont combus(Kilggpusamy et al.,2020)

[.1.2 Pétrole brut

Le p®trole brut est un pr o mélahge complexe e |
d'hydrocarbures et d'autres 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 prodtilisables tels que l'essence,
le diesel et diverses autres formes de produits pétrochimiques. Il est hautement inflammable et

génere de I'énergi@®umar et al, 2011)

I.1.3 Hydrocarbures pétroliers
Les hydrocarbures pétroliers sont des constituants du@émose composent presque
entierement des éléments de C et H. Ce ne sont pas des entités distinctes mais représentent
plutbt une continuation sur une large gamme par le poids moléculaire des hydrocarbures
individuels. L'essence, le diesel et les prodliés contiennent des centaines et parfois des

milliers dohydr oc arnKuppusaenyetpl@020)o!l i er s di ff ®r e

I.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 pusieurs 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 réferent a la concentragi@eotal
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) Geénéralement, le dosage des TPH fournissent un moyeunateifier
l'ampleur (en termes relatifs) de la contamination pétroliere qui reste dans l'environnement,
c'esta-dire de déterminer si la contamination pétroliére est présente dans l'environnement qui

pourrait poser un risque de contact difgaippusamy et al.,2020)

[.2  Origine

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

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

Les roches meéres qui produisent des hydrocarbures sont riches en certains types de
matiéres organiques. Les changements chimiques apré&srbenént 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 millionsadhées. Des mifpores 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 perméabilité qui forment des pieges. Les progrés technologiques ont
réguliecremen am®l i or ® | a capacit® de trouver et
convertir en carburants, lubrifiants et autres produits de consommation(Atiesadeh et
Dasgupta, 2013)

[.3 Composition chimique

Les hydrocarbures pétroliers sont constituéaaabreux composés organiques naturels
a faible solubilité dans l'ea{Speight et Arjoon, 2012) lls contiennent principalement des
mol ®cul es compos®es doéoatomes de carbone et
classes les alcanes non cycligs (ou paraffines), les cycloalcalnes (ou naphténes), les

alcénes (ou oléfines) et les hydrocarbures aromatigiggpusamy et al.,2020)
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Selon la structure chimique générale de leur constituant chimique, les hydrocarbures
sont divisés en deux catégor@incipales, les aliphajues et les aromatiquésgure 1). Les
aliphatiques contiennent des chaines d'atomes de carbone liées ensemble, tandis que les

aromatiques contiennent un ou plusieurs cycles benzéniques liés en@éanbiigops, 2006)

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

Cycloalcanes (naphténes) )

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

Alcenes (oléfines)

(chaine linéaireune 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

\

Figure 1. Principaux hydrocarbures pétroligisuppusamy et al.,2020)

.4  Composition pétroliére

Le pétrole brut est parmi les mélanges les plus complexes des composés organiques qui
existent sur la terre. Les progres récents de la spectierdétmasse a ultfzaute résolution
ont permis d'identifier plus de 17 000 composants chimiques distincts, et le terme
« pétroléomique> a €été inventé pour exprimer cette complexité nouvellement découverte
(Headet al,, 2006)

La composition chimique etphysique (fractionnelle)du pétrole peut varier
consi d®r abl ement selon | 6empl acement et | ¢
profondeur de chaque puits. En effet, deux puits adjacents peuvent produire du pétrole aux
caractéristiques nettementféifenteqSpeight, 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 asphaltenétead et al, 2006) Déautres <con
mineurs sont également présents dans les hydrocarbures pétroliers, comme des métaux et les

compos®s polaires qui contientigue®). de | 6azot
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Alcanes
n-alcanes et alcanes ramifiés

ANAAAAA

YA AYAYAAAY
©© @ Hexadécane Pristane
PAVAVAV AV VL VLV VY
@ Benzene Octadécane

10 - 40%

Hydrocarbures aromatiques
(monoaromatiques et HAP)

Phénanthréne Cycloalcanes

CH, 10-30%
@ 30 - 40% O
O O/ Toluéne /

Cyclohexane

O

Cyclopentane

Naphtaléne 5.20°

Métaux Composés
Porphyrines oxygcnes
Composés Composés
Asphalténes azotés soufrés

Figure 2.Reprée nt at i on sch®mati que des ptrautresci pal e
compos ®s dSyakin2004Rpt r ol e

Les proportions des éléments (carbone, hydrogéne, azote, oxygéne, soufre et métaux)
dans le pétrole (quelle que soit la source) varient dansmdigsdiassez étroit€tableau 1)
Tableau 1.Composition élémentaire du pétrole bf8peight, 2014)

Eléments Pourcentage (%)
Carbone 83.0-87.0
Hydrogene 10.0-14.0
Azote 0.1-2.0
Oxygene 0.05-1.5
Soufre 0.05-6.0
Métaux (Ni et V) <1000 ppm

I.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. lls sont beaucoup plus légers
gue les autres hydrocarbumtsen général, ils représentent entre 30 et 50% des hydrocarbures
t ot aux do u(den@at®20i8pRarni ldsquelles, on distingue
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[.4.1.1 Les alcanes linéaires
Les alcanes linéaires-aicanes, GHzns2), 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 t ot (Hantat,2088un brut p®trolier)

[.4.1.2 Les alcanes ramifiés
Les alcanes ramifiés les plus abondants soniskealcanes(groupement méthyle en
postion 2). Les autres composés ramifadgéisealcaneggroupement méthyle en position 3)
ou polyramifiés tels que lesoprénoidegexemple: pristane (C19H40), phytane (C20H42))
qui sont beaucoup moins nombreux. Ces composés se trouvent dans le pétralalds

proportions sensiblement égales a celles dd@sanegSoltani, 2004)

1.4.1.3 Les cycloalcanes

Les cycloalcanes sont également connus sous le nom de naphtenes, ils sont similaires
aux alcanes linéaires et ramifiés, sauf que le squelette carboné eerdesmatomes de
carbone disposés en cercle (cing, six ou sept atomes de carbones). Ces composés sont parfois
appelés cycloparaffines et ont une formule empirique e Kostecki et al, 2005) Cette
famille peut représenter entre 30 et 50 % des hydootar e s t ot aux doéun
Quel ques d®ri v®s polycycliques sont aussi f
| es terpanes sont caract®ristiques doun [
relativement insolubles dans l'eau. Degemples sont le cyclohexane et le méthyl

cyclohexangSpeight et Arjoon, 2012)

1.4.2 Les hydrocarbures aromatiques
De formule générale {Elzns, ils sont caract®ri s®s par
benzénique a six atomes de carbone, avec des liaisorie sihgoubles alterné€gan Epps,
2006) En général, les hydrocarbures aromatiques sont moins abondants que les alcanes, et ne
repr ®sentent que 10 ° 30% des (Soltard, 2GD4) Besb ur e
hydrocarbures aromatiques sont répars en deux familles doéhyd
hydrocarbures aromatiques monocycligues (HAM) et les hydrocarbures aromatiques

polycycliques (HAP).

[.4.2.1 Les hydrocarbures aromatiques monocycliqgues (HAM)
Les HAM sont constit u®sesdnddesmmokailed ubiquistgsa u
dans | 6environnement, tels que | e® mBpF EX (
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Xylénes)(figure 3). lIsse trouvens ur t out d atdes catbdrants des avions et sont

largement répandus dans les syntheses indiless (Paralovo et al, 2016)

CH3
@ ©/\ CH3

Benzéne Toluéne Ethylbenzéne

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

O-Xyléne m-Xyléne p-Xyléne

Figure 3. Structures chimiques des BTEMentati, 2018)

1.4.2.2 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

Les HAP sont des composés organiques neutres apolaires, constitués de noyaux
benzéniquesdeux ou plus) fusionnés par des arrangements linéaires (anthracéne), angulaires
(phénanthréne) ou groupé (pyréne}e pl us simpl e dbébentre eux e
2 cycles et le plus complexe est le coronene (7 cyclissiifferent par leurs ppriétés
physicachimiques: les HAP de faible poids moléculaire sont plus volatils, plus solubles dans
I'eau et moins lipophiles que les HAP de fort poids molécu(Biidaud, 1998) Par exemple,
le naphtalene et les composés de faibles masses molécutdines plus solubles et plus
volatiles, sont peu persistants et donc peu bioaccumulables. En revanche, les composés de
masses moléculaires élevées sont tres persistants et par conséquent bioaccumulables.

Les HAP sont hydrophobes, les composés plus gnaismsoins 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 élément préoccupant pour lesybest 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,
mutagenes et, dans certaias ccancérigeng®enget al.,2008)

Sur la base de leur abondance et de leur toxicité, 16 HAP ont été inclus dans la liste des
poll uants ©prioritair ePsotedicn Adericy (UEPA) (igarg 4)r on n e
(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 l'environnement des-Ehais (USEPA) (Jeanneau, 2007)
1.4.3 Les composeés polaires nehydrocarbonés
Les pétroles brutsomtiennent des quantités appréciables de constituants organiques non
hydrocarbonés, principalement des composés contenant du soufre, de I'azote et de I'oxygéne
et, en plus petites quantités, des composés organométalliques en solution et des sels

inorganigues en suspension colloiddé&peight, 2014)

I.4.4 Les asphaltenes

Les asphalténes correspondent a une classe de composés de hautes masses moléculaires
insolubles dans un solvant paraffinique comma-fgentane ou l&-heptane, et sont solubles
dans les solvamtaromatiques tels que le toluéne ou le benzéne. La structure de ces composés
est mal connue du fait que les asphalténes contiennent entre 105 et 106 molécules de
di ff®rentes f or mes et taill es, et gqgue, p ¢
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 différent€eharanivasan, 2012) Ce sont des hydrocarbures
10
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aromatiques polynucléaires qui contiennent, en plus des chalaksines, des alcanes
cycliqgues et des h®t ®roatomes, tels que |e
comme le nickel et le Vanadium et le féigure 5a). lls représententa fraction des
hydrocarbures | a plus stable et jouent un r
hydrocarburegMcLean et Kilpatrick, 1997).

La présence d'asphaltene entraine une augmentation marquée de la viscosité du pétrole
brut, ce quirend son transport et son traitement difficiles. En raison de leur haute résistance
au craqua@, les molécules d'asphalténes sont généralement tenues responsables de la
diminution du rendement des distillats de pét(den et Chilingarian, 2000)

.45 Lesrésnes

Les résines sont les composés polaires les plus petits et constituent un groupe
hétérogéne de composés aromatiques qui comprend les acides naphténiques, les cétones, les
guinones et les phénalgure 5b). lls sont caractérisés par leur polarité ékvqui les rend
solubles dans | 6eau, ce qui est 7 | &eisi gin
des organismes en cas de d®ver sé¢Mabyeetalddhyd
2009) Par ailleurs, les résines peuvent égalenentnt eni r des produits
des hydrocarbures pétroliers, comme des composés polycycliques oxydés dont les
concentrations sont souvent plus importantes dans des hydrocarbures altérés que dans des
hydrocarbures fraiEhrhardt et Douabul, 1989).

1.4.6 Composés soufrés
Le soufre est principalement retrouvé dans les hydrocarbures pétroliers sous forme de
composeés organiques soufrés. Les composés soufrés forment le groupe le plus grand des
composéshchydr ocar bon®s doun b roufie dupp@ttole brut ipeutr . L
varier de 0,04% (p/p) pour le pétrole brut Iéger a environ 5,0% pour le pétrole brut lourd et le
sable bitumineux. lls sont généralement associés aux résines et aux aspligjiergy,
2014)

1.4.7 Composés oxygénés

La teneur totalen oxygene du pétrole brut est généralement inférieure gspeétght,
2014) Les composés oxygénés présentent des structures chimiques plus complexes que les
compos®s soufr ®s. Un grand nombre de <ces
principalemen des acides napht ®ni ques, une famil]

acycliques ou cycliqug$igure 5c) (Grewer et al.,2010)
11
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Figure 5. Exemples de la structure moléculaire des : a) asphalténes, b) résines ei<) acid
naphténiqueéLangevin 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. Lesomposés azotés organiques se retrouvent dans les pétroles bruts sous une
forme simple hétérocyclique, comme la pyridingHEN) et le pyrrole (GHsN), ou dans une
structure plus complexe comme les porphyrii&seight, 2014)

1.4.9 Les métaux

Les métaux sontrp® s ent s dans | es p®troles bruts
dans le pétrole proviennent de processus geéochimiques impliqués dans la génération, la
migration (vers le réservoir) et la maturation du pétidiejeha, 2016) Le nickel et le
vanadiumsont les métaux traces les plus abondants dans le pétrole brut mais le fer, le cuivre
et | dur ani um s o (Bertra@dgeaMile, 1989).t d®t ect ®s

I.5 Le raffinage du pétrole brut
Le pétrole brut produit, aprés le traitement sur le terrain et les opérdgonarface

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 dengaffineries modernes. Les processus de
raffinage peuvent généralement étre divisés en trois opérations principales: (1) séparation, (2)
conversion et (3) finitiorfRiazi, 2005):

a. La séparation: est un processus physiqgue ou les composés sont séparés 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 d'ébullition. Les hydrocarbures dans unémaltep

ont des points d'ébullition allant d&60 °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 e
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 réactiomsla pl
importante dans les raffineries modernes est le craguage 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 l'isomérisation ou l'alkylation sont utilisées pour produire
de I'essence a indice d'octane élevé.

c. Lafinition : est la purification de divers flux de produits par des procédés tels que la
désulfuration ou le traitement acideesd fractions pétroliéres pour éliminer les

impuretés du produit ou le stabiliser.

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

pétroliers énergétiques (carburaatsmbustibles) et les protisinon énergétiques.

[.6.1 Les produits énergétiques (carburantscombustibles)

Les carburants sont des composés chimiques, liquides ou gazeux, dont la combustion en

pr®sence doair per met |l e fonctionnement de
reserveax produits wutilis®s pour |l a productior
four s, | e s (Waeqguidr, r1294) d es @rntipaux produits pétroliers énergétiques

sont:

a. Gaz de pétrole liquéfié (GPL)
Le GPL est essentiellement un mélange dpg@ne 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 premiere de vapocraquage (25%) et comme carburant

pour les moteurs a allumage coemmdé (10%).

13
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b. Essence

L'essence est lI'un des produits les plus importants d'une raffinerie. Il contient des
hydrocarbures de {4 G. Il est utilisé comme carburant pour les voitures. Ses principales
caractéristiques sont l'antidétonant (indice d'octdaejolatilité, la stabilité et la densité. La
principale évolution de la production d'essence a été l'utilisation d'essence sans plomb dans le
monde et l'utilisation d'essence reformulée (RFG) aux fhais. Le RFG a moins de butane,
moins d'aromatiquest plus d'oxygnes. La teneur en soufre de I'essence ne doit pas dépasser
0,03% en poid¢Riazi, 2005)

c. Kérosene

La composition chimique du kérosene est complexe et elle dépend de sa source. Il est
généralement composé dhydrocarbures enCg, dont 55,2 de paraffines, 40,9% de
naphtalénes et 3,9% d'hydrocarbures aromatiques. Comparé a l'essence, le kéroséne est moin:
volatil avec un point d'éclair plus élevé (38 °C) et donc un carburant relativement plus sdr a
stocker et a manipuler. Il est utilisé pallumer les chauffages domestiques, des lampes ou
des fournaises et également utilisé comme composant de carburant pour les moteurs diesel et
| es moteurs des tracteur s, |l es r®acteurs
graisses et les ingggides. Il est utilisé comme l'un des combustibles de cuisson courants
(Dioha et al.,2012)

d. Diesel (gasoail)

Le diesel est obtenu -~ partir de | a di s
général, un mélange d'hydrocarbures enaCCyg avec degoints d'ébullition compris entre
150 et 380 °C et est moins volatil et plus lourd avec une densité d'énergie plus élevée que les
essencegSong et al., 2000) La composition type des hydrocarbures du diesel (volume)
comprend 64% d'hydrocarbures aliphaég, 1 a 2% d'hydrocarbures oléfiniques et 35%
d'hydrocarbures aromatique@uppusamy et al.,, 2020) Ce carburant est destiné a
| 6al i mentation des moteurs di esel ®qui pan
utilitaires, depuis la camionnette léggreu squ éau poids | ourd. D6 a
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 lourdMWauquier, 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 viscosi# teneur en soufre (corrosion), la stabilité (pas de séparation

par décantation), la résistance au froid et le point d'éclair pour la séRiaizé 2005)

[.6.2 Les produits non énergétiques
a. Les solvants hydrocarbonés

Les solvants hydrocarbonés sont despesupétrolieres relativement Iégeres, qui se
situent dans la gamme des hydrocarbures dea QG4 et dont les applications sont
nombreuses dans | 0industrie comme dans | 6a
par | eur rapidir®edg@dapser astoindn,cl s s®S en
t emp®r at ur eWaugLier®ll®34) Uniexempberdes solvants, les wksgarits dont
l e point d'"®bullition s6®tend entre 135 et
(Riazi, 2005)

b. Les naphtas
Les naphtas constituent une catégorie particuliere de solvants hydrocarbonés, dont les
caract®ristigues do®bul | it isopni rcaadrsr.e slplongdéead
produits de base pour la pétrochimie. lls servent en pagticulalimenter les vapocraqueurs.
Les naphtas sont donc des interm®diaires
consommateur fingWauquier, 1994)

c. Les huiles lubrifiantes

Les huiles lubrifiantes sont | ®nmnotbiase®ds
sont ajoutés des additifs qui conferent au lubrifiant les propriétés spécifiques requises pour
une application donn®e. Les bases pour I
pétroliere) ou synthétiques. L'une des caractéristitpgeplus importantes des lubrifiants est
|l eur viscosit® et | d6indice de viscosit® (va

Habituellement, les aromatiques sont éliminés des lubrifiants pour améliorer leur indice
de viscosité. Les lubrifis ont une structure similaire aux composés isoparaffiniques. Les
additifs utilisés pour les lubrifiants sont les additifs améliorant I'indice de viscosité tels que les
polyacrylates et les polymeres d'oléfindes additifs antusures (esters phosphonigs,
produits soufrés ou chlorés), les antioxydants (amines aromatiques alkylées), les inhibiteurs
de corrosion (aci des gr as, p h o smobsses e s
(polydiméthylsiloxanes, acrylates). Les graisses lubrifiantes sont une autre desse
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lubrifiants sous forme senrsolide. Les propriétés des lubrifiants a connaitre sont l'indice de
viscosité, le point d'aniline (indication du contenu aromatique), la volatilité et les résidus de
carbongWauquier, 1994; Riazi, 20095.

d Léasphalte
L'asphdte 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 éleve, tels que les asphalténes et ne peuvent pasiléise di
méme dans des conditions de vide trés élevé. Dans certains pays, l'asphalte est appelé
6bi tumed, bien que certains sugg rent qu'i/
le bitume appartiennent a une catégorie de produits appdiaats hydrocarbonés.
Lébasphalte est utilis® en voirie, en part.i

trottoirs (Riazi, 2005)

I.7  Propriétés physiques du pétrole et des produits pétroliers

Les propriétés physiques des variétés presque #anitde 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, lsitieria gravité spécifique (densité par
rapport a l'eau), le point d'éclair, le point d'écoulement et la tension interféi€intgas,

2015) Certaines propriétés typiques des huiles sont décrites au suivant

I.7.1 Densité (specific gravity)

La densité des hydcarbures correspond a la masse par unité de volume. Cette propriété

est utilis®e par | d6industrie p®troli re pou
aussi I mportante pour i ndiquer la flottab
d®ver sement . LO®c hel | eAmdriecan Peataesin mstitutéhRl)lest mi g u -

couramment utilisée pour décrire la densité des hydrocarbures pétroliers, qui est alors
exprimée en degré API. La densité des bruts se situent généralement e(ie0&PI) et
1,000 (<10 API), bien qudi l exi ste des bru
intervalle (Wauquier, 1994) Généralement, on class les pétroles bruts en fonction de la

densité API en 4 catégorieemme illustré dans l@bleau2:
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Tableau 2.Catégories des pétroles br(fEshim et al.,2009)

Type de pétrole brut Densité API
bruts légers API| > 38
bruts moyens 29 < AP1< 38
bruts lourds 8.5 <API <29
bruts extra lourds APl <85

Notons que ces boraearient selon les pays.

.72 Point do6é®coul ement (pour point)

Le point d'écoulement 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 temgroids. Il indique également la nature aromatique ou paraffinique du
pétrole brut ou de la fraction. Un point d'écoulement 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)

[.7.3 Viscosité

La viscosité est une autre propriété utile dans la production, le raffinage et le transport
du pétrole(Riazi, 2005) Laviso si t ® peut °tre d®finie ¢co0omme
déun 1 iquide. La me s ur erutsdéedifféremtesviémpératuestt ® d
importante pour le calcul des pertes de charge dans les pipelines, les tuyauteries et les
conduites de raifierie (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
fai bl e, plus | a viscosit® est ®| ev®e. Enfir
do®mul si fi cat i o(Ringake2016)he wiscosité ast nhesurée & 37,8 °C (100
°F) par ASTM D445 et par ASTM D446 a 99 °C (210 (Fhim et al.,2009)

.74 Point doé®clair (flash point)

Le point d'éclair d'un hydrocarbure liquide est la température la plus basse a laquelle
suffisamment de vapeurs sont émisdassus du liquide de telle sorte qu'une inflammation
spontanée se produira en cas d'étincélEagit d'une spécification importante pour lI'essence
et le naphta liee 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
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carburanta point d'éclair bas présente un risque d'incendie plus élevé. L'un des tests standard
est ASTM D1711, D09 et D169%ahim et al.,2009)

|1.7.5 Latension interfaciale

La tension interfaciale correspond ° | a
| diemr f ace entre | es hydrocarbures et | 6eau.
Viscosit® pour ®valuer la rapidit® de | a

tension interfaciale est faible, plus les hydrocarbures se répandrontefanie n t sur |
(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
660Organization of the Petroleum Exporting C
constitue la olonne vertébrale de I'économie algérienne, avec des réserves de 12,2 milliards
de barils de p®trole et 4,5 billiof%lude m~
grandes réserves de pétrole et Ie%‘“i(plus grande réserve de gaz naturel auchao et elle
représente le%g® plus grand exportateur de gdlmi, 2019). LOAI g®ri e occup:
rang parmi les pays producteurs de pétrole en Afrique, ef® g dans le mondgttar
et Hammat, 2009)

Les réserves conventionnelles d'hyahrbures 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 I
bassin d'lllizi, 57 dans les bassins du Sahara central, 34 dans les bassins GRiubamts
Nouss et 31 dans leaBsin d'Oued MaygAbada 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
25,565millions tonnes/arfMinist r e de | 6®nergi e et des mine

Le pétrole algériem st tr s appr®ci ® dans | e monde,
densité est entre 43 et 47° API), a moindre teneur en soufre (0,1%). Il est de ce fait appréciée

des raffineurs. La variété du balgérien est appelé&ahara Blend

.81 Aper-u sur | a raffinerie dOoOArzew
La raffinerie dOArzew est consi d®r ®e par

dans | e noré”ETraJIf(‘)fAifrrérqiuea,dLB pays ap-Messaoud.el | e
Elle estsi t u®e dans | a zone i ndustrielle sur [
doAr zew et environ 40 km de | a ville doéoOr a
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lui permettant les enlévements par bateau des produits finis effissmiGuermouche,
2014)

La raffinerie est alimentée directement par du pétrole brut de la zone de stockage de
HaoudEIl-Hamra (Hassi Messaoud) par un pipeline. Elle a la capacité de &&ifemnillions
tonnes/arde pétrole brut. La raffinerie est congue pour lddgraent de pétrole brut de Hassi
Messaoud, satisfaction des besoins de consommation du marché national en carburant,
l ubri fiants et bitumes, et | 0 ekemdemejfuelagas on ¢
oil et huile, GPL (Gaz de Pétrole Liquéfié@ssences, lubrifiants et bitum@enchouk,

2017)

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

a. Les utilités: Deux unités d'utilités produisent et assurent igtrithution, pour les
besoins de fonctionnemedes différentes installationgau distillée, électricité, air
service et instrument, eau de refroidissement traitée, fuel gaz et vapeur. Ces unités ne
recoivent pas de matiére premiere, elles ne produisestles besoins des autres
unités.

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 unité sont: gaz de pétrole liquéfié, naphtadiomaphta léger, kéroséne, gas

oil et le brut réduit, qui constitue la charge des unités de distillationvebes

pour la production des huiles de base.

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

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

c. Les bitumes

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

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

est obtenu par oxydation poussée avec de l'air.

d. Les lubrifiants : La raffinerie d'Arzew dispose de:

= Maphta Isger §_g ., PROPANE
—1 24 : ] e
EE ga | a.: BUTAN
Eﬁ 55 == E
w * Be * NAPHTA
= %g = E55. NORMALE
5__;5 = | MELSHGE
i: E g Naphta lourd . ESSEMNCES EEE. SUPER
; ng 0. LOURD =
& ! MELANGE |, GasOl
I » FUEL BTS
Hulks ds bacs EXFORT
HUILES
— & FIMNIES
5 | l — GRAISSES
= Z H B PARAFFINES
E - %E Eé FUEL HTS
;ﬂ; Eﬁ %D EITUME GXYDE
=
= 5 mouTes
Figure 6. Schéma général de lafrd i n e r i @oudjiBoAlir 20GL)w
1.8.2 Les problémes liés aux hydrocarbures en Algérie
Au cours de diff®rentes activit®s
| 6utilisation de ces produits fi
contamination de | 6environnement par
21% des accidents enregistr®es dans

o

——

deux unités de production et de conditionnement des graisses.

conséquences environnementglésettouh et Hamzi, 2014)

De plus,l a

pol l uti on

par

es

sous vide constitue la charge de cette unité ou blown steckitume oxydé

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

de 48 000 TM e120 000 TM.
deux unités de fabrication, de laége et de conditionnement des huiles finies.

une unité de traitement et de deux unités de moulage de la paraffine
(Benchouk, 2017)

i ®e s

ni 8 unedes

pl usi

6i ndu

hydrocarbures e

chercheurs, parmi lesquelles on cite les travaukallei et al.(2009)et Ghouaset al.(2010)

qui adaptent des techniques physicbh i mi qu e s

pour

0 ® tles affluants t |

on

industriels.Ladji (2010) a étudié la composition organique du sable du Sahara pollué par les
di f f ®GMessaoude HasBalhgh, lcaghsuatd 6 A |

hydrocar bur es

des
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Tougguort et Ghardaia, la plus grande pollution est d&eenn-alcanes a Has®ahbah

avec 66% (C16 a C35). Laghouat était la ville la plus polluée en HAPs avec 21.8% entre
aromatiques légers et lourdBoutenfnouchetet al. en 2005a réalisé une évaluation de la
pollution industrielle par les hydrocarburesatax au niveau de la plateforme industrielle de
Skikda.
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Chapitre 1l Pollution des sols par les hydrocarbures pétroliers

Chapitre 1l : 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 tendande I'utilisation du pétrole, cela ne serait pas
beaucoup diminuer a la future. L'industrie utilise le pétrole et les dérives pétroliers pour
fabriquer des produits vitaux tels que les plastiques, les engrais et les matieres premiéeres
chimiques, qui resté 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 jusqu'a 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 ainernas$ le long du
parcours. Des accidents peuvent survenir au cours de l'une de ces étapes de transport ou de
ces périodes de stockagengas, 20B).

1.1 Systemes dynamiques du sol

Un sol est un systéme hétérogéne et dynamique, composé principalemenicdéepart
mi n®r ales, de mati res organi (aule2014. déeau, d

Chest u ncomplgxe tonstit@é de trois phases : la phase aqueuse, gazeuse, et
solide. Le gaz et I'eau, que l'on trouve dans les pores du sol, représamntent 0% (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 vépidaud, 1998)

Le sol constitue un milieu biologique ou vivent des étres micpgques, mais
également ou se déroulent des phénomeénes chimiques, physiques et-ghigsigoes, 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 solideolbanai ssance sci e
tel écosysteme, pour le moins complexe, constitue un pas important a la compréhension du

devenir des polluants organiques et de leur processus de biodégrdBakon Mbogne,

2017)

I1.1.1 Phénoménes chimiques

Les composés organigs et inorganiques du sol sont trés variés et leurs nombreuses
propri ®t ®s sont ° | 6ori gine de | eur partic
(I'di oni sat®adumct il @ o etg)ddlds prd lrewdrincipatement, dans la phase
liquide et a son interface avec la phase solide. Il existe deux grandes catégories de
transformation chimiques:
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U Les transformations de d®gradation des
minéraux.

U Les transformations de synthéseéogenése des minérauxganisation microbienne
et végétal¢Calvet, 2003)

I1.1.2 Phénomeénes physiques
Le sol est le siege de plusieurs phénomeénes physiques tels que la rétention ou la
circulation de | 6eau dans | e sol, l e trans
strudure 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 matiére, etc. De plus, ils sont responsables de la cinétique deeusedbtransformations

chimiques et de | 6adsorption des substances

I1.1.3 Phénoménes physicghimiques
Ces phénomenes déroulent aux interfaces des phases solides, liquides et gazeuses, et

condui sent ©  des moléculds,i sana altérationsde tbur ®ttucture. Rare s
exempl e, ils expliquent comment une mol ®c ul
pol aire ou de | 6®t at (FokodMbognd, 80 ~ | 6 ®t at hy

Il.2 Devenir des hydrocarbures pétroliers das le sol

€ |l a suite doun d®ver sement des hydrocar
doéalt®ration physique, chimique et bi ol ogi
(Fingas, 20B). Ceci ®t ant , i nodest p @ eertitude® lej our
comportement doéun pol | u-a estungrand systame dynamidue, s o

complexe, hétérogene et évolutif dans le temps. Ce dynamisme vivant, le plus souvent
caractérisé par des phénomeénes abiotiques (évaporation, etmjicies (biodégradation,

etc.) dépendent beaucoup des propriétés intrinseques du sol, des conditions
environnementales, de la composition chimique et des propriétés physiques des
hydrocarbures. Les phénoménes biotiques sont ceux qui participent majmétaira la
dégradation des hydrocarbures lourds tandis que les phénoménes abiotiques agissent plutot
sur l es plus | ®ger s. Les diff®rents proce
| 6®vaporation, | a bi fiy@g7)(Bodoa Mbhogna, 201T)6adsor pt
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polluant

Volatilisation

Adsorption /
Désorption

Ruissellement

Source

\
ponctuelle 1Dégradation chimique

=
Photodégradation

done .
Biodégradation

Figure7.Deveni r doun epaahivieaudwsPerootegah, 2012) u

[1.2.1 Evaporation

LO®vaporati on est un processus gui d ®b L

débhydr ocar bur e se pendanfpgeelgtes jeues. Blieocarrespand au transfert des

composés volatils plus Iégers, comme les aliphatiques, les BTEX et les HAP de faible masse

mol ®cul aire, vers | 6atmosph re. Cette perte
certaines ppriétés physiques des hydrocarbures, telles que la densité et la viddeHitt
al., 2000)

De fa-on g®n®r al e, | ors de d®ver sements

processus qui induit la plus grande perte de masse pour les hydresalégers. Ainsi,

guel gues jours apr s un d®versement, | es

ti

p G

| eur vol ume i ni al et |l es bruts moyens, |

ne perdent pas plus de 10 % de leur volume dampremiers jours suivant un déversement
(Fingas, 20B).

[1.2.2 Adsorption
Les hydrocarbures pétroliers peuvent étre séquestrés par les molécules du sol ou du
compost . Léoadsorpti-ohi msgquen pabec®Rel® @ehypas
do

surface de l'adsorbant. La formation de tels résidus nécessite la présence de groupes réactifs

matieresorgni ques, mettant en jeu des forces

sur le contaminant et sur la matrice organique du(Bollag et Loll, 1983) Cb6 e st un

phénomene qui peut étre réversible (si adsorption physique) ou irréversible (si adsorption
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chimique) et d®pend des conditions environ
etc.), des caractéristiques du polluant (solubilité, masse molké;dge du polluant, etc.), de
la nature du sol (granulométrie, minéralogie, taux de matiere organique, etc.) mais aussi de la
synergie des phénomeénes dynamiques du sol

Les hydrocarbures pétroliers peuvent former avec la matiére organique des complexes
gu deviennent non extractibles et non disponibles. Ce phénoméne de séquestration 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 micrapdmeensionnels.
Cette présence de matieres humiques dans le sol reste bénéfigue dans la solubilisation, le

transport et la sorption des hydrocarbures les plus hydropieblesu Mbogne, 2017)

11.2.3 Photo-oxydation

La photeoxydation, ou oxydation photochimigu, est un processus
hydrocarbures qui est modul ® par di ff®rent
lumineuse du rayonnement solaire et la composition chimique des hydrocarbures déversés
(Prince et al., 2003) Dans le cas des splce phénomeéne n'a lieu que dans les premiers
centimetres de la surfac@Park et al., 2001) Ainsi, les composés aromatiques sont
particulierement plus photosensibles que les composés aliphatiques. Laoyyadton
conduit a la formation de composés plsolubles (acides, alcools, cétones, peroxydes et
sulfoxides) que les composés initiaux et certains travaux de recherche ont montré leur toxicité
pour les communautés microbienrisiyne et Phillips, 1985; Larsoret al.,1979; Maki et
al., 2001)

I1.2.4 Biodégradation

Les hydrocarbures dans le sol sont principalement dégradés par lesorgamsmes.
Plusieurs espéces de bactéries, de champignons et de levures métabolisent les hydrocarbures
p®t roliers comme source d' ®n e mMmgs dégradahte sontb a c
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 micreorganismes sont généralement convertis ewamposé oxydé, qui peut étre
encore dégradé, étre soluble ou s'accumuler dans I'huile résidrilegias, 20B).
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
dns | e sol et | a q uca Rar exen®le, qineihuiles die datblb vistasité © ¢
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 pétrdéesé sur la terre, il
s'écoule de la surface dans la méme direction et de la méme maniére que l'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 oe couche imperméable l'arrfegure 8). Il se

déplace, ensuite, le long de la surface de la couche imperméable ou de l'eau souterraine
jusqu'a ce qu'il rencontre une autre barriere imperméable ou que tout le produit soit absorbé
dans le sol. Une fois etontact avec un matériau soluble dans l'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 le:

rivieres.

Lorsque le pétrole se déplace dans le sol, il laisse derriére lui des matiéres qui
s6adh rent au sol . Cela d®pend des propri®
du sol. Une plus grande partie de l'huile adhérente est déplacéevelsbs par | &i r

dans le sol. L'eau de pluie transporte des composants dissous avec elle jusqu'a la nappe
phréatique. Le mouvement de I'huile sera plus important lIa ou le drainage de I'eau est bon
(Fingas, 20B).

Masse principale (sol complétement sature)

) 4
7 7 Y
Al

/| NP el

’ My 3
Sk «‘-a v ﬂl /' '1. ‘/A‘n'

s Propaganon du pet_rale aia.
: su,rfage des eaux souterrames e :j~

Figure 8. Pénétrétion du pétrole dans le @aihgas, 20B)

Il.4 La toxicité des hydrocarbures pétroliers
La toxicité est la capacité d'une substance chimique a endommager et modifier certaines

fonctions des systemes biologiques. Il existe deux criteres de toxicitélgmsystemes
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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 constatésig terme en raison de quantités relativement
faibles d'un composé toxique présentes dans l'air, I'eau ou(M&zojuezLuna, 2012)

La toxicité des hydrocarbures pétroliers est une préoccupation importante dans la
gestion et le contrdle des risques eomimementaux. Pour les plantes et les animaux, la
toxicité des hydrocarbures pétroliers est dans l'ordre croissant sualeabes <cycloalcanes
<alcenes <aromatiques. Dans chaque classe, la toxicité augmente a mesure que le poids
moléculaire diminue. Paxemple, le diesel est plus toxique que d'autres produits pétroliers
tels que le kéroséne, en raison de sa plus grande concentration d'aron(idbque900)

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'éch@gssert et Bartha, 1984)

Les alcanes a chaine courte (inférieurs a C10) sont généralement toxiquess paiarde
organismes en raison de leur grande solubilité dans I'eau et de leur interaction avec les lipides
membranairegHou, 2000)

Les composants moreromatiques (benzene) et diaromatiques (naphtalene) du pétrole
brut sont considérés comme les composé®lus toxiques et les plus abondants pendant les
phases initiales des déversements de pé{fdbekerham et Shane, 1994)Il est reconnu
depuis de nombreuses années que certains constituants d'hydrocarbures que l'on trouve
couramment dans le pétrole hrigs produits pétroliers raffinés, le goudron et les dérivés de
combustibles fossiles ont un certain potentiel cancérigene et mutéigemgham et al.,

1979)

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

cancérogeneg@Miller et Miller, 1981).

15 Impact de |l a pollution p®troli re sur | o6e
1.5.1 Ecosystéme terrestre

Le sol est un composant essentiel de I'écosystéme terrestre. Il 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 huriiios 2000) Les effets négatifs de

la pollution pétroliere dépendent du type de déversement, des caractéristiques écologiques de
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la zone, de la quantité et du type de pétrole déversé, ainsi que du temps passé sur le sol et le
degr ® d q\&atquedlursat 201@)n

Le pétrole bloque I'échange des gaz avec l'atmosphere (étant donné ses propriétés
anoxiques)(Leitgi et al., 2008) et change les propriétés physiques et chimiques des sols
diminuent ainsi considérablement les communautés microbiennes bénéfmurese psol
(Labud et al., 2007) Ces variables microbiologiques sont en effet un bon indicateur de
I'impact d'un polluant sur le s@Eibeset al.,2006) Les effets toxiques des hydrocarbures sur
les sols ne se limitent pas aux mian@anismes, car ilmcluent également les plantes qui
souffrent de stress hydrique en raison du manque d'eau et de nutr{VégsiezLuna,
2012)

a. Les microorganismes
Les concentrations toxiques du pétrole sur le sol inhibent le développement de
différentes especes de néodds, protozoaires, rotiferes, algues, champignons, bactéries et
actinomycetegChaineauet al.,2003; llarionov et al.,2003) De méme, elle induit la perte
de biodiversité des communautés microbiennes, qui sont significativement pertinentes dans
les cycks biogéochimiques de I'écosystéeme 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'émergentdaegermination des graindQuifiones 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
végeétative(VazquezLuna, 2012) Les effetdétaux 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
I'altération plysique ou chimique du s@Albers, 1995)

c. Les eaux souterraines
L'eau souterraine constitue une source importante d'eau potable ainsi que pour
lirrigation et l'utilisation industrielle. Si un volume important d'hydrocarbures liquides est
rejeté dans le $oles 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 G&tusod'y

remédier(Hou, 2000) Certains constituants des pétroles comme les BTEX ont une solubilité
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®l ev®e dans | 6eau et constituent donc une

sont liés a la mutation et au can¢gdebusoyeet al, 2006)

11.5.2 Ecosystémes marins

Le pétrole est rejeté dans le milieu marin de facon routiniere 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 dg¢hgipusamy 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 sorgn particulierrelativement sensiblesux fractions solubles dans I'eau et
aux petites goutteletted 6 h y d r o desrniollusqees et les crustacés de mer (moule,
crabe, crevette, huitre) sohte s pl us suscepti bl eresadcawmsedeu mu
leur mode de vie. Les crustacés qui se nssent de détritus ou de particules en suspension
seront affectés par perturbatidre | eur taux de reproduction (
leurs habitudes alimentairg$ientati, 2018) Les marées noires sont présentées comme
responsables de conségaes terribles pour la survie de la faune et la flore maf8wtani,

2004)
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Chapitre 11l Bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers

Chapitre 1l : Bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers

Des quantités énormes de pétrole et de produits pétroliers pénétrent 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
poll u®s est aujourdohui devenue une n®cessi

Plusieurs technolags de remédiation des sols pollués ont été développées, la plupart
d'entre elles sont des techniques chimiques, thermiques et pbisitigues comme elles
peuvent étre une solution rapide et simple pour éliminer les contaminants pétroliers.
Cependant, deombreux inconvénients sont associés 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
certane limite, laissant derriére elles une grande quantité d'huile adsorbée dar(t il st
al., 2016)

La bioremédiation est un moyen de nettoyer les environnements contaminés en
exploitant les diverses capacités métaboliques des fmigemismes pour cwertir les
contaminants en produits moins nocifs par minéralisation, génération d'oxyde de carbone et
d'eau, ou par conversion en biomasse microbi¢Bardrood et al.,2013) La bioremédiation
est appliguée sur des sites contaminés en utilisant desolegi@s pour améliorer les
processus de biodégradati@torel, 2009)

[1l.1 Les techniques de bioremédiation

La bioremédiation est un ensemble de techniques consistant a utiliser les capacités
enzymatiques des mictmrganismes (bactéries, algues, champignonsir megrader les
polluants organiques. Elle peut se fairesitu en introduisant dans le sol les éléments
nécessaires au développement de la biomasse ouekisitu en traitant le sol excavé
(Fokou Mbogne, 2017)

[11.1.1 Bioremédiation in-situ
Cette méthode egttile 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

bioremédiatiorin-situ des sols polluésla biostimulation et la bioaugmentation.
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[11.1.1.1 La biostimulation
La biostimulation implique généralement I'ajout de nutriments ou de substrats
not amment | "azote et |l e phosphate et | 60Xy
des poplations microbiennes autochtones du &sthahsavariet al, 2017) Des stratégies

sont généralement adoptées

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

par injection directe d'air dans le sol.

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

des micreorganismes indigeng€osteet al.,2013)

c. Bioslurping:C6 e st une str at ®ig-siterelatvementinouveteng@ d i a t
combine la bioventing avec un systéme de récupérates produits libres de la nappe
phréatique et du s@Macaulay et Rees, 2014)

[11.1.1.2 La bioaugmentation
La bioaugmentation nécessite l'ajout de cultures microbiennes a la matrice
contaminée, généralement en combinaison avec la biostimulation. En effesource
externe de bactéries dégradant le pétrole est ajoutée a la population microbienne existante
pour augmenter le taux de dégradation des hydrocarbures. Les criteres de choix des
microorganismes sont la physiologie et la capacité métabolique de cebesia dégrader

les contaminants du s@oopathy, 2000)

Il existe plusieurs possibilités pour introduire des souches exogénes, isolément ou sous
forme de consortiums, dans un environnement pollué prévu pour la bioremédiation. Les
options les plus coundes, testées principalement en laboratoire, sont: I'ajout d'une souche
bactérienne pure pidaptée; l'addition de consortiums qadaptés, lintroduction de
bactéries génétiguement modifiées et 'ajout de genes liés a la biodégradation conditionnés
dansun vecteur a transférer par conjugaison dans des {migemismes indigenes du site en
cours de remédiatiofiel Fantroussi et Agathos, 2005)

Comme i | ndexi ste pas une seule souche

suffisante pour dégrader effimament 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 pollués aux hydrocarbur@sm et al.,2016)

[11.1.2 Bioremédiation ex-situ
Les processusxsitu commaicent 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 processusx-situ permettent une optimisation efficace des parametres d'incubation (pH,
aérationagi t at i on, (Mduginmet al.i2Q0®) ,Le&s processusxsitu comprennent

le biopiling, le compostage, les bioréacteurs et land farifiegaulay et Rees 2014)

[1.1.2.1 Land farming
Dans cette technique, le sol contaminé est excavé et dispersé surpugpdité et
périodiqguement 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

[11.1.2.2 Biopiling
I I s 6 a gdhnologie@ granele 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 réduits en dioxyde de carbone et en eau. Ledsysteme
base de biopile comprend un lit de traitement, un systeme d'aération, un systéme d'irrigation /
nutriments et un systéeme de collecte par lessivage. L'humidité, la chaleur, les nutriments,

l'oxygene et le pH sont contrdlés pour améliorer la biodégrad@esak et Dey, 2016

[11.1.2.3 Compostage
Cbest une technique qui uti |l i se ddaes ami
plantes, les boues d'épuration et autres déchets agricoles) pour la dégradation aérobie des
polluants, généralement a des températures eéde(dacaulay 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 varganismes lors de la dégradation de

la matiére organique dans les décliBsak etDey, 2016.

[11.1.2.4 Bioréacteurs
Un bioréacteur comprend une chambre de réaction équipée d'un mécanisme de mixage,
un systeme qui fournit l'oxygéne et les nutriments et des pompes. Cette technologie offre un
contréle direct des facteurs environnementaux ettraurtriels (tels que I'oxygene, I'humidite,
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 pollué par les hydrocarbuneglangés a des déchets liquides saturés de micro
organismes pour former une suspension, puis agité mécaniqguement pour encourager la

biodégradation aérobi@lacaulay et Rees 2014)

[1l.2 La biodégradation microbienne des hydrocarbures pétroliers

La biodégradatin 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 enzynldboeie2009) La
biodégradation implique la décomposition des composés organiques soit par
biotransformation en métabolites moins complexes, soit par minéralisation en minéraux
inorganiques, kD, CQO, (aérobie) ou Chkl(anaérobie). Les bactéries et les champignons ont
eté largenent étudiés pour leur capacité a dégrader une gamme de polluants
environnementaux, y compris les hydrocarbures aromatiques polycycliques récalcitrants, les
hydrocarbures halogénés et les composés-arsmatiquegSingh et Ward, 2004)

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

Si |l es applications dans | e domaisene de
maj oritairement focali s®es sur l es bact ®r i
bioremédiation fongique (mycoremédiation) se révéle également prometteuse grace a la
présence de diverses enzymes non spécifiques qui augmentent le prdeaessgiadation en

raison de non spécificité des subst(&ayeulle, 2013)

[11.3 La biodégradation des hydrocarbures par les champignons (mycodégradation)

Les champignons constituent un groupe diversifié d'organismes et sont ubiquistes dans
I'environnement. I$ jouent un rdle vital dans tous les écosystémes et sont capables de
contréler le flux de nutriments et d'énergie a travers leurs réseaux myceliens.

Les champignons sont connus pour dégrader ou provoquer la détérioration d'une grande
variété de matériauet de composés, 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 r6le clé dans le cycle des nutriments et les interactions biotiques, ils soneégalem
intimement impligués dans la dynamique structurale du sol. La forme filamenteuse de
croissance des champignons est une structure de remplissage d'espace trés efficace bien
adaptée a la vie dans un environnement spatialement hétérogene tel que désdel réseau
de pores labyrinthique régit finalement la fagon dont les mycéliums fongiques se développent
et fonctionnent dans le s@Ritz et Young, 2004)

Les champignons sont équipés d'un systéme enzymatique bien développé qui leur donne
la possibilitéde 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 raétabolisé
dans leurs celluleSardrood et al.,2013)

La structure mycélienne de ces mion@anismes est un autre avantage de la
bi orem®di ati on avec sa natwure invasive qui

contaminés avec une trés grande surthéehanggBennettet al.,2002)

[11.3.1 Description morphologique générale des champignons

La morphologie des champignons peut étre unicellulaire ronde (formes levuroides) ou
correspondre 7 des filaments appel ®seshyph:e
cellules fongiques présentent une organisation cellulaire caractéristique des Eucaryotes. Les
particularit®s principales des cellules for
la structure et la composition de la paroi. Les cellulesadgs des hyphes ont également la
propri ® ® doé°tre |l e si ge de |l a croissance
servant principal ement ) | 6exocytose des
Léensembl e des hy pldamesteudcenstituenhlapanie vggétatinesappélée
"mycélium" (Fayeulle, 2013)

Les hyphes sont diffus, tubul aires et fii
sont plus ou moins ramifiés. Chez certaines moisissures, comme par eXéongole les
cellules ne sont pas s®par®es par une <c¢cl oi s
ou ¢ siphonn® e alors que Adgpagilus tbdhalleteste s ,
cloisonné ou « septé (igure 9). Les cloisons, appelées septa possedestperforations
assurant la communication entre les cellules. Les caractéristiques morphologiques de ces
microorganismes sont liées a leur substrat nutritif. La colonisation du substrat est réalisée par

extension et ramification des hyphégcellier, 2013.
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La structure mycélienne de ces microorganismes est un avantage pour la bioremédiation
par son caract re invasif qui permet | a pr
avec une trés grande surface d'échgdBganettet al.,2002) Desréseaud 6 hy phes de
a 10 000 m de long peuvent en effet étre trouvés par gramme de sol en @Rritacd
Young, 2004)

Septum Paroi

Vacuole

Ribosome Paroi

Réticulum Mitochondrie Hyphe Septé
endoplasmique .
Cristal ]
Membrane d’ Erei) Paroi
plasmique ergostero S |
Appareil - =
de Golgi Noyau pag—_
- \\ Noyaux

Corps lipidique

Vésicules

Hyphe Coenocytique

Figure 9.Ultrastructure de la cellule fongique et catégories d'hyphes présentes chez les
especes filamenteus@zayeulle, 2013)

Les champignons filamenteux possédent une paroi structurellement unique, constituée

essentiellement de glycoprotéines, de polysaccharides et de mannop(bigimesi0).

R e
i {‘_ m@ -
,f: 29 'ﬁv.wm%ﬁm mﬂﬁ o

Figure 10.Schématisation de la structude la paroi fongiqu@.ecellier, 2013)

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

polyméres de molécules dedlucose licesente el | es pafl, 8eéold pasbd
1, 4) ” |l aqguel l e sont | i ®e s dlgsla chitire’esteurs | a
polymére de molécules dedc ®t y| gl ucosamine | i ®es elhdtre e

et est généralement meimbondante que les portions de glycoprotéine ou de glucane de la
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paroi (Bowman et Free, 2006) La fonction de ces deux pol
protection des moisissures \dsvis des agressions du milieu extérieur. La chitine joue un réle
dansd rigidit® de | a paroi cellul aire, l es g
mannoprotéines forment une matrice autour de la |paecellier, 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 croi¢Bamgean et
Free, 2006)

[11.3.2 Phylogénie des champignons
La classificationphylogénétique actuelle, qui base sur dralyses phylogénétiques
moléculaires récenteg, permis de class les champignons dans un regne a part au sein des
Eucaryotes, le regne des Eumycota (vrais champignons, fungi ou eumycetes). Le regne des
Eumyceteszomprend actuellement 1 sewégne, 7 divisions (ou embranchements) et 10-sous
divisions (Hibbett et al, 2007) La figure 11 représente les divisions du regne des

Eumycetes

_{: Chytridiomycota
‘ Neocallimastigomycota

Blastocladiomycota

Zygomycota

Glomeromycota

Ascomycota

Basidiomycota

Figure 11. Les grandes divisions des Eumycddibbett et al,2007)

On y trouve les quatre divisions principales

U Les chytridiomyceétesreprésentent les chaigpons archaiques qui auraient gardés un
stade flagellé.

U Léensembl e, anci enne m&ygomycetesrcorraspoadoaudesl e n
champignons inf®rieurs aux formes | es pl
non cloisonnés.

U Les Ascomycetesconstiuent le plus grand embranchement du régne fongique avec
plus de 6400 especes décrit€¢sloore et al, 2011). La dénomination résulte de leur
reproduction sexuée impliqguant des sporocystes appelés "asques" qui contiennent les
meéiospores appelées "ascosgbrdais la reproduction asexuée par la production de
"conidies"” est prédominante chez cette division et a permis leur expdRayeulle,

2013)
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U Les Basiodiomycétesconstituent le second plus grand phylum du regne fongique
avec 31 515 espéeces envir(Moore et al., 2011). Ces champignons constituent la
plupart des espéces macroscopiques connues mais incluent également des
micromycetes filamenteux. Le nom de cet embranchement provient de leur
reproduction sexuée qui fait intervenir des "basidiospores®mors | 6ext ®r

méiosporocyste ou "basidéFayeulle, 2013)

Les deux derniéres divisions (Ascomycétes et Basidiomycetes) sont regroupées
auj our doé hui-regdeades®ikalyse remésemtant ainsi les champignons les plus
evoluéeg(Hibbett et al.,2007)

La distinction entre les différentes classes des champignons repose également sur le
mode de reproduction sexuée. Les champignons appartenant au regnengestasont des
champignons pour lesquels le mode de reproduction sexuée est connu. OCalgoarlkde
champignons téléomorphes. Pour certains champignons appelés anamorphes, le mode de
reproduction sexuée est inconnu et seule une multiplication asexuée ou végétative est
oOobserv®ee. Loensemble de <ces champi gdesns s
Deuteromycota que | don appell e aussi ¢ champigno
d®vel oppement des m®t hodes mol ®cul aires a
regne desEumycotaet plus particulierement dans Idscomycotaen les rtachant a une
forme sexuée connygkecellier, 2013)

Nous nous intéressons dans cette étude aux champignons filamenteux saprotrophes

telluriques.

I11.3.3 Mécanismes de biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les
champignons

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

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 téRiaceset
al., 2020)

Les composés d'hydrocarbures different par leur semdibilix attaques microbiennes

et ils sont généralement classés dans l'ordre décroissant suiadgdanas> alcanes ramifiés>
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aromatiques de faible poids moléculaire> alcanes cycligues> aromatiques de haut poids
moléculaire et composés aromatiques polyques(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
oxygénases du cytochrome P450 (CYP450).

Les alcénes et les alcyniesaturés, 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
dégradés via un ou plae trois systemes enzymatiques indépendants.

Les moneoxygénases (CYP450) intracellulaires sont des enzymes qui appartiennent a
la superfamille des hémoprotéines et jouent un rdéle central dans le métabolisme oxydatif des
métabolites endogénes dans toes dlomaines de la vigamb 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 biodégraddas 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 récal(frantfetaBoldu
etd., 2018)

[11.3.3.1 Dégradation des hydrocarbures aliphatiques
La premiére 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(Daccoet al, 2020) Ensuite, I'alcool est oxydé en aldéhyde correspondant
puis en acide gras correspondant. L'acide gras résultant est incorporé dans les voies
cataboliques centrales v@oxydation, impliquant l'activation initiale de l'acide gras pour
former un eter acytCoA. Ce dernier est souvent encore catabolisé dans le cycle de l'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 fréequemment renéomtais deux variantes ont été décrites
parBoulton et Ratledge (1984)l'oxydation diterminale et subtermingfegure 12).
U Dans la voie diterminale, la molécule est oxydée en acide dicarboxylique et traitée par
b-oxydation(Abbasianet al.,2015)
U Dans l'oxydation subterminale, I'nydrocarbure 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 carboxicprafeta-Boldu et al.,

2018)

H,C—[CH,],—CH,

0, 0,
n-alkane
monooxygenases

Terminal oxidation Subterminal oxidation
HyC—[CH,],~CH,0H OH
H;C—[CH,],~CH;~ [CH,],,-CH;
Alcohol .
dehydrogenase ’ :

HyC—[CH,],~CHO AREPS

I
Aldehyde / H;C—[CH,],~CH — [CH,],,—CH,
dehydrogenase ’ \

H,C—[CH,],-COOH \

I
; HyC—([CH, )5~ 0—C—I[CH,],,—CH,
/ |
Diterminal oxidation Y
H,C—[CH,]=—COOH + H;C—[CH,],—CH,0H
HOH,C—[CH,],~COOH HC—ICH )y } o2
Y
H,C—[CH,]-COOH

\. B-oxidation ///

phatways

'

Acetyl-CoA

|

Intermediary metabolism

\
HOOC—[CH,],~COOH

Fungal biomass €O,
Figure 12. Dégradation aérobie des hydrocarbures aliphatiques par les champignons. Les
voies terminales, diterminales et subterminales possibles pour la dégradatieslchesen

sont illustréegDaccoet al., 2020)

[11.3.3.2 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 dmécanismes enzymatiques trés différents
sont généralement proposeés pour la dégradation des hydrocarbures aromatiques: I'oxydation
du cycle aromatique par les monooxygénases du cytochrome P450 intracellulaires ou
| 6 e xcr @bzymessolublesxtracelllaires 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 mangse peroxydase et la laccéBertella et
al., 2005)

Les poduits comprennent des tradihydrodiols, 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 sulfigese 13). Les métabolites
fongiquessont généralement moins toxiques que les hydrocarbures p&Gamtdglia et
Sutherland, 2010)

Tous ces processus métaboliques sont majoritairement de naimetadmolique, ce qui
signifie que les hydrocarbures aromatiques ne soutiennent pas lareeifsagique et sont
généralement convertis en intermédiaires partiellement oxg@énafetaBoldu et al.,
2018)

OH

Non-enzymatic O-Glucoside

rearrangement O-Glucuronide
R » R S O-Methyl
O-Sulfate
O-Xyloside
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Generic PAH

0 trans-dihydrodiol

(0]
Ri
ing fission )k O
—>
R OH

PAH- quinone Carboxylic acid
Figure 13. Différentes voies de dégradation aérobie d'un HAP par des champ{@rant®
et al, 2020)

I11.3.4 Les facteursaffectant la biodégradation des hydrocarbures
La biod®gradation des hydrocarbures p®t.

affectée par des facteurs abiotiques. Les champignons peuvent résister a des fluctuations assez
importantes des conditions erminementales. 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 pétr@ars ont été reconny$ingh, 2006) Ces facteurs sont divisés en trois
catégories:

- Facteurs physicechimiques (nature physique, solubilité, concentration, interface

huile-eau, volatilité, etc.);
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- Facteurs environnementaux(température, pH, lumiére, sali@jtniveau d'oxygene,
nutriments, type de sol / sédiment, etc.);

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

Des facteursmportants affectant le métabolisme fongique des hydrocarbures pétroliers

sont résumes @pres.

[11.3.4.1 Composition chimique des hydrocarbures
Le taux de dégradation des hydrocarbures par les microorganismes dépend de la
structure chimique des hydrocarbures gdére et de la concentration du pollua. vitesse
de biodégradation est plus élevée pour les saturés, viennent ensuite les aromatiques légers, les
aromatiques a haut poids moléculaire, les composés polaires ayant la vitesse de dégradation la
plus faible

Les hydrocarbures saturés incluent ledaanes, les alcanes ramifiés et les cycloalcanes

(napht nes) . Leurs accessibilit® - | a bi oc¢
déaccessi bil it ®natt@esr>oalcanssaamifiés & walcaresLteahy et
Colwell, 1990)

[11.3.4.2 Etat physique des hydrocarbures
Les champignons dégradant les hydrocarbures agissent principalement a linterface
huile-eau. Cependant, des champignons peuvent se développer sur toute la surface d'une
gouttelette d'huileet 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 champi@Biogh, 2006)

[11.3.4.3 Température

En fonction de la température, la dégradation des hydrocarbures peut se produire dans
trois conditions: psychrophile, mésophile et thermophile. En général, la plupart des
champignons sont mésophiles en termes d'isolement, de croistadeereproduction. 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 moléalaiont certains sont toxiques pour
les champignongSingh, 2006) Des temp®r atures plus ®I ev®e
vitesse de biod®gradati on. Le maxi mum de |
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généralement observé a une températurapeise entre 30 et 40 °(Bossard et Bartha,
1984)

11.3.4.4 pH
Un autre facteur majeur de la biodégradation des hydrocarbures est 'acidité du sol car le
pH influence les activités enzymatiques, le transport membranaire cellulaire et I'équilibre de
la réaction ctalytique (Bonomoet 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
développelSingh, 2006)

[11.3.4.5 Oxygéne

Les champignons sont a la fois des aérobiedes 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 l'un
des facteurs limitant de la vites de dégradatio(Dacco et al., 2020) Les hydrocarbures
persistent dans les sédiments réduits pendant des périodes plus longues que dans les couche
superficielles aérées. Les premiéres étapes du catabolisme des hydrocarbures aliphatiques,
cycligues et eomatiques par les champignons impliqguent l'oxydation du substrat par les
oxygénases et l'oxygene moléculaire. Ainsi, des conditions aérobies sont nécessaires a
l'oxydation des hydrocarbures dans I'environnement. Des taux négligeables de biodégradation
deshydrocarbures se produisent dans des environnements anaé®atigs 2006)

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

en conditions statique que dans les cultures liquides agitédav et Reddy, 1993)

[11.3.4.6 Eléments nutritifs

L6un des a uimitamtssde la diodégradatian est la teneur en éléments
nutritifs, en particulier lI'azote, le phosphore et, dans certains cas, le fer.

Les composants azotés et phosphorés sont essentiels a l'incorporation danssisebioma
fongique, la disponibilité de ces nutriments dans les zones polluées aux hydrocarbures est
importante. La dégradation des hydrocarbures peut étre accélérée par l'ajout du phosphate
d'urée spécifique, d'engraisiNK, etc., pour la croissance fongiques 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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[11.3.4.7 Facteurs biologiques

Lout il i s arbergamsmeb egpropmés 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 cemicrobes 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'’hydrocarburaswrképeuvent étre
biodégradés. Ce phénoméne, qui résulte de l'augmentation du potentiel d'oxydation des
hydrocarbures de la population, est appelé adaptation. Les trois mécanismes interdépendants
par lesquels I'adaptation peut se produire sont (1) tinmluet / ou la dépression d'enzymes
spécifiques, (2) les changements génétiqgues qui se traduisent par de nouvelles capacités
métaboliques et (3) I'enrichissement sélectif des organismes capables de transformer le ou les
C 0 mp o s ®s (Lahlly etiColv@ll, 2900)

l1l.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 peieettent
prédire les niveaux susceptibles d'étre présents a un momer(iviutiono et al.,2013)

LO®t ude de l a cin®tique du processus d
directions: (1) I'une s'intéresse aux facteurs influencant la quantité de composésmés
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 composés donnés par la
culture microbienne dans le microcosme du laboratoire et, parfoitg ®rrain(Ro n | etv i |
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 populaticrobienne et de leurs activités
dans ces écosystemes.

Les cinétiques du®lordre (Firstorder kinetics) sont couramment utilisées pour décrire
la cinétique de biodégradation en raison de la facilité de présentation et d'analyse des données,
la simplicité du tracé du logarithme du contaminant restant en fonction du temps en ligne
droite et la facilité de prédiction des concentrations fut@¥eslono et al., 2013) Cette

approche est d®crite par | 6®quation
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OuC : la concentration du substrat, le tempsk : la constante de disparition du composé et

n = 1 pour i ordre(Maletic et al.,2009) Dans différents environnements, les constantes de
1% ordre et le nombre de cellules capablie métaboliser le substrat seraient différents
(Greeneet al.,2000)
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Chapitre IV : Matériel et méthodes

IV.1 Produits pétroliers utilisés
Trois huilespétrolieres ont été utilisés dans cette étude:

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

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

- Lébhuile moteur usag®e a ®t ® fourresl®e@ par
vidange des moteurs des voitures. I S 0 ¢
la lubrification automobile. Ses propriétés ont été altérées et elle ne peut pas continuer

a remplir son tache convenablement.

IV.2 Echantillonnage du sol
IV.2.1 Sites deprélevement des échantillons de sol
Les ®chantillons de sol utilis®s pour | 6
ont été prélevés depuis deux sites différents
- Un sol non contamin® aux hydrocarbures
situéealarégiondéharrouba ~ | 06 Rlgérie(fipere Mo st aganem,
- 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

raffineried'Arzew (Sonatrach, Compagnie Algérienne de Pét(a)re 15).

Sut
nnnnn

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,régio d 6 ®c hant i | | onnage du sol
hydrocarbures pétroliers (raffinerie d'Arz&var)
IV22Conditions do®chantill onnage

Les échantillons de sol ont été prélevés de chaque site a partir de la couche superficielle
(0-15 cm) de maniére aseptique. Chadubantillon est placé dans un sac en plastique dont

| 6air est chass® avant fermeture puis ramen

IV.2.3 Caractérisation du sol et de la pollution
Le taux de pollution dans 1| e sol par®| e v (

| 6extraction et | e dosage des hyhkimguetataleb ur e s

>
o

ayant ®t ® men®e que sur | e sol non pol |l ueG

IV.2.3.1 Dosage des hydrocarbures totaux dans le sol pollué
L'échantillon du sol prélevé ur | e site pollu® est dbabo
temp®rature ambiante, 1l est ensuite broy®
mm pour obtenir un échantillon homogé@rone, 2001; Wu et al, 2016)
Loextr act iaoétéréadisée selantahmieteotde EPA 3540c, une quantité de 10 g
du sol a ®t ® m®l ang®e avec 10 g de sul fate

o

ans | 6®chantillon, puis plac®e dans une ceé

o

0 e x tnrcldocoforimamnt été placés dans un ballon d'extraction de 250 ml. Le ballon a été
fixé a I'extracteur de Soxhlet et I'extraction sous reflux a été menée pendant 1§figruees

16) (Bidaud, 1998) Léoextrait obtenus est évamrptiamrs@us d u s
vi de 7 |édaporattw rotatid domt la température du bain ne dépasse pas 40 °C. Apres
®vaporation compl te du solvant, l 6extrait

pétroliers totaux dans le sol est ainsi déteéf@haineauet al.,2005)
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Figure16Mont age dobéextraction des hydrocarbur

IV.2.3.2 Analyses physicechimiques des échantillons de sol
La préparation des échantillons de sol non contaminé pour ldgsesighysice
chi mi ques a ®t ® faite apr s |l eur pr® veme
ensuite broyés et tamisés a 2 rfBaize, 2018)
L'analyse des paramétres pédologiques des échantillons de sol a été réalisée par le
LaboratoireRégional de l'analyse de sol et de I'eau d'irrigation INSID (MatRelizane).

a) Analyse de la texture: Granulométrie
Léanal yse granul om®tri gue per met |l a d®t
const it ut Ardgils (<2dird)ulimon$20390um), & sable (50 pum 2mm) (Clément et
Francoise, 1998) La texture du sol a été déterminée par la méthode internationale de la
pipette de Robinson. Apr s | 6®l i mination d
fine par un réactif dispersant les agaiés(Schvartz et al., 2005) on procéde apres un temps
de sédimentation variable avec la température au fractionnement des argiles et des limons a

l'aide de la pipette de Rolsian(Bonneau et Souchier, 1994)

b) Mesure du pH
Un échantillon de 10 g de soltemis en suspension dans 25 ml d'eau distillee.
suspension est agitée avec un barreau magnétigue pendant 60 minutes a une température
proche de 20 °C, et la lecture au-piétre est faite apres stabiligatiBonneau et Souchier,
1994)

c) Conductivité éledrique (CE)
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L a conductivit® ®l ectriqgue de | 6 ®chant
conductimetre électrique numérique ou 20 g de sol ont été mis en suspension dans 100 mi
d'eau distillée (dans un rapport 1: 5 sol / eau). La suspension a été agiidterpdttence
pendant une 3@ninute et maintenue pendant uaetre 30 minutesans aucune perturbation
pour une dissolution complete des sels solubles. Apres la stabilisation du sol, une cellule de
conductivité a été insérée dans la solution pour preadexture a 20 °C. Les valeurs ont été
expri m®e s (Baize, 1888, Zdiad, 201h0)

d) Carboneorganique
Le carbone organique est mesuré lpaméthode de Walkley et Black (1934) 1 | s 0 ac
dobune oxydation par voi e hunaufthge exdeee, paale mat i
mélange bichromate de potassium,@kO;) / acide sulfurique(H.SQy) . Lédexc s
bichromate de potassium est ensuite dosé par une solution de fer ferreux, le sel de Mohr. La
guantité de sel de Mohr versée dans la solution & gusewrt de calculer la quantité de

carbone organique ménte dans le sol.

e) Azote totale
Léanal yse de | dazote total dans | 6®chant
Dumas (1831), dans un systeme complétement automatisé. Cette méthode consiste en une
combustion totale du sol broyé sous oxygene et a température élevee. Puis, par l'intermédiaire
de tubes d'oxydation et de réduction, l'azote est quantitativement converti eesNutres
produits volatils issus de la combustion sont soit piégés soiésisdin 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 méthddisen (1954) Cette méthode utilise comme
extractif du bicarbonate de sodium 0.5 NFHap8,5.

g) Dosage des cations échangeables Gavig?*, K*, Na")
Les teneurs en cations échangeables sont mesurées aprés extraction avec une solution
d'acétate d'ammonium normale et neutre AFNOR X 318) , par spectr om®t

atomique.

h) Calcaire actif
Le dosage de CaGQ@ctif est réalisé par la méthoBeouineauGalet (1951kn utilisant

l'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'oxdlatenonium 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 aeeun pouvoir de dégradation des hydrocarbures pétroliers élevé, on a
réalisé une contamination artificielle du sol parHegespétrolieres utiliséedans cette étude
(pétrole, diesel et huile moteur usagée).

Le sol utilisé pour cette expérimentatiort eslui prélevé de la région de kharouba.
Apr s | e s®chage © | 6air |ibre, |l e broyage
des pots doédewsdlume.e sdl@anhdchamue pot est mélangé avec 250 ml de
pétrole ou de diesel ou 100 mle | 6 hui l e de vidange. Le col
m®|l ang® afin doéoobtenir une contamination h
ambiante dans un endroit eJempend®s; Labudetal, r | i |
2007)

La quantitéd e | dnbteurutiligé pour contaminer le sol était infériearcelledes
autres huile pétrolieres car cette huile est plus complexe, plus dense et plus toxique
(Degranges et al., 1977; Achuba et PeretiemeClarke, 2008) Aprés la période

d 6 i n c uldsahampigmons hétérotrophes présents dans chaque sol traité ont été isolés.

IV.3 Isolementde souches fongiques saprotrophes

1 est bien ®tabl. gue | a m®t hode dobi sol
fongiques isolée¢Chesters et Thornton, 1956) De ce fait, deux techniques sont utilisées
dans notre ®tude pour | 6i sol ement des <char
concernde solpolluéaux hydrocarbures p®troliers qui [
que les sols artificiellemnt cont ami n®s aux hydrocarbures

LOobjectif principale de ces isolements
fongiques afin dé®tudier | eur potenti el de

d o6 ef f eioventaga exhaustif de la diversité des micromycétes dans les sols pollués.

IV.3.1 La méthode des suspensiordilutions
La méthode de suspensios / dilutions e s t d®crite pour favor
souches sporulantes et permet de mieux estimer la mie@loroissance len{€hesters et
Thornton, 1956). Le principe consiste " mettre | e s
i ncorporer |l es diff®rentes dil ut Davetst de c
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Rouxel 1997) Deux milieux dec ul t ur e sont utili s®s pour I
Potato Dextrose AgdPDA) etMalt Extract AgafMEA) (Routien, 1957; Collins, 1967)
Une masse de 1 g de sol a ®t® ajout ® au

premiére dilution 0. A partir de cette derniére, des dilutions successives au dixiéme sont
réalisées jusqua la dilution 20A partir de chaque dilution, 1 ml est prélevé et déposé dans
des boites de pétrie puis le milieu gélosé maintenu en surfusion est verdéspsr
L6homog®n®i sation est r®alis®e en agitant n
dans le plan horizontgdDavet et Rouxel, 1997)Le Chloramphenicol (250 mg/L) est ajouté
au milieu doéisol ement apr s eppemensde @rflore i s at
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 colamess 6 jours d'incubatidfigure 17).

V32 La m®t hode doéinoculation directe
La m®t hode dobi nocul waksnmam (19d6)p eercrheet ddR&ir 9 d e
souches métaboliquement actives dans le sol. Elle consiste a placer des particules de sol sur
un milieu gélosé (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 ensue prélevés au micrscalpel 48 apr s | e d®but @ e | 6

transplantés sur un nouveau miligigure 17).
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directe

Echantillons
de sol
Particule 1mL

[ Suspensions/Dilutions ]

; 1/ Iml, ImL  (ml 1mL
e S0 A A A A A
Repérage 9ml eau
des hyphes distillée
émergeants
103 104 108 109

apres 24h

é ééé

» Densité fongique (cfu/g de sol)
» Isolement des souches

. 25°C

I—’ » Souches métaboliquement actives . 6
jours

Figure 17. Isolement des souches fongiques parlamé&tod i nocul ati on dir
méthode des suspensions diluson

IV.4 Identification morphologiques des champignons

Loi deati é&n des I sol at's fongiques a ®t ®
morphologiques en réalisant des observations macroscopiques et microscopiques a partir des
cultures pures des champignons isolés.

L6identification mor phol ogluelg e mapaologlea s e
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 caractériat i on mor phol ogi que consi ste en
| apparence et de | a vitesse de croissance
des colonies étudiés comprennent le taux de croissance des colonies, la lte@jeet des
coonies, 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 meches (corénfeasinsonet al.,2014) Trois nilieux de culture ont
été utilisés pour la caractérisation des colonies des champignons: ifids 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 diametr. Le centre du milieu est i no
fongique contenant des filaments ou des spores. Les boites sont incubées renversées a 25°C e
a 30°C. Les boites doivent étre conservées dans l'obscurité et pour permettre une aération

suffisarte, elles ne doivent pas étre enveloppées de Pai@ikonda et al.,2000)

IV.4.2 Observations microscopiques

Léanal yse microscopique dobéune <colonie f
myc ®l i um, des spores, des phi al roscepglye aédté s c «
fait par microscope optique (Primo Stafeiss, grossissement x40 et x100), aprés réalisation
doun ®t al ement entre | ame et | amel |l e et Co
Bleu de méthyléne.

La technique de culture sur lamet@ également réalisée pour une bonne visualisation
des organes de fructificatigilarris, 1986). Cette technique consiste a déposé une tige de
verre en U dans | e fond dbéune boite de p®t:i
placée, puism carr ® de g®l ose Sabouraud (15x15 mr
audessus. Les cbtés du bloc de gélose sont ensuite inoculés avec de petits fragments de la
culture ° examiner. Léoensemble est rtwedeouver
p®t ri e contenant uffiguedta) dadeita est intubsetai2b°C, uiss t ®
exami n®e apr s | 06app ar(figure 18.) enddéposanp la larmellie ssru r
une goutte de colorant posée sur une lame pi@igee 18.c). Le carré de gélose a été aussi

examiné sous microscope (grossissement x10 et(kgQje 18.d).
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Figure 18. La technique de la culture sur lanfa) montage de la culture sur lam@®) les
spores sur la culture apres incubat (c) examen microscopique de la lamelle posé sur un
colorant.(d) examen microscopique du bloc de gélose sporulé

IV.4.3 Conservation des champignons

Les isolats fongiques purs sont conserves pour une courte durée a 4°C sur gélose PDA
incling, les cultures somepiquées 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 icm@&huwitl®r ide. pdreaffsouches peuver
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 sélectionnésypr | 6 anal yse mol ®cul a
moléculaire des souches fongiques arésdiséeau niveau du laboratoire de DIAGENE

(Angers, France).

IV5.1 Extraction dO6ADN fongique

L' ADN a ®t® extrait des myc®l i ums afyongi ¢
mini Plant en suivant le protocole du fabriqguant (QIAGEN, Hilden, Germany). Les étapes du
protocole sont d®taill ®es dans | 6annexe 2.
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La quantité et la qualité des extraits d'’ADN est contrblée par Spectrophotométre
NanoDrop 1000 (Thermo Scientifi&tas-Unis) et stockées a20 °C pour la prochaine
utilisation.

IV5.2 Ampl i fication d6ADN

LesrégionsITSi nt ernal ly transcribed spacer) de
par PCR " | 6aide du couple dbéamorcestdsp®ci
1990 ; Gardes et Bruns,1993).

Les essais dbéamplifications cHGRirondtdoi @y® |
Biorad (Biorad, USA) avec les amorces universellds lar ®gi on doél TS synt

Eurofins Genomique, (France).

| TS -TGC®DBAGGTGAACCTGCGG3 6 )
| TS -ACCTCGC&GCTTATTGATATGG3 6 )

Cesamorces permeunehmhtr adhmaeampl i TSeddune t ai
de bases?2 ¢ | doADN g®nomi que sont amplifi ®s dan
r®actionnell e contenant tous |l es r®actifs r

tableau 3 ci-dessous.

Tableau 3. Mixture réactionnelle powamplification PCR

Réactifs Concentrations Concentrations Volume a
initiales Finales prélever
Eau ultra pure 15,1
Tampon de Tag Promega 5X 1X 5, 0 ¢
MgCl, 25mM 1,5 mM 1,5 4
dNTP 25mM 0,2mM 0, 2 ¢
ITS1 10 &M 0,20 0,5 ¢
ITS4 10 &M 0,20 0,5 ¢
Tag polymérasePromega 5U 1U 0, 2
ADN génomique 2 ¢l
Volume final 25 g
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Les cycles de réactions de PCR se composent de 3 phases prindgaésaturation
de | 6 ADN, | 6hybridation et | 6®I ongatiron.
comme indiqué dars 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 pendantmin
Stockage avant révélation 10AC jusqub

Lesproduitd 6ampl i fication ont ®t® r ®v ®l ®s apr
1,5% déun d®p!tt de 10¢]l de produit de PCR
dé®t hi dd g¢o/oml )(.0,ASpr s migration, | 6ADN a ®t ®

IV.5.3 Séquencage

Le s®quen-age automati s® du fragment | TS
technique de Sanger (GATC biotech, Germany).

Léidentification des souches ®tudi ®es a
obtenus aux séquences hongules 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 Tooldtps://blast.ncibnim.nih.gov/Blast.cgi Les résultats sont

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

proches.

IV.5.4 Analyse phylogénétique

Les séquences ont été alignées en utilisant le software disponible MUSCLE. L'histoire
évolutive a été déduite en utilisant la méthode Miximum Likelihood etTamura 3
parameter model Léoapproche du Maxi mum Composite |
faire desregroupementsntre espéces par une matrice de distances par paika r br e

phylogénétique est construit par MEGA(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 atydolérer et utilisé les hydrocarbures pétroliers comme

source de carbone.

IV.6.1 Testdel 6 i n d iredax 2,@dicmlorophénol indophénol (DCPIP)

La capacit® des champignons isol ®s ~ d®g
usagée a été initialemeexaminée selon la technique modifiéeHtinsonet 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: M2Qy/l), CaCi (0,02
gl), KH.PO, (1 g/l), KkKHPO, (1 g/l), NHs;NOs (1 g/l) et Fed (0,05 g/l), eau distillée (1000
ml), pH 7,0(Bushnell et Haas, 1941) Deux expl ants de mypE®!| i um
(@ 8 mm) surles bordsd 6une jeune cul ture f otiliggs gpure s u
inoculer 50 ml de milieu BH liquide dans des flacons de 250 ml. 1% (v/v) du pétrole, diesel
ou | 6huil e usag®e et 0,016 mg/ ml de | 6i nc
contréle sans inoculum a été également préparée. Tous leaslaod été incubés pendant 2
semaines a 30°C sous agitation rotative constante a 120 (figuire 19). Le changement de
couleur de l'indicateur (DCPIP) du bleu (forme oxydée) a incolore (forme réduite) indique la

capacité des champignons a dégradeéteofe (Souzaet al.,2016)

A -
0,016mg/ml DCPIP = “R
+ ¢ Miiiu \" Incubation
Inoculum ' L4jrs
T ] mocule Ji* 120 tr/min
1% pétrole/ diesel/

huile usagée

Bleu (forme || Incolore (forme
50 ml BH

oxydée) réduite)
=> Pas de => dégradation
dégradation

Figure19Test de d®gradation des hydrocarbur

IV.6.2 Test de dégradation utilisant un milieu spécifique
Les isolats fongiques sont transférés dans un milieu spécifique pawoissance des
champignons adaptés aux hydrocarbures (hydrocaatiapted fungk HAF ») selonOudot
et al. (1993) Le milieu est composé deKC1 (0,25 g/l); NaHPO, (1 g/l); MgSQ (0,5 g/l);
NOsNH4 (1 g/l); eau distillée (1000 ml). Chaque isolat edtiw@ dans des tubes (20x200

mm) qui contiennent 20 ml du milieu HAF et 0.1 ml de pétrole, diesél 6uh u i | .eesu s a g «
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tubes sont incubés sans agitation a 28+1 °C pendant 21 (joguse 20). Les isolats
fongiques qui montrent une croissance visiblengeélium ou d'hyphes et/ou une sporulation

sont évalués comme potentiellement capables d'utiliser les hydrocarbures pétroliers comme
source de carbone et d'énergtshafie et al.,2007)

™ £\

Inoculum m 0.1ml pétrole
ou diesel ou
U huile usagée
Incubation
20 ml Milieu —3> ::> 21 jrs 4
HAF 28+1°C

\/

Figure 20. Protocole de dégradation deglrocarbures 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 chacumotke$iuiles pétrolierea été
réaliséeen milieu BH Igui de. Loexp®r i ment #acanode 250 t f a
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) Huile usagéeeomme seule source de carbone, séparément. Des
explantsde myelium (trois disques de 8 mm @) prélevés sur les bords d'une culture active
sur PDA ont été inoculés dans chaque fiole. Ensuite, les cultures anté@é€esa 30 °C
pendant 40 jours. Des fioles du milieu BH contenant chagdeocarburesans inoculum sdn
pr ®par ®es comme t®moins qui permettent de
biodégradation. Tous les tests ont été réalisés en trip{idatddela et al.,2015)

Les flacons ont été secoués manuellement a des intervalles réguliers penddat toute
durée de I'expérience pour faciliter le contact de la phasedulilde (Davies et Westlake,
1979; Chaillanet al.,2004)

IV.7.1.1 Extraction des hydrocarbures et analyse gravimétrique
En fin de culture, les produits pétroliers résiduels sont récupéréstpastiex liquide
liquide. Le pétrole et le diesel ont été extraits séquentiellement avec des aliquotes de 40 ml
d'éther de pétrole: acétoneldans une ampoule a décanter et agités vigoureusement pour
séparer les hydrocarbures adsorbés sur les mycéliumEns ui t e, l e m®I ang

| ai ss® reposer pour se d®canter. La phase
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extrait a été récupérée et le solvant a été évaporé sous pression dans un évaporateur rotatif
dont la température du bain dépasse pas 40 9@l-Jawhari, 2014) Lé6huil e de
usagée résiduelle a été récupérée par la méme procédure précédente en utilisant le toluene
comme s ol v an(Adesodureet Mbagwe,t2008)Aprés évaporation complete du
solvant, le résidu hydcarboné est pesé puis le taux de dégradation est quantifie par
gravimétrie.Le pourcentage des hydrocarbures totaux dégradés a été déterminé a partir de la
formule suivantg¢Chaillan et al.,2004; Hock et al.,2018:

oS o P &
b HHHT H HH
a: poids du p®trole, diesel ou | 6huil e usag

b : poids dupétroled i e s e | ou | 6huil e usag®e r ®si duel (

IV.7.1.2 Détermination de la biomasse fongique
Apr s |l dextraction des hydr entrnt@bonasse r ® s
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 lardiiige entre le gain dans le traitement et le
contrble a été considérée comme étant due a l'activité de biodégradation des hydrocarbures

par le champignofAmeenet al.,2016)

IV.7.1.3 Détermination du pH final de la culture
Le pH du milieu de culture est mesurélaa fin du temps de |
| 6ensemble des r®p®titions -mette(figuedl). | es t ®n
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3 disques de Smm 2% (VIv)

Ny, ¢

Pétrole

Culture fongique brut

jeune

100 ml BH

ﬂ Tncubation 40 jours 3 30°C

Mesure de
biomasse

L

Extraction
de pétrole

—

Extraction liquide-liquide Fin de la culture Filtration de la

(éther de pétrole-acétone) biomasse fongique

l Mesure de pH

Pesé du résidu pétrolier Pesé de biomasse seche

Figure2l. Les ®t apes de | lackgraddtiendpétradent i t ati ve
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IV.7.2 Etude de la cinétique debiodégradation
LoO® ude de | a cin®tique de biod®gradat.
mécanisme de la dégradation fongique des hydrocarbures pétroliers. Une estimation de la
biodégradation des hydrocarbures au fil du temps a été réalisée coes tantenant 100 ml
de milieu BH et 2% (v/v) de p®trole ou de
inoculés avec les souches sélectionnées et incubés a 30 °C pendant 40desriitervalles
de 10 jours, des flacons inoculés ont été sacufida quantité d'huilpétroliérerestante ela
biomasse mycélienne accumulée ont été mesurées.
Les parameétres de la cinétique de biodégradation des hydrocarbures ont été calculés en
appliquant le modéle cinétique du premier ordre (Aggetral., 2013; Al-Hawashet al.,
2018) :
Fe FmB"
Oou
C: : la concentration (g / ) d'hydrocarbures résiduelle au temps t,
Co : la concentration initiale d’hydrocarbures,
k : la constante de biodégradation (jOur
t: le temps (jour).

Le temps delemivie de la biodégradation,(f) des hydrocarbures est calculé comme suit:

IV.8 Optimisation de biodégradation des hydrocarbures pétroliers

Les isolats fongiques les plus puissants ont été sélectionnés pour la rectiesch
conditions de culture optimales pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers. Deux
parameétres physiechimiques ont été étudiés | a t emp®r ature doéincub

milieu de culture.

IV.8.1 pH optimal

Loef fet du pH grnaidtaitailons udru Ipa®tlriod k® di es
etudié. Les milieux BH ont éfgréparésa pH 5, 6, 7, 8 et 9 en utilisant le HCI 1N et le NaOH
1N. Les flacons ont ®t® pr®par ® comme dans
des hydrocarbes (paragraph&.1) puis incubés pendant 40 jours a 30{Kban et al.,
2015)

Tous |l es tests sont r®al i s®s en trois r@
taux de dégradation, la biomasse accumulée et le pH final du milieu ont été mesurés.

60



Chapitre IV Matériels etMéthodes

IV.8.2 Température optimale
Loeffet de | a temp®rature doéincubaéteaon s
été étudié a 20, 25, 30, 35 et 40 1€s flacons ont été préparés et inoculés par les isolats
fongiqgues comme cité -dessus, puis incubés pemd 40 jours. Le pH du milieu est ajusté a
7. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque traitement. Le pourcentage de dégradation et

|l a biomasse accumul ®e sont mesur ®s ° l a fin

IV.9 Essais de mycoremédiation en microcosmes de sol

Suite aux expériences en milieu minéral, cing isolats fongiques sont sélectionnées pour
une étude de dégradai des hydrocarbures pétroliems échantillons dsols contaminéau
p®t rol e, di esel ou | 6huil e de mo toataire daoss a g ®
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 protme, nous nous sommes inspirés de tests existants pour la
bioremédiatiordes sols polluéaux hydrocarbures pétroliers.

IV9.1Pr ®par ation de | 0®chantill on de sol
IV9.1.1Si te doé®chantill onnage
Léo6®chantill on du sol utilis® pou® Hoerp(

firme situé a la commune de Bled Touahria au sud de la wilaya de Mostaganem, Algérie
(figure 22-23). Le prélevement correspond a la couche superficielle du sbl2B cm).
Environ 10 kg du sol ont été prélevés du site et amenés au laboratasrelemisacs en

plastique.

—

Algérie &

Mostaganem

Figure22.Local i sati on g®ographique du sit
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Figure23.Si t e do®chantill onnage du st

IV.9.1.2 Prétraitement du sol

L6®chantill on du s olepenslantudesanaine; oyéseRtantis®
a 2 mm pour éliminer la fraction supérieure a cette taille. Une partie du sol a été utilisée pour
faire les analyses physiahimiques (protocoles cités auparavargj le reste a été stérilisé
pour éliminer la popuaition microbienne indigene du sol qui peut affecter la croissance et
| 6effet de nos isolats au cours de | a p®rio

Le sol a été stérilisé par autoclave pendant 1 heure a 120 °C, trois fois successive avec un

intervalle de 24 heurg3revors, 1996)

IVV.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 %\{/p) (Abioye et al.,2010; Agarry et Latinwo, 2015). Les huiles ont été bien

m®| ang®es aaiedce |dkdusnocel spaltdul e st ®ril e, pui s
hydrocarbures do6°tre bien absorb®s par | e s
V9.2 Pr ®paration de | 6inocul um

Les champignons sélectionnés pour cette essai ont été cultivé sur une gélose PDA dans
des boites de pétrie. Agrda croissance, les spores ontré@pltéesen imbibant la surface de
l a culture fongique par | 6eau distill ®e st
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)

IV.9.2.1 Sélectionet préparation du consortium
Afindesélet i onner trois isolats pour construi

entre les cing champignons sélectionnés précédemment a été(&liaéet 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 dire¢2ennis et Webster, 1971)Un disque de mycélium
de 5 mm de lisolat fongique a été placé a environ 1 cm de la paroi d'une boite de pétrie
contenant | a g®l ose PDA et du c!ur®isolat@pté s ®,
placé égalemerftigure 24). Les boites ont été incubées a 25 + Z1°@hdum et al.,2016)

Le rayon de la colonie de chaque champignon ainsi que la distance entre les deux
coloniessont mesurés chaque jour et a la fin de la croisséanee. pour cent age doi

calculé par la formule suivan(Royse et Ries, 1978)

1T 1 HHFHI HTHIHE T D 7 ]
Ou R;:le rayon de la colonie dans le control
R : le rayon de la colonie dans le test
Les champignons qui ont montr ® unionpésur ce
pour pr ®parer l e consortium. Léinocul um d
vol umes ®gaux de | 6inoculum de chaque isol a
disques du mycélium
<@ >
lcm lcm
Figure24.Sc h®ma de | 6exp®rience dbéantagoni s me

IV.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 diffusiore doxygéene(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 sldm 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,

paileet®n de bl ®éet c.
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Pour cette expérimentation, le son de blé a été choisis comme bulking agent pour le
processus de bioremédiatiMiasudevan et Rajaram, 2003 Meysami et Baheri, 2003) Le
son de blé est peu couteux, facile a obtenir et présente une tiavéeareén azote et phosphore
servant ainsi comme une source de nutriments additionnelle peladdegradation des
hydrocarbure¢Barathi et Vasudevan, 2003)Le son de blé a ér&mpli dans des flacons en
verre et stérilisé par autoclave a 121 °C pend@nmiutes(Obuekwe et Al- Muttawa,
2001)

IV9.4 Description de | 6exp®ri mentation (d®\

Les microcosmes sont réalisés dans des boites en plastique rectangulaires (20x15x10
cm®) préalablement stérilisé par des rayons Ultcdet (UV) germicide. Chaque boite est
remplie par 300 g de sol stériliséartificiellement contaminé par les hydrocarbures (pétrole,
di esel et | 6huil e usag®e, ) 10 %) . lpa&r r ap|
| 6addi t uNOnc odremeNHs o u r ¢ le KHIR®Dacomneesouree de phosphore
(Mancera-Lopez et al.,2008. Le sol a ®t® humidi fi® par |
de r®tention doeélanegd®d.208)pour notre sol)

Le son de blé (bulking agent) a été ajouté au sol a raisofod®6ysami et Baheri,
2003) Avant addition aux microcosmes, le son de blé stérilisé a été humidifié par 3p)% (v/
déune solution de BH et inocul ® par |l a sol

ce que | a conc e mhsoiatdspores par grammie del ¢Plotineetal., 6 i n o C

2004) Le son de bléinoculé a été ensuite versé sur la aoef du sol dans les microcosmes

puis incub® © 30AC jusqudé”™ ce que |l e myc®li
| a s ur f atgenflaatéMeysamaeg Baheri, 2003 Kota et al.,2014) Le contenu des

mi crocosmes est compl tement mi x® puis inci
maintenue” 60% par | 6aj out de | 6eau distill ®e

témoinscontenant 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 bioreméliation a été évaluée par dosage des hydrocarbures pétroliers totaux

résiduels dans chaqueicrocosmeet comparé au témoin. 10g de sol ont été prélevés des

microcaemes autemps 0, apres 45joirs  © | a fin de doéincubati ol
du o | ont ®t ® utilis®s pour | 6 eSexhletaomme aiten d e ¢
pr ®c ®d e mme nt dans | 6®t ape de dosage Ledes h
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pourcentages de dégradation ont été calculés par rapport aux contréles enlésrearde la

cinétique de biodégradation ont été deduits.

10% pétrole, diesel  Addition,

ou huile usagee {\

Inocuylation

300, .49 d

Sooiliou t
du&;lnrs-\p

S0 ne hid e
SItri®r i

Innucaudb ¢

N a0s oI“

Incubation
90 jours, 30°C

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

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

évenements qui conduisent a ces changements.
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La mutation eskaltérationpermanente d'un ou plusieurs nucléotides a un site spécifique
le long du brin d'ADN. Dans de nombreux cas, les mutations sont nocivescentines
mutations qui surviennent rendent l'organisme mieux adapté a son environnement et
améliorent ses performances biocatalytiguescapacité de mutation d'un microorganisme
est une propriété importante de I'ADN car elle crée une nouvelle varidéins le pool
génétique.

La modification et 'amélioration de la souche par mutation sont généralement obtenues
en soumettant le matériel génétiqium-\(ivo ou in-vitro) a une variété d'agents physiques ou
chimiques appelés mutagern@arekh 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 micrQlaéames
et al.,2017) Ce sont des rayons électromagnétiques divisés en trois typasctior de leurs
fréquences UV-A (315380 nm), UVB (280315 nm) et UVC (106280 nm)qui sont les
plus énergétiqueg¢Garcia-Cela et al., 2015. Les mutations induites par les rayons UV
peuvent étre des transversions, délétions, frameshift ou trangRiarekh et al.,2000)

La mutagénése par les rayons UV a été appliquée sur deux isolats sélectionnés dans le
butd 6 am®Il i or er g Wit dediodégraelatian dds éyanocarbures pétroliers.
Les champignons sélectionnés pour cette expériencéseagient un isolat qui possede un
potentiel de dégradation des trois hydrocarbures pétroliers testéegselatig u i ndéa mon

aucun pouvoir de dégradation dans les tests préliminaires.

IV.100.1 Pr ®paration de | dinocul um
Une solution de spore a été préparéeratpa r doéune jeune cul tur
gélose PDA. Les spores ont &igspendued ans un fl acon contenant
additionnée de 0.05% Tween 80. La solution a été filtré vers un papier filtre pour éliminer les
filaments mycélienpuis la concentration des spores a été calculer par un hématimetre de
Malassez. La concentration finale des spores dans la solution est men&espior&8/ml
(Hoffman et Wood, 1985) Enfin, des tubes a essais stérile ont été remplies par 10 ml de la

soluion des spores et conserv®s °~ 4 AC jusquod’

IV.10.2 Traitement par les rayons Ultra-violet
Léirradiation des i1isolats fongiqgues a ®t
lampe a UV (GE G15T8, Germicidal UVC, 15 Watt, 254 r{figure 26.a). Avant chaque
irradiation, la lampe UV a étélluméeau mi ni mum 30 mi nutes pour

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 distanceaediOla lampe U(Kumar et
al., 2015)(figure 26.b ), puis irradiée a un temps fix®; 1; 2; 4; 16; 24 et 32 minutes. Les
boites sont rcup®r ®es | mm®di at ement apr s

eviter la photeréactivation.

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

IV.10.3 Estimation du nombre de spores vivante aprés irradiation par UV
Les solutions de spores irradpusdd®uldedat ®t
demmi# e dil ution ont ®t ® ®t al ®s sur l a surfa
Bengale. Les cultures ont été incubées a 30 °C pendant 2 jours puis le nhombre de colonies
apparus dans chaque boite a été dénombré et la concentration des spores dati®hss so
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 représentinsiel [étale selon une
analyse macroscopique des colonies (taille, forme et couleur différente). lls sont ensuite
purifiés sur milieu PDA puis utilisés pour tester leur pouvoir de dégradation des trois huiles

pétrolieres

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

Le potenti el de biod®gradation de p®tro
mutantes sélectionnées a été analysé en milieu minéral BH par le protocole décrit auparavant
(Etude quantitative de lsiodégradation des hydrocarbures).

Le pourcentage de d®gradation a O®t® d®t
m®t hode gravi m®trique et compar ® avec cel ui
changement dans le pouvoir de dégradatesmid/drocarbures chez les souches mutantes.
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IV.11 Analyses statistiques

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

forme de moyennes et de leurs écarts types.

Léanal yse ANOVA ° un f-hoc tleeTukey aste réalisée poyr a r
comparer les moyennes des pourcentages de dégradations des hydrocarbures calculés dans le
différentes conditions durant cette étufles lettres permettent de distinguer les groupes

statistiqguement différents au sein dgarésentations graphiques.

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

correspondant ont été comparées par le test de Sftident

Les analyses statistiques des r®sultats
Statistics25. 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 hydratmires pétroliers totaux (TPHpnstitue une des approches
les plus largement utilisées pour évaluer les polluants pétroliers et établir les niveaux de
nettoyage cibles pour le spfang et al.,2013)
Le taux de contaminatiopar les hydrocarbures pétroliers dans les deux échantillons du

sol poll u® provenant de |l a raffinerie doAr
totaux (TPH), |l e r®sul tat en TPH est de 18:
191.94 g/kg po u r | 6®chantill on du site S2. Le p

échantillons du sol est de 18.2% et 19.2 % pour S1 et S2, respectivement.

Ces résultats montrent un niveau de pollution trés élevé dans les deux échantillons du
sol analysés. Laoncentration des TPH dans les deux échantillons étadiésipérieua ceux
obtenus auparavant p&enchouk (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 pétrolieres suite au processus de transport, de raffinage et de stockage

des hydrocarbures pétroliers dans la raffinerie.

V.1.2 Caractéristiques physicechimiques du sol non contaminé

Nous avons caractériseé, apres 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
organi que, ddazot e t acifetlledosagk eles pations éohargeables ¢
(Cd*, Mg®, k', Na'). La texture du sol est décrite suite & une analyse granulométrique. Les
résultats obtenus sont illustrés démsableau 5

L'analyse granulométrique montre que le sable est la fractiaomigante. Ainsi,
| 6®chantill on est un $Saltndr,€989) ie mad eskelagarement e p
sal® (CE = 0.560 ds/ m) (Ddrara,d983.s LU & achean tliel ldc
est limité en matiere organique en raison de laléaieneur en carbone organique (0.69%).
Des teneurs faibles en azote ont été également observées.

Le dosage des cations ®changeables pr ®se
de la disponibilité des nutriments dans le @edyeulle, 2013)Notre échantillon comporte

des concentrations faibles en cations mais présente une dominance” d¢2Z a4
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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. Propriéés physicechimiques 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
Matiére organique (%) 1.19
Carbone organique (%) 0.69
Azote total (%) 0.05
P (mg/kg) 39.7
Ca" "(meq/10g) 22.74
Mg* *(meq/100g) 1.12
Na" (meq/100g) 1.17
K™ (meg/100g) 0.25
Calcaire actif (%) 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 gomdesa
populations fongiques cultivables totales dans les échantillons du sol contaminés aux
hydrocarbures pétroliera figure 27 présente les résultats de ces comptages apres 7 jours
doéi ncubation.

Les résultats obtenus ont montré une augmentation iengertde la population
fongique totale dans les échantillons du sol contaminés par les hydrocarbures pétroliers aprés
3 mois dobéincubation par r dflgype27.d) Lapus gramde t ®m
densité des champignons a été enregistrée danslé qui a subi une con:
de moteur usagée (4,1%10FU/g), suivit par le sol pollué au pétrole (2,0.0FFU/g) ensuite
le sol pollué au diesel (6,0.4@FU/g). La densité de la population fongique dans le sol
témoin a été la plus faidl(3,0.16 CFU/qg).

Le but de polluer les échantillons de sol par les trois hydrocarbures pétroliers était
débaugmenter |l e nombre des champignons sap
favoriser | 6apparition d?oé elssphydoearbures pétrojjersqg u e s

Il a été établi que peu de temps aprés 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 qué a pr ®sence dobébune po
augmente la population des microorganismes dégradant les hydrocarbures dans le sol de 1% a
typiqguement 10% de la population totale. La densité fongique observée dans le sol pollué
prélevé du site S1 de la raffineri@dr zew ®t ait tr s grande pa
(figure 27.b). L66®chantill on d e condentration Srds élevéendean t r (
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 | es hydrocarbures p®
V.2.2 Isolats fongiques purifiés
La méthode des suspensiatiitions et la méthde do6i nocul ati on di
doi sol er et de purifier 35 isolats fongigt
I nt ®gr ®s dans | 0®t digues 28;e29 ; B4 eb3d @gnettent det voirolan . L
diversité morphologique tres impartte 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

HM1

HM2

HM3

HM4

x100

HMS

HM6

Figure 28.Aspects macroscopiques et microscopiques des champignons isolés du sol pollué
au | 6 hui{HMehuile snateu® e
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PDA (surface) PDA (reverse)  CYA (surface) = MEA (surface) Observations microscopiques

PB1 |

PB2

PB3

PB4

PB6 |

Figure 29. Aspects macroscopiques et microscopiques des champignons isolés du sol pollué
par le pétroldPB : pétrole brut)

PDA (surface) PDA (reverse) CYA (surface) MEA (surface) Observations microscopiques

DSL1

DSL4

DSL6

DSL7

Figure 30. Aspects macroscopiques et microscopiques de quelques champignons isolés du sol

pollué mar le diese(DSL : diesel)
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~ Observations

iRy ¥

microscopiques

N -«

PDA (surface) PDA (reverse) CYA (surface) MEA (surface)
TN . _

(&4

S1.1

S1.3

S1.4

S2.2

S2.4

S2.6

S2.7

Figure 31 Aspects macroscopiques et microscopiques de quelques champignons isolés du sol
poll u® de | a (Bladitdn’InIrsiteen°2d 6 Ar zew

Le tableau 6résume les caractéristiques moralgiques des colonies sur milieu PDA
déun point de vue macroscopique. Ces r ®s u
obtenue au sein de la mycotheque. Les observations microscopiques des organes de
fructification ont permet de distinguer 11 genredédédnts. La quaditalité des souches
identifiées appartient aux embranchements des Ascomycetes et des Deutéromycetes
(anamorphes dbéAscomyc tes). Seule | a souctl
proportions sont en adéquation avec les résultats abtpauFayeulle (2013)ou des

isolementseffectués a partides échantillons de sol présentant des contaminations historiques

en HAP ont per met | 6i sol ement de 30 souch:
Zygomycetes et le reste sont des Ascomycéles.autre®t ude a pr ®sent ® | 6
souches fongiques ° partir dé®chantillon d

appartiennent aux Ascomycetes et aux Zygomyd&iafsa et al.,2014)
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Tableau 6. Descriptionmacroscopiques et identification morphologique des isolats fongiques

Sol Code | Texture de | Marge de | Couleur | Couleur | Vitesse de| Taille de la Identité de
doéori | gei . la surface | lacolonie | dela | durevers | croissance colonie | i s o
surface
Sol HM1 veloutée Lisse Vert Verdatre Rapide Etendu Penicillium sp
pollué foncé
a HM2 | granuleuse Lisse beige Blanc Rapide Etendu Aspergillus
| 6 ht sclerotiorum
de HM3 cotonneuse Lisse Gris _ Ve[t Rapide Etendu Aspergillus sp
jaunatre
mOtel{r HM4 | cotonneise Lisse Violet | Jaune palg  Lent Etendu Peacilomyces|
L= clair sp
HM5 duveteuse | Irréguliére | blanc incolore Rapide Envahissante| Fusarium sp
HM6 laineuse Lisse noire Noire Rapide Envahissante| Alternaria sp
PB1 granuleuse | Irrégdiére | noire | Jaune palg Tres Envahissante| Aspergillus
rapide niger
PB2 duveteuse Lisse Brun Orange Rapide Etendu Aspergillus
Sol cannelle terreus
pollu é PB3 | floconneuse Lisse mar_ron, Rouge Trés lent Petite Aspergillus
au : be|ge brun ,
pétrole PB4 veloutée Lisse Bleu Orange Lent Petite Aspergillus
brut vert’
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 Tres lent Petite Inconnu
beige
Sol DSL3 | duveteuse lisse Rose Rosatre | Tres lent Petite Acremonium sp
pollué : : clair | i :
DSL4 laineuse lisse blanc incolore Trés Envahssante Mucor sp
_au rapide
diesel DSL5 velouté lisse Bleu Marron Trés lent Petite Aspergillus sp
vert
DSL6 glabre irréguliere | jaune Orange Tres lent Petite Aspergillus sp
DSL7 velouté lisse marron Brun Rapide Petite Scopulariopsis
brevicaulis
S1.1 laineuse | irréguliere | blanc jaunétre Rapide Envahissante| Fusarium sp
S1.2 laineuse | irréguliere | Blanc jaunatre Rapide Etendu Blastomyces sf
beige
S1.3 | Cotonneuse lisse marron| Orangé Tres Etendu Aspergillus
rapide
Soldela | S14 laineuse En Blanc Beige Tres Envahissante| Cephaliophora
raffine rie expansion| doré rapide tropica
déAr z 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 palg Tres envahissantd Aspergillus
rapide niger
S2.2 poudreus lisse Vert Vert Trés étendu Aspergillus
foncé | Jjaunatre rapide fumigatus
Solde la| S2.3 | cotonneuse lisse marron Brun Trés étendu Aspergillus
raffinerie orange rapide terrus
do Ar ] S2.4 | Granuleuse lisse Vert rougeatre Trés étendu Aspergillus
Site 2 a poudreuse olive rapide nidulans
S25 cotonneuse lisse Blanc beige Lent petite Acremonium
rosatre
S2.6 | floconneuse| irréguliere | Gris Marron Lent petite Penicillium sp
vert foncé
S2.7 cotonneuse| irréguliere Rose Rouge Tres lent petite Peacilomyces
cannelle| noiratre sp

L6i dent iicfoscopateia montréa dominance des espéces appartenant au genre
Aspergillusavec 15 isolats, suivi par le gerRenicillium (4 isolats),Peacilomyce$3 isolats),
Fusarium (2 isolats) etAcremonium(2 isolats). Le reste des genres identifiés dans les
conditions de notre étude ont été présentés par un seul isolat.

Le genreAspergillusa été déja rapporté prédominant lors des isolements a partir des
sols pollués par les hydrocarbures pétrol{€aillan et al.,2004; dos Santoset al., 2008,

Zafra et al, 2014, Mohammadian et al., 2017) Le genrePenicillium a été trés souvent

isolés a partir de sols contaminés aux hydrocarb(#kesl et al., 1999; Ravelet et al.,

2000; Fayeulleet al.,2019) Les genre®eacilomyceg-usarium AcremoniumAlternaria et

Mucor ont été également isolés a partir de sols impactés par des hydrocarbures dans d'autres
études(April et al.,1999; Raveletet al.,2000; Potin et al., 2004; Mohammadian et al.,

2017)

Cependant, il est a souligner que la majorité de ces geom@saussi des genres
habituels de la flore fongique du sol en génévdhtanabe, 2002) Loéensembl e de
identifiés dans cette étape correspond a des especes saprotrophes adaptées a la vie dans u
environnement telluriqgue. La présence de ces chgmops dans les échantillons de sols
contaminés aux différents hydrocarbures pétroliers reflete une résistance aux contaminations

qui y sont présentes.

V.3 Identification génotypique des isolats fongiques

Les r®sul tats de | 6i de n tmpignons asblésoant ém@or p t
confirm®s par une identification mol ®cul air
amplifiées par PCR qui sont actuellement utilisées comme méthode de détection sensible et
spécifique pour les champigno(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 |l a base du s®quen-age des fragments
identifiés par comparaison avec les especes les plus proches dans la base de données
GenBank avec similarité de 98 a 99fableau 7)

Tableau 7. Présentation des souches les plus proches, le pourcentage de similarité, numéros

ddbaccession et | 6i denti t® des isol ats s
Code de | Souche la plus proche | Similarité Identification Numéro
| 6i s (%) ddbacce
PB2 Aspergillus terreus 99% Aspergillus terreus | MT797198
strain PB2.aaa
HM1 Penicillium 99% Penicillium MT797196
chrysogenum chrysogenum strain
HM1.aaa
HM3 Aspergillusustus 99% Aspergillus ustus strairf 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% Aspergillusfumigatus | 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 genr®enicilliumet 1 isoat au genr@urpureocillium

La souche PB2 présente 99 % de similarité de séquencé\apergillus terreustrain
OUC-MDZz5136 la souche HM3 présente 99 % de similarité af&epergillus ustus strain
UOA/HCPF 9236et la souche S2.2 présente 98 % de snhitélaavecAspergillus fumigatus
strain CBS 129447Les isolats HM1 et DSL1 ont été identifié¢ comme des especes du
Penicillium, présentent 99 % de similarité avBenicilium chrysogenum strain F106t
Penicillium glabrum isolate 19espectivement. 6 i tSHM# @montré 99 % de similarité de
séquence avec la soudharpureocillium lilacinum strain C. C. Lee AgH3

Tous les isolats identifies appartiennent a la division Alesomycota Ceci est en
accord avec plusieurs études qui ont montré que les AsctasycemmePenicillium,
Aspergilluset Fusariumne sont pas seulement ubiquitaires, mais aussi tolérants et capables
do®l i miner | es contaminant s epariles hydrocarburdsa n s
(Hofrichter et Scheibner, 1993 ;Elshafie et al, 2007; Leitao, 2009 ; Yeet al.,2011)

Les espéces du genrespergillusidentifiees 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 degipcarbures dans des travaux préced@ntslot et
al., 1993; Bento et al.,2005; Mohsenzadehet al.,2012; Zafra et al.,2014; Ameenet al.,
2016; Hock et al.,2018)

Penicillium chrysogenumautrefois nommé. notatumm est | 6esp ce | a
genre Penicillium pour la production des antibiotiques, ce champignon est utilisé comme
producteur c o mme r dactanines@@6zendmiChaberz ettal.,, Q01& . b
chrysogenuna ®gal ement prouv® son efficaaoxiqie® dan
tels que les métaux lourdhliu et al.,1993; Tan et Cheng, 2003)le phénol(Leitdo et al.,
2007)et les hydrocarbures aromatiques polycycligues comme le flu@@amen et al.,2002)
et le pyrengRaveletet al.,2000)

Purpureocillium lilacinum, anciennement nomméaecilomyces lilacinysest un
champignon filamenteux saprotrophe commun du sol (LuaAgdaet al.,, 2011). Ce
champignon a été abondamment étudié pour son utilisation comme agent de lutte biologique
contre les nématodes parasites plasites ainsi que pour la production de divers métabolites
secondaires actifs menant a de nombreuses découvertes médicales dans la recherche humaine
(Xie et al.,2016) Cependant , Les rapports qui d®cr it
dans les mcessus de biodégradation des hydrocarbures pétroliers sont limités.

Les arbres phylogénétiques reflétant la relation entre chaque genre et les souches
similaires existant dans | es banques de dol
Likelihood en utilisant le logiciel MEGA Xfigure 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

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 Ar bres phyl og®n®ti ques bas® sur l es s
méme genre et des espéces apparentées trouvées sur GenBank. A : relations phylogénétiques

entre solats du genrAspergillus B : Purpureocilliumet C :Penicillium

V.4 Tests préliminaires pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers
La premi re ®tape dans | e d®veloppement

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

fongiques selon | eurs capacit®s ~ tol ®rer e

V4.1 Test doateur rédox® @ dichlorophénol indophénol (DCPIP)

Cette m®t hode dbéanalyse permet une s®Il ec
hydrocarbures pétroliers utilisés dans cette éthtle.dépend du changement de couleur des
milieux inoculés par lesolats 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 giesli@trates et le sulfate. En
incomporant un accepteur d'électrons 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 l'incolore (rédaitsonet 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
Il “incolore, |l e second est | & pdroleredansille milien de
et |l e troisi me | e d®vel oppement (igueld® mas:
(Al-Nasrawi, 2012)

Témoin

Figure33.Changement de coul eur de | 6indi centeur
pr ®sence de (a) p®trole, (b) diesel et
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Tableau8.1 nt ensi t ® de d®c ol eDCPIR et la craissanag mycéliénnen d i ¢
observ®e apr s 14 jours dbéincub
Pétrole Diesd Huile usagée
Isolat Décolorisation | Croissance | Décolorisation | Croissance | Décolorisation | Croissance
mycélienne mycélienne mycélienne
Témoin - - - - - _
PB1 + - - - - -
PB2 +++ ++ ++ + +++ ++
PB3 + - - - + +
PB4 + + - - + +
PBS5 ++ + - - A +
PB6 +++ +++ + + +++ ++
PB7 - - + - +++ +
HM1 ++ ++ +++ + - -
HM2 rrar T T Sl 1Fr raFr
HM3 +++ +++ ++ ++ ++ +++
HM4 +++ +++ ++ ++ +++ +++
HM5 + + + - - -
HM6 - - - - - -
DSL1 ++ + +++ ++ + +
DSL2 + - + + +++ ++
DSL3 + - - - +++ ++
DSL4 ++ + - - +++ ++
DSL5 ++ ++ - - - -
DSL6 ++ S ++ Fr ++ ++
DSL7 + + - - + -
S1.1 = - - - - -
S1.2 - - - - - -
S1.3 ++ + ++ - S S
S1.4 ++ ++ - - ++ +
S1.5 - - - - - -
S1.6 - - - - - -
S1.7 3 3 - - ++ ++
S1.8 - - - - ++ +
S2.1 - - - - ++ +
S2.2 +++ +++ +++ +++ +++ +++
S2.3 ++ ++ - - ++ ++
S2.4 - - + + ++ +
S2.5 = = = S ++ +
S2.6 - - - - + +
S2.7 - - - - + +

Changement du couleur: pas de changement; #aible, ++: moyen, +++ complet
Croissance mycélienne: absence, +faible; ++: moyenne, +++ forte
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Le changement de couleur (décolorisation) des milieux inoculés par les 35 isolats
fongiques puri fi ®s ai nsi gue l i ntensi t®
déi ncubation Istabkeu8i I |l ustr ®s dans

En général, La majorité des isolats tes(@1 isolats) ont montré un changement de
couleur dans le milieu pour au moins un hydrocarbure. Neuf isolats fongiques ont présenté
une <capacit® dobéoxyder |l es trois hydrocarbu
temps. Ces champignons appamient aux genres deésspergillus(HM2, HM3, PB2, PB6,

DSL6, S2.2 et S1.3Renicillium (DSL1) etPurpureocillium(HM4). Les espéces du genre
Aspergilluset Penicillium ont été enregistrées dans des études antérieures comme étant des
dégradants des hydrocarh e s p®t rol i ers en montrant wune
présence de pétrole comme source unique de cafBbidasrawi, 2012; Moustafa, 2016;
Al-Hawashet al.,2018).

Le comportement des isolats sélectionnésawss les trois hydrocarburea été
di f f®rent par rapport ) | 6i ntensi t® de | 0c¢
form®e et | a quantit® doéhuile qui persiste
a été la plus oxydée par les isolats testés (28 isatais),par le pétrole (23 isolats) puis le
di esel (14 isol ats). Cependant , | 6i ntensitq
a eté plus grande dans les milieux contenant le pétrole comme source de carbone. Cela peut
étre attribué a la natureedchaque huile vu que le pétrole brut est un produit naturel non
raffin® compos® doéun m®el (Kumgreet a,@0dip)lalers que d' hy
| 6huile lubrifiante usag®e a ®t ® soumi s
dans lesquelk ils ont été chargés de métaux 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. Lelsis HM2, HM3 et
HM4 obtenus ° partir du sol poll u® par | 6h
développement de biomasse pour les trois hydrocarbures testés.

V.4.2 Test de dégradation utilisant le milieu spécifique HAF
Les isolats fongiques orété inoculés dans un milieu minérgpécifique pour la
croissance des champignons adaptés aux hydrocarbures (hydreadapoed fungik HAF »)
décrits parOudot et al. (1993) Le milieu contient l e p®trc
comme source de calm e et HedaBleae ®ngonte 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 | 6huile usag®e.
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Tableau 9.Croissance des chamignons isolés dans le milieu spécifique HAF en présence de
p®t rol e, diesel ou | 6huile usag®e comme s

Isolat Pétrole Diesel Huile usagée
0

o
o

Témoin
PB1
PB2
PB3
PB4
PB5
PB6
PB7
HM1
HM2
HM3
HM4
HM5
HM6
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 2

Intensité de croissance du champignon (échelle de;0&gas de croissance et 4=bonne croissance)

Pl N BR|OIOININIRFPIO|WOO|O|NIFP|OIOININIEFRIN OO O R|OINRPWWw
P O|O|FR|R|OC|IO|WIR|IO|IO|FRIO|OC|OC]WIRP|IWO|IO| BO|IO] AN DNWEFIWNO|OI N -
RPIRINIDNORPIERININRPRIERINOIRIEINIDNIDN RPN NINWINININ PR RN W] -
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Ces champignons ont montré des capacités de biodégradafiérerdis qui ont été
évaluées par un examen visuel de la croissance mycélienne (échelle de 0 a 4 ou O signifie
absence de croissance et 4 bonne croissgfigaje 34). Les isolats PB1, PB2, PB6, HM1,

HM2, HM3, HM4, S1.3 et S2.2 étaient les dégradateurpémle 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 élevé de
bi od®gradation de | O0huile usag®e.

Les résultats lmtenus dans les tests préliminaires montrent que les champignons isolés
poss dent une diversit® et une adaptabildi

hydrocarbures pétroliers comme source de carbone.

DSL1

Témoin

PB2

Figure 34. Croissance de quelque isolats fongiques en milieu HAF en présence de (a) pétrole,
(b) diesel et (c) I 6huil e usag®e, afy

Le traitement des résultats obtenus dans ce test préliminaire ainsi que le test précedent
(test DCPIP) a permis deélectionner6 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 d diminuer la quantité initiale des hydrocarbures dans le milieu de culture. La
capacit® doéoun isol at " d®gr ader pl usieurs

considération aussi.

V.5 Etude quantitative de la biodégradation des hydrocarbures pétroéirs
V.5.1 Biodégradation de pétrole par les isolats sélectionnés
La figure 35 présente les taux de biodégradation obtenus par les isolats fongiques
s®l ectionn®s apr s 40 jours doéincubation e
liquide. Les taux de égradation obtenus présentent majoritairement une moyenne supérieure

5 %, qui est |l e taux de biod®gradati-an mi |
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vis du pétrole(Oudot et al., 1987) Les pourcentages de bi od®c¢
30.43 % (isolat HM3) et 55.98 % (isolat DSL1).
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S b
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Isolats fongiques

Figure 35 Taux de biodégradation de pétrole par les isolats fongiques apres 40 jours
déi ncubation en milieu l i qui de. Les barr e:
moyenneqn=3). Différentes lettres sur les barres indiquent des moyennes significattveme
différentes selon le test de Tukey (p<0,05)

Les six isolats fongiques ont présenté des moyennes particulierement élevées de
bi od®gradati on de Ppgbrumpd entraind_|é taux dd deégradaildd del  (
p®t role I e plus ®l ev® avhA terre63quyi 8 8egr&de 5441% vV |
de la quantité initiale de pétrole brut. Les isolats HM1, HM4 et S2.2, ont présenté aussi des
taux de dégradation trésmportants, HM4 (P. lilacinum) a éliminé 44,55 % de la quantité
initiale des hydrocarbures, HMP (chrysogenujret S2.2 A. fumigatu¥ ont montré des taux
de d®gradation ident i gqA esu} de 4é8¢jee@alermet .efficacé i s o
avec unenoyenne 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 dégrage®lé r ol e et l Gut il i
source de <carbone et do®nergi e pour l eur
hydrocarbures pétroliers variait selon les genres et aussi au sein des €3péteset al.

(2018) ont rapporté dix champignons tgliques capables de croitre et de dégrader le pétrole
brut en milieu de culture minéral, le pourcentage de détjoadaaximale a été 77 % obtenu
par unPenicillium citrinum suivi par unAspergillus flavusdégradant 62% de pétrole. Un
isolat identifié corme A. terreusa montré un taux de dégradation proche de 45%. Le taux de

d®gradati on mi ni mal enregistr® par CAett e
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polyporicola Ces valeurs semblent cohérentes aux résultats de notre étude, bien que la
comparaisos oi't rendue difficile par |l es diff ®r el
des résultats en pourcentages de dégradafibA-Hanafy et al (2015)ont rapporté deux

isolats fongiques affiliées a@enicillium et Aspergillusdégradaient le pétrole lira des taux

de 48% et 54%respectivementLa soucheA. fumigatusa été employéauparavantdans des
expériences de dégradation de pétrole et a montré des taux de dégradation moins important
que celui obtenu par notre souche SZBaineau et al., 1999; Chaillan et al.,2004) A.
fumigatusa déja montrées potentiels importants dans le domaine de biodégradation des
contaminant§Shaziaet al., 2013; Haritash et Kaushik, 2016; Khan et al.,2019); cette
souchepose souvent des problemes dans lesvéserde carburarOudot et al.,1987).

Purpureocillium lilacinum qui était auparavant connue sous le nonPdecilomyces
lilacinus, a été décrit dans plusieurs rapports pour son pouvoir de dégradation de composés
aromatiques tels que le toluefiigueras et al., 2008) le benzo (a) pyrenfRafin et al.,

2013) ou le biphényle(Gesell et al., 2001 ; Sietmannet al., 2006) Hormis P. lilacinus

d'autres especes d@aecilomycedelles queP. variotii a été décrit comme un dégradeur
d'hydrocarbures pétroliere n  ®I| i mi nant 58. 15 % débhydroca
(Shetaiael al., 2016) Dans une autre étudB, variotii a montré un taux de biodégradation
important des +alcanes (> 90%) présents dans le pétrole brut BAL (Btaillan et al.,

2004) Au vu ¢k cela, notre caractérisation &e lilacinum ( HM4 ) en tant guao
dégradante d'hydrocarbures n'est pas si surprenante.

Afin de confirmer la capacité des isolats a dégrader le pétrole, on a mesuré la biomasse
accumul ®e ° | a f i lee galneen biadinassepsBus chapia tragemenbet le
contr®'le correspondant apr s l&fiQurej3@ur s doéi nc

La majorité des isolats fongiques ont montré une accumulation de biomasse
significativement plus élevée par rapport ar¢éetémoins incubés sans pétraksL1 a gagné
le poids maximunde 1,2 g/L qui est fortement corrélée avec le taux de biodégradation de
p®t role | e plus ®l ev® enregistr® par ce c¢hs:
montré une accumulation impartte 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
chezdifférents champignons, ont également rapporté unenadation de biomasse dans des
conditions similairesElshafie et al. (2007) a signalé un gain de biomasse important par
Penicillium chrysogenumAspergillus terreus eA. nigerdans un milieu liquide contenant du

pétrole comme source unique de carbonge Hutre étude a noté une production de plus de 6
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g/L de biomasse par le champign@érematophoma sp. UTMC 50@fans le milieu MSM
supplémenté par 1% de pétrole KiMbghimi et al.,2017) Shetaiaet al.(2016)ont rapporté
une augmentation de la biomassehe de deux souches fongiqueégpmyces tetrasporust
Paecilomyces variotiidans un milieu minéral salin additionné de 5 % (p/v) de pétrole apres

30 jours doéincubation.
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Figure 36.Quantité de biomasse fongique accumulée damsilieu contenant du pétrole et

l es t®moins correspondant s, apr s 40 jours
écarts types de ces moyennes (n=3). Les astérisques indiquent une différence significative
entre la biomasse accumulée par aleadgsolat et son témoin selon le test de Student
(p<0,05)

Le tableau 10présente les valeurs de pH du milieu de culture mesurées a la fin de
l'expérience. Les résultats montrent une diminution du pH de milieu pour la majorité des
isolats testés. Les chamgnons qui ont montré une forte dégradation de pétrole auparavant
ont permis doéenregistrer une diminution rer
notamment les isolats PB2, S2.2 et HM1.

Al Jawhari (2014) a rapporté une réduction dans le ptd ilieu de culture liquide,
additionn® au p®trol e, AmgereA Zudigajuplespd doi |
enregistrés par cette étude était 5.6 et 5.7, respectivefeangera également montré, dans
une autre étude, une diminutiondupHdumi eu pendant 6 jours doéi
liquide contenant du pétrol@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, apres 16
j our s d 6(Vamishredenat., 20d4)
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La réduction du pH dans les milieux de culture au cours de la période diincubation
signifie des changements chimiques des substrats hydrocarbonés qui ont di étre précipités par
des enzymes cataboliques microbiennes spécifiguanafeta-Boldu et al.,2018)

La dégradation microbienne des hydrocarbures conduit souvent a la production d'acides
organiques et d'autres produits métaboligu#dslawhari, 2014). L'acide propanoique a étée
identifié, parmi d'autres métabolites (une série d'alcode e€tones), dans la phase aqueuse
suite a la dégradation du diesel par fumigatus(Bento et al., 2005) Ainsi ; les acides

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

Tableau 10. Valeurs de pH fial dans les milieux contenant le pétr@pres 40 jours
d 6 i n c ulesavaleurs 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 Biodégradationdu diesel par les isolats sélectionnés
Les isolats fongiques, qui ont montré un potentiel de dégradation de diesel dans les tests
préliminaires, ont été seélectionnés pour une analyse quantitative de la biodégradation du

diesel. Les taux de dégradation yans du diesel par les champignons sélectionnés sont
illustrés danga figure 37.
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Figure 37.Taux de biodégradation de diesel par les isolats fongiques aprés 40 jours
déincubation en milieu | i gnties écarts tymes delcesr r e
moyennes (n=3). Différentes lettres sur les barres indiquent des moyennes significativemen
différentes selon le test de Tukey (p<0,05)
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Les pourcentages de biod®gradation obten
L 6 i sPB2 aartontré le potentiel de dégradation le plus élevé en éliminant plus que la moitié
de la quantité initial du diesel dans le milieu s ui v i par | 6i sol at DSL
de diesel. L6i sol at S2. 2 a ®gabramendégradantnt r G
41.56 % de eéeteddsusoldtseHMP & HW4oohtimontré des taux de dégradation
comparables qui ne se different pas significativement.

Le taux ®l ev®s de d®gradat i Anerregugcontordges e |
avec des résultats obtenus par une autre étudk. derreusa éliminé 70 % des TPHs du
di esel en d®gradant 71 % doéhydrocarbures al
présent dans le diesel ajouté au milieu M8fhan et al., 2014) La c ameasauche ® dC
d A. terreusa dégrader le diesel a été également confirmée par la mesure de la concentration
de CQ®mi s apr s 4 s e (fAmeemet a., 2a@l6) iAnfemightastisoléodes
boues des réservoirs de stockage de diesel, a été tres afficacka dégradation du diesel, en
particulier les fractions aliphatiquéBento 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 teepléssrdigure
38.
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Figure 38. Quantité de biomasse fongique accumulée dans le milieu contenant le diesel et les

t ®moins correspondant s, apr s 40 jours dbéi
écarts types de ces yannes (n=3). Le astérisques indiquent uaéférence significative

entre la biomasse accumulée par chaque isolat et son témoin selon le test deTStudent
(p<0,05)

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

| 6 atHWM3, en contradiction avec le taux de dégradation de diesel présenté par cet isolat

précédemment qui a été le plus faible par rapport aux autres isolats. Cela-éstepetita la
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nature des composés hydrocarbonés présents dans le diesel dégraglds paec s ouc he .
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 quantgélsi@masse accumulées par les isolats
DSL1 et S2.2 ont été comparables, ces résultats sont cohérents avec les taux de de dégradatior
de diesel I mportants pr®sent ®s par | es deux

La majorité des champignons qui utilidées hydrocarbures pétroliers comme source de
carbone et dbé®ner gi e ma&bienassdEishafeethle2807)mesl ®c u |
champignons ont montr® des comportements di
de dieselcomme saure d 0 ®ner gi e. La composition chi mi
facteur i mportant qui d®t ermine | a capacit
carbone, cette constatation est supportée par les observatiDavids et Westlake (1979)

02 |l a croissance doéi sol at s fongiques i ndi \
di ff®rentes compositions no®t ait pas touj
pratiguement le méme profil deafcane.

La production de biomasse fongique alediesel comme source de carbone a déja été
rapportée pour les especeAgpergillus A. terreusa montré la plus grande accumulation de
biomasse (0,831 g/l) pendant la dégradation du diesel par rapport au témoin correspondant
(Ameenet al.,2016) A. funigatusa atteint les poids les plus élevées de biomasse (environ 60
mg) aprés 60 jours d'incubation dans un milieu minéral avec uniguement du diesel comme
source de carbon@ento et al., 2005) P. lilacinuma précédemment montré la plus grande
augmentatio de biomasse en présence d’hexadécane et de t¢Reyrener et al., 2018)

Ameenet al.(2016)ont rapporté un gain de poids de 30,9 % en biomasBe diotii via la
biodégradation du diesel en milieu liquide.

Les résultats présentés ddagableau 11 sont les pH mesurés a la fin de la période
doéi ncubation. Une diminution de | a valeur
testés |l a valeur du pH |l a plus faible a ®t® e
biodégradation ddiesel 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 diesePpénmigatus
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Tableau 11. Valeurs de pH final dans les milieux contenant le diesel apres 40 jours
déincubation. Les valeurs soms des moye

Isolats PB2 HM1 HM3 HM4 DSL1 S2.2
pH final | 5,274,28 | 6,514,09 | 6,77+0,04| 5,98+ 0,04| 6,40+ 0,15| 5,31+ 0,28

V53 Biod®gradation de | 6huil e usag®e
Les pourcentages de bi od®gr adati on de

sélectionnés pour ce test sohistrés danfa figure 39.

~ 30,00
X
=~ a
3 T
L 25,00
g —
@ 20,00 ¥
2 ab b
o 15,00 I
©
c
)
% 10,00
©
c
& 5,00
©
Q
m
0,00 ; x x x
PB2 HM3 HM4 DSL1 S2.2
Isolats fongiques
Figure 39. Taux de biod®gradation de | 6huil e wus
déi ncubati on en mil i eu l'i qui de. Les barr e:

moyennes (n=3). Bférentes lettres sur les barres indiquent des moyesigadicativement
différentes selon le test de Tukey (p<0,05)

Les r®sultats montrent wune faible d®grad
au diesel, par tous les isolats testés. Cela @tee attribué au fait que I'huile usagée contient
des métaux lourds et des hydrocarbures aromatiques polycycligues toxiques qui sont
hautement récalcitran{abioye et al.,2010) Le taux de dégradation maximum était 23,38%
enregi str ®s pesrisolatséDSIslp HMdtet HMB Dnt montrés des taux de
d®gradation tr s proches all ant de 14.16 %
dégradation a été observée chez S2.2.

Hock et al.(2018)ont report® | a d®gradati beaBHd o hui
par 6 isolats fongiques dont 4 appartiennent Asgergillus Le meilleur pourcentage de
dégradation était 21.11% enregistré panicillium simplicissimunaprés seulement 7 jours
d 6 i nc y bnaisolat adentifiéA. ustusa d®gr ad ® 1usage?l&conténtration| e

i ni tial e dohuil e dans | e mi |l i eu ®t ai t 20 %.
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recueillie par le méme isolat dans les conditions de notre étude. Cette différence dans le
potenti el de bi od®gr adtaétré ke a th adlifearende edansi lma g ®
composition chimique de chaque huile, car la composition chimique des huiles lubrifiantes
varie selon | e p®trole brut dbéorigine, |l es
Elle dépend aussi de type filel, du temps de travail du moteur et des conditions mécaniques
de | 6(Wazquézbuhalt, 1989) Néanmoins, les champignons filamenteux ont été
report ®s effectives dans l a biod®gradati or
précédentefAdekunle et Adebambo, 2007 Husaini et al.,2008 ; Ameenret al.,2015)

La figure 40 présente la quantité de biomasse produite par les isolats fongiques dans les
milieux contenant | O0huile usag®e comme sour

La quantié 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

taxk de d®gradation de | 0huile usagedss.|l e pl u:c
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Figure 40. Quant i t® de biomasse fongique accumul ¢
et |l es t®moins correspatnidam.t slLesapbarsr i) d @
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 deTStudent
(p<0,05)

La mesure du pH dumiie de cul ture 7 la fin de | a
déoobt enir -adpeqtablesng2)y| t at s ci
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conten

Tableaul2 ValeursdipH f i nal dans | es milieux
déi ncubati on. meennesadcattypesle Frépétitionsd e s
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 fongiquesela est conforme avec les taux de dégradation faibles enregistrés
déhui l

observées dans ce test confirment que la diminution de pH du milieu de culture est liée a

parces i solats en pr®sence e usag®e co

| 6 insité de biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les microorganismes présents.

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

hydrocarburep ®t r ol i er s,

n déam®l i orer nos i nformations sur I

une estimation des quant.i

biomasse accumulée au fil du temps a été réalisée. Les isolats PB2, HM3, HM4 et S2.2 ont
eté seélectionnés pour le suivi de la biodégradation du pétrole en fonction du(tieyups

41). La biodégradation du diesel au fil du temps a été étudiée chez les isolats HM1, HM3,

DSL1 et S2.2figure 42). La cin®tique de biod®gradati on
PB2 et HM3(figure 43).
8 - 8
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~ ®
56— , -6, =o—PB2 (pétrole résiduel)
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Figure 41. Coneentration de pétrole et biomasse fongique accumulée dans le milieu BH

pendant | a p®riode doincubatio
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Figure 42.Concentration de diesel et biomasse fongique accumulée dans le milieu BH
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Figure43Concentration de | 6huile usag®e et bi
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pendant | a p®riode doincubatio

La constante de biodégradation (k) et le temps de-glenont été déterminés par le

modele cinétique du premier ordreprésentés danstiableau 13
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Tableau 13. Les parametres du modele cinétique du premier ordre de biodégradation de

p®t rol e, diesel et | O0huile usag®e par |
Pétrole Diesel Huile usagée
Isolats K (jour-Y) t re K (jour-Y) t 1, re K (jour-Y) t 1, r?
(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

s2.2 | 0,025 | 27,73| 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 diture liquides. Une réduction rapide du pétrole a été
observ®e au cours des 20 premiers jours dboé
(A. fumigatu} a été la plus rapide dans la dégradation du pétrole en éliminant 43.03 % de
pétrole durantle pr emi er s 10 | o Wrtereud, par cootre, @ anoniréoune P
dégradation plus rapide de pétrole, pendant 10 jours, aprés"®j26 ur ddi ncubat
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 élevés en accord avec la vitesse de dégradation
élevée présenté par ces deux isolats. Le temps devikelfti), qui est le temps nécessaire
pour que la moitié de la quantité initiale des hydrocarbures soiadi&ga 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 conddariiexiégradatios
enregistréesCependant, la réduction de diesel a été aussi plus forte dans les 20 premiers jours
déi ncubation comme a ®t ® obser vucompodement e p ¢
de biodégradationomparable a celubservé augravant avec le pétrole en élimin&2,39%
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 elevee (Kx023 / jour) et lesfz (30.14 jours) le plus court montré par cette
souche. La vitesse de disparition de diesel par HMHrysogenuma été faible et presque
constante dans | a p®riode doéincubation (40
ddéune i ncubati on pl us l ent e pour guodel l e
constatation est confirmé par la constante de biodégradation la plus faible (k=0.009 /jour) et le

temps de demi vie le plus grang-£ 77 jours) présentés par cette duic
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De son tour, | 6huil e usag®e a ®t® d®gr ad
constante et trés faible par rapport au pétrole et au diesel par les deux isolats RB2(3
et HM3 (A. ustu} . Les constantes deagée Etaaht@eg ples dadlesi o n
(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, respectivencent)indique que
|l a d®gradation deel ohei der @sag®enao®oasison p
LO®tude de | a cin®tiqgue de d®gradation n
comprendre la cinétique de la bioremédiation des sols et également a déterminer la quantité de
contaminant péttar restant a un moment don{@jewumi et al., 2019) Léoapplicat
modéle cinétique du premier ordre des réactions chimiques pour évaluer la cinétique de
biodégradation des hydrocarbures par les microorganismes a été adoptés par plusieurs études
préc@entes(Asemoloyeet al., 2017; Al-Hawash et al., 2018a; Samaeiet al., 2020) Al-
Hawash et al. (2018a)ont étudié la cinétique de biodégradation de 1% pétrole en milieu
MSM par deux souches deenicillium: RMALl et RMA2. lls ont reporté des constantes de
biodégradation de 0.807/jour et 0.737/jour de pétrole par RMALl et RMA2, respectivement.
Un isolat identifieAspergillus spRFCG1 a per mis doéobtenir une <c
pétrole brut d®.074jourdur ant 7 jours doi e@ltHawashetaln e n
2018b) Dans une autre étude, la constate de dégradation maximale (K= 0.02%4desr
hydrocarbures totaux dans le sol a été obtenud paigersuivi parPenicillium ochrochloron
(k= 0.0213 jour). Les temps de demie correspodants étaient 30.9 et 32.4 jours,

respectivementEssabriet al.,2019)

V.7 Conditions optimales de biodégradation des hydrocarbures pétroliers
Cette ®tape vise ~ d®terminer | a temp®ra

la biodégradationdepéto | e, di esel et | 6huile usag®e pa

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 conditionsésatités dans la
figure 45. Les résultats montrent que les trois isolats ont été capables de dégrader le pétrole
dans | 6intervalle de pH A®Rermew(PER) etAeustdsHM3) 9 . L
ont exécuté une dégradation significativement®l ® | ev®e ~ PpH6 cCce que
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 lemeilleurs pour la dégradation de pétrole par ces deux souches. Des
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r®sul tats similaires ont ®t® observ®s dans
soucheAspergillus. S)RFC1 a des pH initiaux différents ou la meilleur adsorption a été noté
pour les pH 5 et GAl-Hawashet al.,2018b)

Par contre, la soucHe. lilacinum(HM4) a montré une dégradation effective de pétrole
pour des pH neutres a basiques, le meilleur taux de dégradation a été observeé a pH9 (47.51 %)
suivi par pH6 (46.43 %). Aucne di ff ®r ence significative n
dégradation aux pH6, 7, 8 et 9 par cette souche. Un champignon du méme genre
Peacilomyces variotidH6 a montré une adaptation a un large intervalle de pH pour la
biodégradation de phénol, polluant organique tres toxiq#/ang et al.,2010)

Les quantités de biomasse accumulée par PB2 dans les différents pH ont été en accord
avec les taux de dégradation de pét(btpure 45). Cependant, pour les isolats HM3 et HM4,
des différences ont étgbservées 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, HM3etHM4 Des | ettres diff®rentes signifie
entre les % de dégradation par le méme isolat dans des pH initiaux différents
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Figure 45Effets de différents pH sur la quantité de biomasse récoltédeparsolats
fongiques en présence de pétrole. Des lettres différentes signifient des différences

significatives (pO0.05) dans |l a quantit® de
différents

Les pourcentages de biodégradation de diesel papleshes fongiques sélectionnées a
des pH différents sont illustrés ddasfigure 46. Les biomasses accumulées dans les mémes
conditions sont présentés ddadigure 47.
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Figure 46.Effets de différents pH sur le pourcentagedégradation de diesel par les isolats
HM1, HM3 et DSL1. Des lettres différentes signifie des di ff ®r ences si i
entre les % de dégradation par le méme isolat dans des pH initiaux différents
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Figure 47.Effets de différents pH sur la quantité de biomasse accumulée par les isolats
fongiques en préseac de diesel. Des lettres différentes signifient des différences
significatives (pO0.05) dans |l a quantit® d
pH différents

Les trois isolats ont montré des comportements différent&viss la biodégradatiode
diesel a des pH initiaux différents. Le pH optimal pour la solchehrysogenuntHM1) était
pH8 suivi par le pH7 ou les taux de dégradation de diesel enregistrés étaient 39.83% et
30. 24 %, respectivement . AAustustHMB) a été ls gH7 sulvie p H
par le pH 8. Ces deux souches ont préféré 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 précéedéhtglabrum(DSL1) a présenté un
potenti el ®l ev® de d®gr adat i on;aucene dificrersee | d
significative nb6éa ®t ® enregistr®e entre | e:
cet intervalle; la dégradation apiale a été au pH6. Des résultats similaires ont été observés
chezP. janthinellumSDX7 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 k®sene dans les conditions acides, neutres et bagkjoes et al.,2015) Le %
de dégradation de diesel le plus élevé Trachoderma reesat002 a été obtenu pour un pH
initial de 6(Nazifa et al.,2018)

Au pH9, la dégradation de diesel a diminué sigativement 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 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 opti mal pour
chez deux isolats sélectionnés des tpetsédents A. terreus(PB2) etA. ustugHM3). Les
r®sul tats montrant |l es pourcentages de d®¢
biomasse fongique accumulées sont illustrés temtsgures 48 et 49, respectivement.

Les résultats montrent unki f f ®r ence dans | a capacit® d
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 optimalde52. 32 % ~ pH5. Une di minution sigr
de | 6huile ™ ®tait observ®e par cette souc!
ligne avec ceux observé chez une souche fongique du mémeAgdtaeusqui a montré un
taux de dégradation des hydrocarbures aromatiques optimal au ptAlSxossary et al.,

2020) Une autre étude portée sur la dégradation de décaneepdaillium sp.CHY-2 a
montré que ce champignon filamenteux est capable de dégrader les hydrocarbudkes dans
conditions acides mieux que les conditions basi¢g@esarthanan et al.,2017)

Contrairement ) |l a souche PB2, |l a souc
significative entre |l es taux de d®gradatio
Cependant, Le changement du pH initial du milieu a amélioré considérablement la capacité de
d®gradation de | 6huile usag®e par ce champ
estt e pH opti mal pour | a d®gradation de | 6hui

Les biomasses fongiques produites par ces deux souches dans les différents pH du
milieu de culture(Figure 499 concor dent avec | es taux de ¢

présentés par ces champignons.
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Figure 48 Effets de différentspld ur | e pourcentage de d®gr adeze
i sol ats PB2 et HM3 . Des |l ettres diff®rente
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 pr®sence de | ohuile usag®e. [
significatives (pO0.05) dans rmhéaeigolatadans des® d

pH initiaux différents
V.7.2 Détermination de la température optimale
Léoeffet de | a temp®rature dbéincubation s

les isolats fongiques sélectionnés a été évalué et présenta tignse 50.
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Figure 50.Ef f et s de di ff®rentes temp®rature doir
de pétrole par les isolats PB2, HM3 et HM4. Des lettres différentes signifient des différences

significatives (pO0.05) entre | etmpatuckke d®:¢
déincubation diff ®rentes

Les r®sultats montrent gue |l a temp®rat u
pouvoir de dégradation de pétrole par les isolats fongiques sélectionnés. Les meilleurs taux de
dégradation ont été enregistrés parttes isolats a la température 30 et 35 °C ce qui signifie

gue ces champignons préférent 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 ikis HM3 et HM4, tandis que le pouvoir de dégradation de PB2
néa pas ®t ® affect® par cette temp®rature
températures relativement élevées. Des résultats similaires a notre ont été reportés par
plusieurs étudeportées sur la température optimal pour la biodégradation des hydrocarbures
pétroliers.Al-Hawash et al. (2018b)ontn ot ® que | a temp®rature 0]
de pétrole, naphthaléne, phénanthrene et pyrene par une gwmpmdrgillus. spRFC1 ét#

30°C. De méme, la biodégradation des HAP Aaflavusa été optimale a la température de

30°C (Al Dossary et al., 2020) La temp®rature doéincubation
production de biomasse parichoderma virens UKMHAM en milieu MSM additioné de 3%

(v/v) pétrole lourd comme source de carbone a été égalementi3@itzaet al.,2012)

La température a également affecté la quantité de biomasse produite par chaque isolat
fongique en dégradant le pétrole bffigure 51).
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Figure 51 Ef fets de diff®rentes temp®ratures d
accumulée par les isolats fongiques en présence de pétrole. Des lettres différentes signifient
des diff®rences significati vesumuéppadle d@ne da
i solat ° des temp®ratures doéincubation diff

La production maximale de biomasse par les isolats HM3 et HM4 a été pour 30 a 35 °C,
alors quodelle a ® ® significativement di mi
basses40 et 25 °C) ont aussi diminué les quantités de biomasse produites. Cependant, la
production de biomasse par PB2 noda pas ®t
déi ncubation sauf une faible diminution ob

favorise la croissance mycélienne en facilitant le contacte entre la surface cellulaire et la
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source doé®nergie. Cependant , ” des temp®r :
possi bl e 7 cause de | a d®f or ma tisponibles duels s i t
surface des cellulg®\| Dossary et al.,2020)

La biod®gradation de diesel ” des temp®t
HM1, HM3 et DSL1 est présentée garfigure 52. La température optimale de dégradation
de diesel pales souches HM1 et HM3 était 25 °C alors que la souche DSLgldbrunm 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 diasel le p

elevé observeé tout au long cette étude. Ce résultat est en ligne avec &awadbanan et

al. (2017)quiont report® que | a Penicilumsps @HY2 @ und 6 un e
temp®rature doéincubation de 20 da@capelepiss d
®l ev®e (75%), apr s 28 jours doéincubation.

Ces r®sultats montrent | 6i mportance de |

processus de biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les champignons filamenteux.
En effet, il aété établi que la température est parmi les facteurs qui influencent la composition
chimique et physique des hydrocarbures pétroli@tas, 1981) Elle influence aussi

| 6activit® enzymatiqgue gui (Baht eti ah,2@15) le des
mé&abolisme des hydrocarbures atteint le maximum a des températures relativement élevées
qui varient de 30 a 40 °(Bossert et Bartha, 1984)
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Figure 52 Ef f et s de di ff®rentes temp®raturian doir
de diesel par les isolats HM1, HM3 et DSL1. Des lettres différentes signifient des différences

significatives (pOO0.05) entre | eempiatwes d ®¢
déincubation diff®rentes
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Les quantités de biomasses produitescpaique isolat suite a la dégradation de diesel a
des temp®ratures doéincubat ifigare 33.iLésfbiDPmassesd e s
accumulés par les isolats HM3 et DSL1 sont en accord avec les taux de dégradation de diesel
par ces isolats dans lesémes 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 dif ®r ent es temp®r atures dobéincubat.
accumulée par les isolats fongiques en présence de diesel. Des lettres différentes signifient des
di ff®rences significatives (pO 0. O&mnémedans
isolata destempé&t ur es doéincubation diff®rentes

La biod®gradat i on Adereus(PBR)uetA. estusiHdMd)p®les par
temp®ratures doéincubatifmguwebdi ff ®r entes est p

Les temp®ratures doéoincub@gradatiesnptdesl! d
par ces deux souches étaient 20 et 30 °C. La température optimale chez PB2 était 30 °C alors
gue 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 fa@isles ont été observés a 35 et 40°C.
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Figure 54. Ef f et s de di ff®rentes temp®rature dobéir
del 6hui |l e us ag®eetHM3.rDesllettres diffésemtesasigrefienPde2différences
significatives (pO 0.05) entre |l es % de d¢
doéincubation diff®rentes

La biomasse fongique accumul ®e par | es i
a ®t® ®gal ement affect ®e(figpean’ds). Llesadeux esotgps®@nta t u r
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Figure 55. Ef f et s de di ff®rentes temp®ratures di

accumulée par les isolats fongiguesn pr ®sence de | d6huil e usac
signifient des diff®rences significatives (
|l e m°me isolat ©° des temp®ratures dbéincubat

V.8 Mycoremédiation en microcosmes de sol polluéap les hydrocarbures pétroliers
Dans une d®marche do®l aboration doéun pr

réelles, la caractérisation des capacités de biodégradation des souches isolées nous conduit 3
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envisager des phases odlos®t palel vueGs ®acuh apm®ti d d lo

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

V.8.1 Caractéristiques physicechimiques du sol
Le sol utilisé pour le test de bioremédiation est un sol agricole non cogtabgs
parameéetres physiechimiques mesurés pour cet échantillon de sol son résuméslalans
tableau 14.

Les analyses physieohi mi ques montrent que | 6®chant
pH est neutrgSoltner, 1989) le sol est non salé (CE =0.23 dsihp apr s | 6 ®c he
salinité (Durand, 1983. L6®chantill on du sol est | imit6é6E

faible teneur en carbone organique (0.69%). Des teneurs faibles en azote ont été également
observées.

Tableau 14. Propriétés physicohimiques 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 (%) 0.13
P (meq/1009) 10.67
Ca"" (meq/100g) 26.15
Mg*" (meq/100g) 2.86
Na" (meq/100g) 0.21
K" (meq/100g) 1.05
Calcaire actif (%) 1.38

V82 S®l ection dédmscomda@amtiagmni s me

La construction doéun consortium fongique

tessdbantagoni sme pour d®tecter des effets 1in
s®l ecti onn®s. Léef fet ant agonisgléeur pamadeu® eMl® ®v
suivant leurcr oi ssance sur milieu PDA. Lofordes psé c t r

illustré par lafigure 56.
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HM4 S2.2 HM3 DSL1

HM3

DSL1

Figure 56. Effets antagonistes entre les champignons par inhibition directe sur milieu PDA

Loef fet antagoniste entre | es isolats f¢
déi nhebtteoonohaque deux souche en mesurant |
résumés darlge tableau 5.

Tableau 15. Activité inhibitrice entre leschmpi gnons par test doéat

Les souches PB2 HM3 HM4 DSL1 S2.2
fongiques

PB2 / - -

HM3 - /

HM4 - -

DSL1 * +

+|+ |~
+[~|+|+]|+
~|+ [+

S2.2 - -

-: pas doéinhibiti on:inhibitid?h: i nhi bition partiel

Les r®sultats montrent |l a pr®sence de |
absence entre les aet 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
myc®l i enne nda ® ® observ®e entre | es troi
appartiennen t ous dspergillasralors ils drd été sélectionnés pour construire un
consortium. Donc, le consortium utilisé dans cette étude est constitué de trois souches
fongiques: A. terreugPB2),A. ustugHM3) etA. fumigatugS2.2).
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V.8.3 Evaluation de lamycoremédiation en microcosmes de sol
Loefficacit® du protocole de biorem®di at
hydrocarbures pétroliers avec nos souches fongiqgues a été évaluée par le dosage des
hydrocarbures totaux résiduels autempg 8, et 90 jours doéincubati
Le modele cinétique de premier ordre définit pagary et al. (2013)a été appliqué
pour déterminer la constante de biodégradation des hydrocarbures (k) et le temps\de demi

(tu2) dans les différents microcosmes de smlyz.

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 figuta 57.

25
20
§15 4 =@=Témoin
~I@ ~@-PB2
o 10 - iy HM4
==S2.2
5 == Consortium
O T 1

0 45 90
Temps (jours)

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 rédaciola
guantit® initiale des TPH dans tous | es mi
Le consortium a été le plus efficace dans la biodégradation de pétrole par rapport aux
champignons inoculés individuellement en éliminant environ 78%a dpiantité initial des
TPH. La dégradation de pétrole par les deux soughesimigatus(S2.2) etP. lilacinum
(HM4) a été comparable en éliminant tous les deux 47% de la quantité initiale des TPH
préseng dans le sol. Contrairement aux autre souches epasortium qui ont dégradé une
grande partie des hydrocar bur e sA tefreus(BB2ta | e s
montr® wune tr s faible d®gradation durant

d®gradation nda ®e®Pniaeppard4s pgoer dadséi hesbdt
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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 demntgds de dégradation

di ff®rent s. Une ®tude qui aAspergils régerdagsula®® | a
bi orem®di ati on doéun sol contamin® par | e p¢
TPH pr®sents dans | e $@&l30 °€,pa solsa été préc¢gdemmers  d ¢

stérilisé pour éliminer la flore microbienne présefitarnaz et Buyukgungor, 2016) Une
autre étude menée sur la dégradation de pétrole par une souehsademen microcosme
de sol a per mi s ddRMlaipantr des sol pélidés par 10 2t7/00g/kg des
p®t rol e, respectivemeAzinetalg20®8) s 5 moi s dobéi nc
Le consortium composé par les trois souchAegerreus A. ustuset A. fumigatusa
montré la plus grande diminution de TPH dans lemmlué au pétrole, par rapport aux
souches inoculés séparément. Des résultats similaires ont été obterMiadpata et al.
(2017)qui ont observés que le traitement du sol pollué au pétrole brut par un mélange de 4
microorganismes, deux bactéries durgedBacillus et deux champignons du ger@eomyces
a permis doéobtenir | e t auepludérvéearregminad /¥4 on d
des TPH du s ol apr s 90 jours ddéi ncubation
bioremédiation des échantillende sols pollués par le pétrole et additionnés au pyréne,
naphthaléne, diesel asphalténelans des mirbioréacteurs a comparé la biodégradation des
TPH par des souches fongiques individuelles et 3 consortiums fongiques, le taux de
dégradation le plusl€évé a été enregistré chez un consortium constitué par 4 souches
fongiques A terreusSRF15, Fusarium proliferaturlSRF50, Fusarium spSRF58 et
Aspergillus sgSRF67) qui a éliminé 90 % d&eTPH présents dans le sol suivi par les deux
autres consortium$4% et 76%). La dégradation des hydrocarbures par les trois consortiums
a été plus importante que les souches individuelles (10 & 65%Pd (Ramoutar et al.,
2019)
Plusieurs travaux sur la bioremédiation bactérienne ont également montré que
| 6 a ptiprdl des<cultures mixtes de bactéries dégradant les hydrocarbures pour remédier les
sols contamin®s aux hydrocarbures p®troli el
souches individuel@Ghazali et al, 2004; Yu et al.,2005; Benchouk, 2017)
Ghazali et al. (2004) ont reporté que les microorganismes individuels peuvent
mi n®r al i er un nombr e l'i mi t® doéohydrocarbur
microbienne mixte avec des capacités enzymatiques variées aide a augmenter le taux de

dégradtion des hydrocarbures pétroliers.
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Les paramétres de la cinétiqgue de biodégradation de pémmblétéen ligne avec les
résultats de dégradation des TPH dans letablgau 16). Le consortium, qui a montré la
capacité de dégradation la plus élevée,rammg s dodobt enir | a constan
élevée (k= 0.017 joth) et le temps de dervie le plus court = 40 jours). Cependant, la
cinétique de dégradation de pétrdens les microcosmes inoculéar les trois souches PB2,

HM4 et S2.2sépaémenta été identique en montrant la méme constante k (0.007)jette
méme {, (99 jours). Le microcosme du sol t ®ma
microbienne a montré une faible dégradation des TPH (environ 34 %). Cette dégradation est
favoriste par des phénomeénes abiotiques de type volatilisation qui augmente la perte des
hydrocarbures de faibles masses molgiFeseulleet al.,2019) LO®tude de <ces
abiotiques a montré que la volatilisation peut étre responsable de 30% des gpertes
naphtaléne dans des sols contaminés artificiellement et que des réactions abiotiques sont
responsables déune di minution de 2 7 20% ¢
polyaromatiques de 2 et 3 cyclgzark et al.,1990)

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

Isolats k (jours™ tu 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 Jortre.

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 dana figure 58.

L6i nocul atcontaminéd ausdiesel @ér $es souches fongiques a augmente le
taux de dégradation des TPH par rapport au témoin stérile sauf pour le sol inoculé par la
soucheA. ustus( HM3) qgui néa pas montr® wune d®gr .
consortium et les sohesP. glabrum(DSL1) etA. fumigatugS2.2) ont montré une capacité
de décontamination comparable en éliminant, respectivement, 53.20%, 52.82% et 51.46% de
la quantité initial des TPH présents dans chaque sol.

Des rapports récents ont également montré sweces 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 minbioréacteurs avec un sol polla diesel et 3 fractions de pétrole (pyréne,
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naphthaléne et asphaltene) a été réalisédraanoutar et al.(2019) Les taux de dégradation
de diesel ont été les plus élevés par rapport aux autre fractions pétrolieres allant de 55 a 68%,
les souches fongues utilisées par cette étude sontAlgsergillus spet 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 Beuaatidium
glabrumont été 72.5% et 65% dans les microcosmes qui contiennent des échantillons de sols
pollué stérile et non stérile, respectivem@rérezArmendariz et al, 2010)

Le consortium de trois souches fongiques et les souches DSL1 et S2.2 emoculé
séparément ont montré le méme pouvoir de dégradation de diesel dans les microcosmes de
sol. Des résultats similaires ont été reportés Marquez-rocha et al. (2001)q u i néont
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 indRlelureltus

ostreatugbasidiomycétesa pr s 6 semaines déincubation.

60 1
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Figure 58. Biodégradation des hydrocarbures totaux dans les microcosmes de sols pollués par
le diesel

Les parametres de la cinétique de biodégradation de diesel présentiéstdblesu 17
sont en accord avec les taux de dégradatenTdPH 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 jbet le méme temps de dewie t,,= 86 jours ce que
signifie que le comportement deasiin des deux souches DSL1 et S2.2 dans le sed-vis
la biodégradation du diesel est comparable a celui du consortium fongique utilisé dans cette

expérimentation.
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Tableau 17. Les parametres de la cinétique de biodégradatiahiedel dans les microcosmes

de sol
Isolats k (jours™) to 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.833Mycorem®di ati on du sol poll u® par
Lesrésultatsdd ®gr adati on de | 6huile usag®e dans
les souches PB2, HM3, S2.2 et le consortium ainsi que le témoin stérile sont illustrés dans

Figure 59.
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Figure 59. Biodégradation des hydrocarbures totaans les microcosmes de sols pollués par
| 6huil e usag®e

Contrairement aux résultats obtenus précédemment dans lesxmiilieérales liquides,
|l a biod®gradation de | 6huile usag®e dans |
efficaceenmontranine capaci t® do6®l i mination des TPH
le plus efficace dans la bioremédiation en éliminant 70.54 % de la quantité initiale des TPH
présente dans le sol suivi par la soushestugHM3) qui a dégradé 63.49 % des TPH.
lessouches PB2 et S2.2 ont ®galement montr®
dans le sol en éliminant 41.83% et 48.80% des TPH, respectivement.

Les param tres de |l a cin®tique de biod®
modele cinétiqgue W premier ordre sont présentés damstableau B. La constante de

dégradation la plus élevée (k=0.014 jHuet le temps de dermie le plus court ff= 49.51
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jours) ont été enregistrés dans le microcosme de sol traité par le consortium. Les parameétres
de biodégradation observés chez la souche HM3 (k = 0.0T1jour 63 jours) ont été
également intéressants ce que confirme la capacité de cette souche a décontaminer les sols
poll u®s par | 6huil e usag®e.

Les TPH ont été éliminés par la méme cinétigaes tous les microcosmes témoins
préparés dans cette étude. La constante de dégradation (k= 0.0)%jdertemps de demi
vie (t,= 138 jours) ont été les méme dans le témoin contaminé au pétrole et le témoin pollué
par le diesel ainsi que celui canmi n® par l 6hui |l e usag®e,
d®contami nati on des sols t®moins a égubi |
incubé dans conditions identiques durant cette étude.

Tableau18. Les parametresde lacinegue de bi od®gradati on de
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 dank 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,
| 6 o bj e terchessientifiguesidans ce domgiadenipekun et Ishikhuemhen, 2008
Abioye et al.,2010; Dacco et al., 202Q)

La composition des huiles usagées en hydrocarbures et autres composés organiques
varient consi d®r abl (Kumarret al.,@0d4) vette différenteedépénd a u t

surtout du type de fuel, du temps de travai
(VazquezDuhalt, 1989) L e s huil es usag®es peuvent ent
plusieurs voies comme les fuites des résesvoir d 6 hui | es, | es rej e

pétrochimiques, les stations de lavage des véhicules et les garages de la méBhnigue

et al.,2018). Un milliard de gallons d'huile lubrifiante usée sont générés lors des processus de
vidange d'huile dans lesediers automobiles et mécaniques, une partie de cette énorme
guantité 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

dégraderetmiméal i ser | a majorit® des compos®s t ox
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Les recherches publi ®es sur | a bi or em®da
montré des résultats différents selon le type de microorganisme utilisé et les protocoles
expérimentaux gpl i qu ®s . Lé6inocul ation dbéun sol cor
deux souches fongiquésspergillus clavatugt Candida tropicalis séparément, a montré des
taux de dégradation tres élevés en éliminant, respectivement, 90.63 et 90.42% des TPH
préeseh  dans | e sol apr (MbacHu &t al., 20a8) &ne cufire atede b a t |
conduite dans un m®socosme de sol poll u® p
taux de dégradation maximal des TPH de 70% par un consortium constitué parmrbssso
bactérienne différentdBagherzadehNamazi et al., 2008) Déautre part,
dégradation tres faible des TPH (28%) a été observé dans un sol naturellement contaminé par
| 6huil e usag®e qui a ®t ® i n o c Bakil®s tlwangiensish e ¢ L
etB.cereus durant 90 jours de t(Rampetale2Bldnt ~ | 6®c

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

effective des sols pollués aux huiles des moteurs usagées.

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

Afin déam®liorer g®n®tiquement | e potent
| & h usagkeg deux souches fongiques HM3ustuy et PB1 A. nigel) ont été traitées par le
rayonnement UV.

V.9.1 Effets des rayons UV sur les souches étudiées
Le protocole de mutagénése consiste a exposé les spores des souches fongiques
sélectionnées aux rayorments UV dans une chambigrmé Léirradiation a
destemps fixés0; 1; 2; 4; 16; 24 et 32 minutes.
Afin dé®valuer | 6effet des UV, |l es spore

pour déterminer le pourcentage de surviefigare 60 présente la courbe de survie obtenue.

114



Chapitre V Résultats et discussion
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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
i rradi ®e on auxrdyenremenss iUY a diminué considérablement le pourcentage de
survie des spores fongiques, 4 minutes doi
|l a souche HM3 jusquob”© 1. 6 %. Les spores de
pourceh age de survie a atteint une valeur de ¢

Les microorganismes répondent aux rayons UV par differentes manieres : par
changement de croissance, formation de spores, production de pigment et autres réponses
(Carlile, 1970). Osmanet al. (1989)ont observé une inhibition de germination des spores de
Penicillium notatumet Aspergillus flavuss ui t e ° |l 6i rradiation pa

i nhi bition d®pend de | a p®riode dbéexpositio

V.9.2 Sélection des mutants
La boite de PA 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 ebuleur) ont été sélectionr{igure 61). Trois mutants

pour chague souche ont étglectionnés pour le testu pouvoir de dégradation des
hydrocarbures pétroliers.
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Figure 61. Aspect macroscopique des souches meres HM3 et PB1 et quelgues 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 dp ®t r ol e , di esel et de |1 6huil e usag¢
doéi ncubation. Les pourcentages de d®gradat

sont comparés avec ceux obtenus par les souches meres et présentégigaresiéz et 63.
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Figure 62. Pourcentage de dégradation des hydrocarbures pétroliers par la souche mére PB1
et ses mutantes
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Figure 63. Pourcentage de dégradation des hydrocarbures pétroliers par la souche mere HM3
et s& 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
déautres, al ors gqudaucune modi fétéolmaeniéopour d a n ¢
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
PB1M1 et PB1M2 ont montré un taux de dégradation de diesedwplps élevépar rapport
a la souche mére (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 meére. Une amélioration tres importante dabsilao d ®gr adati on de |
été notée chez la souche mutante PB1M2 (11.89%) en casgreaec sa souche mere PB1
(3. 88%) . La bi od®gr arecanhuégalament ane hn@lioratiom eezlas a g
mutante HM3M2 en éliminant 19.14% delaquant ® i ni ti ale de | 6hui l
la souche mére HM3. Des résultats similaires ont été obtenuBepmahouk (2017)qui a
appligu® |l e m°me protocole de mutag®n se s
dégradation des hydrocarburés capacité de dégradation de pétrole et de diesel de certaines
souches mutantes a montré une amélioration alors que chez autres mutantes, le pouvoir de
dégradation a été affecté négativement.

L'utilisation des agents mutagenes différents pour I'anaigor des souches a été déja
démontrée paParekh et al. (2000) De pl us, Fusarium oxgsgarueavec des d e
rayons UV suivi de NméthykN'-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) a été utilisé pour améliorer
la production de carboxyméthyl cellulase (CM€gKuhad et al.,1994) La production des
protéines extracellulaires et les activités cellulase correspondanteA.deezusD34 ont été
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significativement améliorées aprés des traitements combinés des UV et de mutagénese
chimique(Kumar et al.,2015)

Les r®sultats ont montr® aussi gue mal gr
de quelques souches mutantes de HM3 suite
bi od®gradati on des hydrocarbures pGuuelesl i er :
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 déroréditue 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 adaptatioa a&ié dans les sols. Ainsiotre 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 démhare pour |l e d®vel oppement doun

bioremédiation des sols pollués.

Tout dobéabord, |l es ®chantillons de sol ont
filamenteux d®gradants | es hydr ocilisésbpour e s . D
| 6i so;l etnemwt sol s proviennent de | a raffineri e

plusieurs années a une contamination chronique et élevée en hydrocarbures pétroliers. Le

deuxiéme échantillon constitue des sols contaminés artifimelht, au laboratoire, par le

p®t rol e, l e di esel ou | 6huile moteur usag®e.
Dans un premier temps, une phase doisol em
dans | es deux types doé®chantill ons de sol a

pardeux techniques doaispleement reéi dii@vemntresacc
métaboliqguement actives et des souches majoritairement sporulentes. La caractérisation
morphologique des isolats fongiques obtermst en évidence une grande disié
macroscopique des champignons isolés. Six de ces isolats ont également été identifiés
g®n®ti quement par s®quen-age des s®quences
gue les souches identifiées correspondent a des espéces saprotrophestedppgrtenant a

la division desAscomycotaavec dominance du gemspergillus

Suite 7 |l a premi re ®tape descriptive de
mycoth que de cette ®tude, |l a deuxi tiehde part i
ces souches 7 d®grader | e p®trole brut, | e
mi n®r ales | iquides. La premi re ®tape dans |

des tests préliminaires pour sélectionner les souches fongmuwep a bl e s dout il
hydrocarbures p®troliers comme source de car
DCPIP et le test utilisant un milieu spécifique pour les champignons adaptés aux
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hydrocarbures (HAF) ont permis de sélectionner 6 soufthmegques qui ont été identifiées
préalablement comme étaAspergillus terreugPB2), Penicillium chrysogenun{(HM1), A.
ustus(HM3), Purpureocillium lilacinum(HM4), Penicillium glabrum(DSL1) etA. fumigatus
(S2.2).

Ensuite, des études quantitatives pestimer les taux de dégradation des trois huiles
pétroliéres par les souches sélectionnées ont été conduites en milieu minéral liquide pendant
40 jours doéincubation. Le pourcentage de dBEe
(TPH) a été calculé pda 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
bi od®gradati on de chaque huile p®troli re d
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 pourcentalfmdelation 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.%&s hydrocarbures. La
d®gradation de | O0huile usag®e a ®t® plus f ai

obtenus par la souche PB2.

Les condition de cultures optimaux pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers
ont été recherchés @valuant les pourcentages de dégradation de chaque huile pétroliere en
milieu |iquide " des intervalles de pH de 5,
20, 25, 30, 35 et 40°C. La température optimale pour la biodégradation ainsi quedermeill
pH initial dumi | i eu de culture d®pendent des souch
dégradée. Généralement, les souches testés préferent des pH neutres a basiques et des
conditions m®sophiles ° des temp®s actainees doi
souches ont montré une dégradation importante des hydrocarbures a des températures élevées
(40°C) et a des pH plus basique (pH®ME9) ainsi que des pH plus acides (pH5).

L6®t ape suivante concerne | 6apngdsidangauni on d
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 | 6huil e usag®e ont ®t ® fopgiqiEyiadividuelsquparsn i noc

consortium de trois souches fongiques. La biodégradation a été évaluée par le dosage des TPH
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r®si duels apr s 90 jours dbéincubation. I e |
souches fongiques a améliorébimdégradation des hydrocarbures pétroliers par rapport aux
témoins. Le consortium a été le plus efficace dans la décontamination des sols pollués par
rapport aux champignons inoculés individuellement en éliminant 78%, 53% et 71 % de la
guantité initaled s TPH pr ®sente dans | es sols poll u®s
respectivement . Les essais de biod®gradati ol
| 6i ntroduction de nos souches f onmgprégantens sur
ai nsi une premi re ®tape dans |l e d®vel oppem
échelle.

Enfin, une approche g®n®tique appliquant I
le pouvoir de dégradation des hydrocarbures pétrolieez adeux souches fongiques
sélectionnées. La mutagénése a été appliquée par desrayons Ulbd et s dans | e |
des mutations aux niveaux des génes impliqués dans la biodégradation. Certaines souches
mutantes obteras ont montré une amélioratiaens la dégradation des hydrocarbures

p®t roliers alors qudune di minution de ce pou

Loensemble des r®sultats obtenus au cours
apercu sur la capacité des champignons filamenteuxrritgles @ s6adapt er
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 étudesamplémentaires sont en effet requises a la compréhension des mécanismes
i mpliqgu®s dans | e processus de d®contaminat.

la bioremédiation fongique des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers

- Etudier la reldon entre le métabolisme fongique et la biodégradation des
hydrocarbures pétroliersétude des enzymes impliqués dans la dégradation des
hydrocarbures.

- Evaluer la capacité des souches fongiques a produire des biosurfactants (des
tensioactifs de faibles asses 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 | 6acc®l ®ration de | eur b
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Conclusion & Perspectives

Les hydrocarbures aromaties polycycliques (HAP) constituent la partie la plus
toxique des huiles pétrolieres vue leur pouvoir mutagene et cancérogene trés élevé, il
serait donc intéressant de tester la capacité de désorption et de dégradation de ces
molécules par nos souches@on ques ai nsi gue | 6®t ude de
dans leur biodégradation.

L6identification des g nes fonctionnel s
hydrocarbures pétroliers chez les souches fongiques sélectionnées pourraient
permettre de mieux comprenedles voies de dégradation des hydrocarbures chez les
champignons filamenteux.

Les essais de mycoremédiation décrits au sein de cette these représentent un premier
pas dans |l e d®vel oppement doéun protocol
d 6 aut reecomp@maeantdires sont nécessaiiaeculation des souches fongiques

dans des sols non stérile au sein des microflores endogénes (bioaugmentation),
bioremédiation des échantillons de sols proviennent des sites naturellement
contaminés aux hydrocarburgsster la concentration minimale des spores fongiques
n®cessaires pour | 6inoculation des sols ¢
|l a p®riode de biorem®di ati onéet c.
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Annexe
Annexe n°1l: Composition des milieux de culture

Potato Dextrose Agar (PDA)

Filtrat déinfusion de 200g de pomme de t
Glucoseéééeéeéeéeéeéeeceeéeeé. 20g
Agar ééécééécéeéeéeéeecéeece@&20g
Eau distill ®eéeééeééeéeeéeéeéeéeeéeéée. . 1000 ml
* Autoclavage a 121 °C pendant 20 min.
pH=5.6 £ 0.2

Malt Extract Agar (MEA)
Extrait de Maltééééééééééé.éééééé 30g
Peptone mycologiqueéééééeeceeeeececeé eé. b5g
Agarééééééééeééééééééééé.ééng
Eau distill ®eéééeéééecééel000 ml
* Autoclavage a 115 °C pendant 10 min
pH=5.4+0.2

Czapek Yeast Autolysate agar (CYA, Pitt 1979)
Concent ® de Czapek éééeéeéeéeéééeceeeéeéelo ml
Saccharose ééééeéééeéeéecéeécéeéeéeeéeé. .30 g
Extrait de |l evure ééeéééeeééeéeéeeéécecé . 5
KkHPO,é ¢ é ¢ ééeéecééeéeéééeééeéeéel ¢
Trace elements stock solution éééeéééeééece
Agar ééééeééeéeéeéeéeceéeeéeée20 g
Eau distill ®e éééeéeééeécéecééeééeéée.. 1000 ml
* Autoclavage a 121 °C pendant 15 min.
pH=6.2+0.2.

Concenté de Czapek
NaNO3ééeéeéeéeéeéeeéeéeéeag
KClI ééééeééeééécécecéeéeéeéeéeb ¢
MgSO4ééééééééééééééééééééé.. 5 ¢
FeSO4¢ééééeéeéeéeéeéeéeéeeéeddg
Eau distill ®eéééééeéeéeéeéeéeée. 100 ml
* Conservation a0 °C

Trace elements stock solution
CuSO4¢ééééeééeéeéeéeéeéecéeeéeée. . 0.5 ¢
ZnSO4ééééééééééééééééééééé. 0.1 g
Eaudst i | | Reééééééeéecécécéecécée 100 ml

* Conservation a#l0 °C
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Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
Peptone 2 @
Gl ucose
Agar ééé
Eau di s
pH=6
* Autoclavage a 121 °C pendant 15 min.
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Annexen°2:Pr ot ocol e do6e fohgiqaect i on doéADN

Le kit Qiagen Dneasy mini Pl ant a ®t® utili:
des mycéliums fongiques.

1- Broyer le tissue fongique en poudre i e ~ | aiicde @dbundOmaor tpi
pr ®sence doéazote |iquide. Transf ®rer | a
| ai sser | 6azote | iquide sd66®vaporer. Ne pa
directement =~ | 6®tape 2.

2- Ajouter 400 pl de tampon AP1 et 4dé 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.

I ncuber l e m®l ange 10 min 7 6-83 foB.en Penda
inversant le tube. Cette étape permet de lyser les cellules.

4- 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 peuveptoduire des lysats trés visqueux et des précipités en
grande quantit®. L6ADN dans | 6®t ape sui ve
résultats optimaux peuvent étre obtenus en éliminant les précipités par une
centrifugation de 5 min a vitesse maximaAprés centrifugation, déposer le
surnageant dans | a colonne Ql Ashredder et

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.

6- Transféerel 6 ef fl uent obtenu ° | 0®t ape 5 dans u
de débris cellulaires.
Généralement, le volume de lysat récupéré est de 450 pul. pour certaines espéces, la
guantité récupérée est inférieure. Dans ce cas, déterminer le volume pbud ®t a p e

suivante.

7- Ajouter 1,5 volume de tampon AP3/E directement au lysat clarifié et mélanger en
pipetant.
! est I mportant doajouter l e tampon AP23

mélanger immeédiatement.
8 D®poser 650 Ol d u ape®,l yacangpes les précmités dans lal 6 ®t

colonne DNeasy plac®e dans un tubexcol |l ec
g( ©8000 rpm) et jeter | deffluent.
R®utiliser | e tube collecteur ° | 6®tape 9

9- ROAp®ter | 6®t ape 8 averc I|léee frfelsueen td ee tl 6l®c hta

10- Placer la colonne DNeasy dans un nouveau tube collecteur de 2 ml, ajouter 500 pl de
tampon AW et cent rg(fQsgledro 1Ir pmmi)n. "J eQ6e0r0 O Oxe |
|l e tube coll ecteur ° | 6®t ape 11.

11- Ajouter 500 pl @& 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

doéo®t hanol peuvent interf ®rer Fenset r@a®vi b
toute r®cup®ration doé®t hanol pendant | 0®lI
NB : Apres centrifugation, sortir avec précaution la colonne DNeasy du tube

coll ecteur afin que |l a colonne anmnerdée ouche

| 6®t hanol

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
temp®rature ambiante, pgiO80dDOntrrpimuger 1
NB: LO®l uti on avec des vol umeu augnente5l® Ol
concentration finale de | 6 ADN dans | 6 ®I
| ®g rement | e rendement total. Pour des G
un vol ume d&®| taiuod ickcear 21660 100 OI) am®lior
13R®p®t er | 6®l ution (®tape 12) comme d®cr it
Pour | a deuxi me ®tape doé®l ution il est |
pas diluer les premier éluats.

NB : Ne pas éluer avec plus de 200dans un tube de 1,5 ml car la colonne DNeasy

peut entrer en contact avec | 6®l uat.
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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

u La soucheAspergillus terreus strain PB2.aagPB2)

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

U La souchePenicillium chrysogenum strain HM1.aaéHM1)

GTCCTACTGATCCGAGGTCAACCTGGATAAAATTTGGGTTGATCG
GCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCAT
ACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGLCTGCCTTTCGGGCCC
GTCCCCCGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCGTGC
TTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATA
CCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAA
TTTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATAT
TTTCACTCAGACTACAATCTTCAGACAGAGTTCGAGGGTGTCTTC
GGCGGGCGLCGEGGECCCGGEGGEGECGETAAGCCCCCCGGCGEGCCAGTT
AAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGTG
GGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCG
CAGGTTCACCCTACGGAAGAGTG
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0 La soucheAspergillus ustus strain HM3.aagHM?3)

U La souchePurpureocillium lilacinum strain HM4.aaa(HM4)



