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ЉϷЯгЮϜ 

ЭЫЇт сГУзЮϜ ϨнЯϧЮϜ ϣϠϽϧЯЮ ϣЯЫЇв ϣЧЯЧв ϣуϛуϠ  ϣ̵угЃЮ ϜϽЗжϤϝжнϠϽЪмϼϹулЮϜ  ϣуГУзЮϜ ̪ ϣЛуϡГЮϜ сТ ЭтнГЮϜ ϝлϚϝЧϠ

ϝлгЪϜϽϦм сТ ЭЂыЃЮϜ ϣуϚϜϻПЮϜ .ев еуϠ ϤϝузЧϧЮϜ ϣϯЮϝЛгЮ ϣУЯϧϷгЮϜ ̪ϣϪнЯгЮϜ ϣϠϽϧЮϜ ϣϯЮϝЛгЮϜ ϽϡϧЛϦ ϣтнуϳЮϜ  ̯ытϹϠ ϝглв ФϽГЯЮ 

оϽ϶цϜ ЭЏУϠ ϝлϦϝЂϝЫЛжϜ ϣужϹϧгЮϜ ϣуϛуϡЮϜ ϝлϧУЯЫϦм ϣЏУϷзгЮϜ .сЮϝϧЮϝϠм дϗТ Ϝϻк ЭгЛЮϜ РϹлт пЮϜ ϣЂϜϼϸ ϢϼϹЦ ϤϝтϽГУЮϜ 

ϣуГуϷЮϜ пЯК ЭуЯϳϦ аϝϷЮϜ БУзЮϜ ЬϿтϹЮϜм ϥтϾм ϤϝЪϽϳгЮϜ аϹϷϧЃгЮϜ ϧЂϜ ЭϮϒ евыПсТ ϝлЮ ϣϯЮϝЛгЮϜ ϣтнуϳЮϜ ϣϠϽϧЯЮ ϣϪнЯгЮϜ 

ϤϝжнϠϽЪмϼϹулЮϝϠ ϣуГУзЮϜ. 

ϰϽϧЧт ЭгЛЮϜ Ϝϻк ЀϝуЦ ϤϝужϝЫвϖ ЭЯϳϧЮϜ рнуϳЮϜ оϹ̮Ю 35 ϣЮϿК ϣтϽГТ ев ϝлЮϿК бϦ ϣϠϽϧЮϜ  ϣϪнЯгЮϜ

ϤϝжнϠϽЪмϼϹулЮϝϠ ϣуГУзЮϜ ϝуКϝзГЊϜ евм ̪ϽϡϧϷгЮϝϠ ϣϠϽϧЮϜ ϣϪнЯгЮϜ  онϧЃв пЯК ϢϝУЋв нтϾϼϒ ϽϚϜϿϯЮϝϠ .бϦ ϹтϹϳϦ ϤъϿЛЮϜ 

ϣтϽГУЮϜ ϣϧЂ ϥжϝЪм .ϣуϮнЮнТϼнгЮϜ ϝлЋϚϝЋ϶ ХтϽА еК ϝкϔϝЧϧжϜ бϦ ϹЦ ϣтϽГТ ϤъϿК ϹЛϠ ϧ϶ъϜϤϜϼϝϡ ϣуЮмцϜ ϢϼϹЧЯЮ пЯК 

ϢϹЃЪϒ аϜϹϷϧЂϜм ϤϝжнϠϽЪмϼϹулЮϜ ϣуГУзЮϜ ϼϹЋгЪ ϣЦϝГЯЮ СуЊнϧЮϜ ИнЎнв ϝЧТм ЩЮϺм ̪сϛтϿϯЮϜ ϣЧтϽГЮ  сзуϯЮϜ ЭЃЯЃϧЮϜ

 сϡтϽЮϜ рмнзЮϜ ЍгϳЮϜ ϣϪϼнгЮARNrϥУЊм ϹЦм ̪ иϻк ϤъϿЛЮϜ пЯК ϣуЮϝϧЮϜ ИϜнжцϜ ϝлжϒ : Aspergillus terreus ̪ A. 

ustus ̪ A. fumigatus ̪ Penicillium chrysogenum ̪ P. glabrum ̪ Purpureocillium lilacinum. 

сЯϧЫЮϜ ЀϝуЧЮϜ ϽлДϒ ЭЯϳϧЯЮ ϤϝжнϠϽЪмϼϹулЯЮ рнуϳЮϜ сТ БЂнЮϜ сжϹЛгЮϜ ЭϚϝЃЮϜ дϒ БУзЮϜ аϝϷЮϜ дϝЪ ϽϫЪцϜ  ̯ыЯϳϦ 

ϣГЂϜнϠ ϤъыЃЮϜ ϣтϽГУЮϜ ϟЃзϠ ЭЯϳϦ ϥϲмϜϽϦ еуϠ 30.43 ́пЮϖ 55.98̪́ пЋЦϒ м ЭЯϳϦ ϣϡЃж ϥжϝЪ ЬϿтϹЯЮ 54.61 .́

ϝвϒ  ̵ϽϳгЮϜ ϥтϾϤϝЪ аϹϷϧЃгЮϜ нлТ ЭЦцϜ ыуЯϳϦ ϣГЂϜнϠ ϤъыЃЮϜ ϢϼϝϧϷгЮϜ . ϝгЪϥгϦ ϣЂϜϼϸ ϣуЪϽϲ ЭЯϳϧЮϜ рнуϳЮϜ 

ϤϝжнϠϽЪмϼϹулЯЮ ϣуГУзЮϜ пЯК ϤϜϽϧТ ϣузвϾ ϝкϼϹЦ 10 аϝтϒ. ϣϮϼϸ еК ϩϳϡЮϜ ϝЏтϒ бϦ ϹЦ м ϢϼϜϽϲ ϣϮϼϸм еЏϳЮϜ  ϣЎнгϲ

БЂнЮϜ ϳϧЯЮ дϝуЯϫгЮϜ ϣуЮмцϜЭЯ рнуϳЮϜ  ϝглжϒ ϭϚϝϧзЮϜ ϤϽлДϒ ϩуϲ ̪ϤϝжнϠϽЪмϼϹулЯЮдϝУЯϧϷϦ Рыϧ϶ϝϠ ϤъыЃЮϜ Инж ϣтϽГУЮϜ 

ϤнтϿЮϜм ϣуГУзЮϜ .ϣЯгЛϧЃгЮϜ 

Ͻ϶ϐ ϟжϝϮ евм ϥУЇЪ ϢϽПЋгЮϜ ϞϼϝϯϧЮϜ ϣϯЮϝЛгЯЮ ϣтϽГУЮϜ ϣϪнЯгЮϜ ϣϠϽϧЯЮ дϒ ϤъыЃЮϜ  мϒ ϢϸϽУзв) ϣтϽГУЮϜ

(ϣЛгϧϯв ϣЮϝЛТ сТ ϽулГϦ ев ϣϠϽϧЮϜ ϤϝϪнЯгЮϜ ДϒмϣЛгϧϯгЮϜ ϤъыЃЮϜ ϤϽл ϽϡЪϒ ϣуЯКϝТ сТ ϣϯЮϝЛгЮϜ ϣтнуϳЮϜ ϣϠϽϧЯЮ ϣϪнЯгЮϜ.  

еуЃϳϦ РϹлϠм ϤϝтϽГУЮϜ ϢϼϹЦ пЯК ϤϜϽУА ϝзтϽϮϒ ϤϝжнϠϽЪмϼϹулЯЮ рнуϳЮϜ ЭЯϳϧЮϜ ϣЛІцϝϠ ФнТ пЯК ϣуϯЃУзϡЮϜ 

Ϝ ЭЯϳϧЮϜ ϢϼϹЦ пЯК ϝуϡЯЂ мϒ ϝуϠϝϯтϜ ϜϽуϪϓϦ ϤϜϽУГЯЮ дϒ ϭϚϝϧзЮϜ ϤϼϝІϒ ϩуϲ еуϧУЯϧϷв еуϧЮыЂ ϤϝжнϠϽЪмϼϹулЯЮ рнуϳЮ

.ϣуГУзЮϜ 

дϖ иϻк ϣЂϜϼϹЮϜ  ϱϧУϦЦϝТϐ ̯ϝ ϢϹтϹϮ ϬϜϼϸш ϤϝтϽГТ ϣϠϽϧЮϜ сТ ϽтнГϦ ФϽА ϢϹтϹϮ ϣϯЮϝЛгЯЮ ϣтнуϳЮϜ ϣϪнЯгЮϜ ϣϠϽϧЯЮ. 

:ϣуϲϝϧУгЮϜ ϤϝгЯЫЮϜ ϣϯЮϝЛгЮϜ ϣтнуϳЮϜ ̪ ϤϝжнϠϽЪмϼϹулЮϜ ϣуГУзЮϜ ̪ ϤϝтϽГТ ϣϠϽϧЮϜ ̪ ϣϠϽϧЮϜ ϨϜϹϲϖ̪ ϤϜϽУГЮϜ. 
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Résumé 

La contamination des sols par les hydrocarbures pétroliers constituent un problème 

pr®occupant pour lôenvironnement du fait de leur toxicit®, leur grande persistance et leur 

bioaccumulation dans les chaînes alimentaires. Parmi les différentes techniques de dépollution 

des sols, la bioremédiation est une alternative intéressante aux autres procédés grâce à son 

impact environnemental r®duit et son faible co¾t. Ce travail repose ainsi sur lô®tude des 

capacités des champignons filamenteux à dégrader le pétrole, le diesel et lôhuile moteur 

usagée pour les utiliser dans la bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers. 

Notre travail propose de mesurer le potentiel de biodégradation de 35 isolats fongiques 

issus de sols contaminés aux laboratoires par les hydrocarbures pétroliers et de sols pollués 

provenant de la raffinerie dôArzew (Alg®rie). Les isolats fongiques ont ®t® identifi®s 

morphologiquement puis six isolats, sélectionnés suite à des tests préliminaires pour la 

capacit® dôoxyder et dôutiliser les hydrocarbures p®troliers comme source dô®nergie, ont fait 

lôobjet dôune caract®risation mol®culaire par s®quen­age des zones ITS de lôADN ribosomal. 

Ces isolats ont été identifiés comme Aspergillus terreus, A. ustus, A. fumigatus, Penicillium 

chrysogenum, P. glabrum et Purpureocillium lilacinum. 

Les analyses gravimétriques de biodégradation en milieu minéral liquide ont montré que 

le pétrole brut a été le plus dégradé par les souches fongiques par des taux de dégradation de 

30.43 % à 55.98 %. Le taux maximal de dégradation de diesel était 54.61%. Lôhuile usag®e a 

été la moins dégradée par les souches sélectionnées. La cinétique de biodégradation des 

hydrocarbures pétroliers a été étudiée à des intervalles de 10 jours. La température 

dôincubation et le pH initial optimaux pour la biodégradation ont été recherchés et les résultats 

montrent quôils varient selon les souches fongiques et les huiles p®troliers d®grad®es. 

Les essais de mycoremédiation en microcosmes de sols révèlent que les souches 

fongiques sont capables de décontaminer les sols pollués et que le consortium de trois souches 

et plus efficace dans la bioremédiation des sols pollués. La mutagénèse par les rayons Ultra-

violet a ®t® effectu®e sur deux souches afin dôam®liorer leur pouvoir de d®gradation. Les 

résultats indiquent que les mutations ont apporté des capacités plus importantes ou réduites de 

dégradation des hydrocarbures pétroliers. 

Cette ®tude ouvre ainsi de nouvelles perspectives pour lôutilisation des champignons 

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

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

mutagénèse. 



 

v 

 

Abstract 

Soils contamination by petroleum hydrocarbons is a crucial environmental problem 

because of their toxicity, their great persistence and their bioaccumulation within food chains. 

Among several soil cleaning techniques, bioremediation is an interesting alternative to other 

processes thanks to its reduced environmental impact and low cost. Thus this work is based 

on the study of filamentous fungi abilities to degrade crude oil, diesel and used motor oil for 

application in bioremediation of petroleum hydrocarbons polluted soils. 

Our work aims to evaluate the biodegradation potential of 35 fungi isolated from 

artificially petroleum hydrocarbons contaminated soils and hydrocarbons polluted soils from 

Arzew refinery (Algeria). The fungal isolates were morphologically identified then six 

isolates selected following preliminary tests for their ability to oxidize and to use petroleum 

hydrocarbons as an energy source were the subject of molecular identification by sequencing 

ITS region of the Ribosomal DNA. These isolates were identified as Aspergillus terreus, A. 

ustus, A. fumigatus, Penicillium chrysogenum, P. glabrum and Purpureocillium lilacinum. 

Gravimetric analysis for biodegradation in liquid mineral medium showed that crude oil 

was the most degraded by fungal strains with degradation rates in the range of 30.43% to 

55.98%. The maximum diesel degradation rate was 54.61%. Used oil was the least degraded 

by the selected strains. The degradation kinetic of petroleum hydrocarbons was studied at a 

time interval of 10 days. The optimum incubation temperature and initial pH for 

biodegradation were investigated. It appears that they vary according to the fungal strains and 

petroleum oils. 

Mycoremediation experiments in soil microcosms reveal that fungal strains were 

efficient in polluted soils decontamination and the consortium of three strains was more 

effective in bioremediation of polluted soils. Ultraviolet ray mutagenesis was performed on 

two selected strains in order to improve their degradation potential. The results indicate that 

mutations brought greater or reduced capacities for degradation of petroleum hydrocarbons. 

This study draws new perspectives for application of telluric fungi in the development 

of new soil bioremediation protocols. 

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

La demande mondiale ininterrompue des produits p®troliers comme sources dô®nergie a 

augmenté les activités de production, de raffinage et de distribution de pétrole, ce qui a 

entraîné le déversement d'énormes quantités d'hydrocarbures pétroliers dans l'environnement. 

La pollution du sol par les hydrocarbures pétroliers est un problème préoccupant dans le 

monde entier, car plus que 90% de la charge environnementale des hydrocarbures pétroliers 

est simplement stockée dans le sol, ce qui indique que le sol est le principal puits de ces 

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

Les déversements accidentels des hydrocarbures peuvent contenir du pétrole brut ou des 

produits pétroliers raffinés tels que le diesel, le mazout ou les huiles lubrifiantes. Les 

composés toxiques dans le pétrole brut consistent en une large gamme d'hydrocarbures, de 

composés azotés, oxygénés, soufrés et de métaux lourds, qui peuvent avoir des effets aigus et 

chroniques sur la flore et la faune (Yavari et al., 2015). Les produits pétroliers, par leur 

nature persistante, affectent la qualité du sol en modifiant ses propriétés physiques, 

physiologiques, biochimiques et la diversité microbienne hétérogène intrinsèque (Roy et al., 

2014). En général, la santé humaine et la sécurité des écosystèmes sont directement 

influencées par l'accumulation de produits pétroliers dans l'environnement (Hussain et al., 

2019). 

Devant la toxicité des polluants et la complexité de prise en charge, de nombreuses 

techniques de dépollution ont été développées. Ces techniques peuvent utiliser un procédé 

physico-chimique et/ou biologique, °tre mises en îuvre in situ ou bien ex situ. Les méthodes 

physico-chimiques sont le plus souvent coûteuses et présentent parfois des effets indésirables. 

Dôautre part, lôefficacit® et le faible impact ®cologique quôoffrent certaines m®thodes 

biologiques, basées sur les capacités "épuratrices" de certains organismes dont les 

microorganismes, soutiennent leur développement pour la prise en charge des sites et sols 

pollués (Quentin, 2019). 

La bioremédiation est une alternative respectueuse de l'environnement et économique 

pour la conversion efficace de composés toxiques et récalcitrants en produits non toxiques en 

appliquant des processus biologiques naturels. Cette technique fait intervenir différents types 

dôorganismes (bact®ries, champignons, plantes) qui sont appliqu®s dans le syst¯me pollu® afin 

dôentrainer la d®gradation et l'®limination des polluants en effectuant diverses réactions 

physiques et chimiques comme une partie de leur métabolisme (Deshmukh et al., 2016). 



                                                                                                                                  Introduction   
 

2 

 

La mycoremédiation est une forme de bioremédiation dans laquelle des champignons 

sont utilisés pour décontaminer les zones polluées. Les champignons sont des organismes 

eucaryotes présentant un potentiel important dans le domaine de la biodégradation des 

polluants organiques (Ceci et al., 2019). En effet, les champignons présentent plusieurs 

avantages physiologiques et métaboliques, ils sécrètent une large vari®t® dôenzymes capables 

de dégrader des substances polymériques divers, et ils ne se lient pas uniquement, dans leur 

mode de nutrition, aux mati¯res organiques solubles pr°t ¨ lôabsorption (Harms et al., 2011). 

Par ailleurs, les champignons présentent une 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'une phase liquide (Prenafeta-Boldú et al., 2018). Il constitue un immense 

réseau cellulaire interconnecté en trois dimensions qui explore le sol et qui peut atteindre des 

tailles impressionnantes (Quentin, 2019). De plus, de nombreux champignons tolèrent une 

disponibilité limitée en eau et en nutriments. Ces caractéristiques font des champignons des 

organismes capables de sôadapter et dôexplorer tous les environnements. 

De nombreuses études ont été concentrées sur la capacité des souches fongiques 

telluriques à dégrader les hydrocarbures pétroliers (Husaini et al., 2008; Zafra et al., 2014; 

Maddela et al., 2015). Ces souches sont en effet plus adaptées aux conditions 

environnementales du sol, ce qui les rend théoriquement plus à même de subir la compétition 

des autres organismes présents. En particulier les souches saprotrophes qui décomposent la 

matière organique contenant des molécules complexes telles que la lignine et ont donc un 

potentiel d'utilisation dans le processus de bioremédiation (Fayeulle, 2013). L'isolement de 

champignons cultivables à partir de sols pollués par les hydrocarbures fournit des souches 

fongiques plus adaptées aux conditions polluées que les souches directement obtenues à partir 

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

La bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures peut être achevée par deux 

stratégies : la stimulation des micro-organismes indigènes en optimisant les nutriments, la 

température, le pH et les conditions d'alimentation en oxygène (biostimulation), ou en 

ajoutant un consortium microbien enrichi à la population microbienne existante 

(bioaugmentation). Une exigence importante est la présence de micro-organismes dotés des 

capacités métaboliques appropriées. Si ces micro-organismes sont présents, des taux optimaux 

de croissance et de biodégradation des hydrocarbures peuvent être maintenus en s'assurant 
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que des concentrations adéquates de nutriments et d'oxygène sont présentes et que le pH et la 

température sont convenables (Das et Chandran, 2011). 

Il est ainsi int®ressant dôisoler des champignons telluriques ¨ partir de sols contamin®s 

pour leurs potentialités de résistance aux toxicités des polluants, et de biodégradation des 

hydrocarbures pétroliers. 

Les objectifs de ce travail de th¯se sont dôisoler, identifier et de tester des isolats 

fongiques d'origine tellurique vis-à-vis la biodégradation de trois hydrocarbures pétroliers : 

p®trole brut, diesel et lôhuile moteur usagée, dans le but de leur utilisation dans la remédiation 

des sols contaminés par ces polluants pétroliers. 

Pour remplir ces objectifs, plusieurs volets ont été développés. Le premier décrit 

lôisolement et lôidentification morphologique des champignons filamenteux des sols pollu®s 

aux hydrocarbures pétroliers. Ensuite, des tests préliminaires ont été effectués, pour 

s®lectionner les isolats fongiques d®gradants le p®trole, le diesel et/ou lôhuile moteur usagée. 

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

Le deuxi¯me volet concerne lô®tude quantitative des capacit®s de biodégradation des 

hydrocarbures p®troliers, en milieux min®ral, par les isolats s®lectionn®s. Lôanalyse 

gravimétrique est appliquée dans cette étape.  

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

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

La quatrième partie correspond à une démarche de bioaugmentation conduite en 

microcosmes de sols au laboratoire. Des isolats fongiques sélectionnés ont été utilisés pour la 

bioremédiation des échantillons de sols artificiellement contaminés au pétrole, diesel ou 

lôhuile usagée.  

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 rayons ultra-violets (Mutagénèse). 
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Chapitre I  : Les hydrocarbures pétroliers 

Les hydrocarbures pétroliers sont parmi les contaminants les plus courants dans 

l'environnement. Ils comprennent une large famille de plusieurs composés d'hydrocarbures 

qui proviennent à l'origine du pétrole brut utilisé pour fabriquer des produits pétroliers. Le 

rejet d'hydrocarbures dans l'environnement, accidentellement ou suite à des activités 

humaines, est la principale cause de pollution des sols, de l'eau et de l'air (Bardi et al., 2000).  

Le traitement du pétrole brut et l'utilisation généralisée de différents hydrocarbures 

pétroliers pour le transport, le chauffage, l'industrie, etc, entraînent la libération 

d'hydrocarbures dans l'environnement par des défaillances opérationnelles, des fuites à long 

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

I.1 Définitions  

 Hydrocarbure  I.1.1

Un hydrocarbure est tout compos® chimique constitu® uniquement dôatomes de carbone 

(C) et hydrogène (H). Ils contiennent tous une chaîne carbonée et ont des atomes H attachés à 

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

 Pétrole brut I.1.2

Le p®trole brut est un produit naturel non raffin® compos® dôun mélange complexe 

d'hydrocarbures et d'autres matières organiques. Il s'agit d'un fluide visqueux foncé 

naturellement présent dans certaines formations rocheuses. Le pétrole brut, un type de 

combustible fossile, peut être raffiné pour produire des produits utilisables tels que l'essence, 

le diesel et diverses autres formes de produits pétrochimiques. Il est hautement inflammable et 

génère de l'énergie (Kumar et al., 2011). 

 Hydrocarbures pétroliers I.1.3

Les hydrocarbures pétroliers sont des constituants du pétrole qui se composent presque 

entièrement des éléments de C et H. Ce ne sont pas des entités distinctes mais représentent 

plutôt une continuation sur une large gamme par le poids moléculaire des hydrocarbures 

individuels. L'essence, le diesel et les produits liés contiennent des centaines et parfois des 

milliers dôhydrocarbures p®troliers diff®rents (Kuppusamy et al. 2020). 

 Hydrocarbures pétroliers totaux (TPH) I.1.4
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Les hydrocarbures pétroliers totaux (TPH) est un terme utilisé pour décrire une large 

famille de plusieurs centaines de composés chimiques qui proviennent à 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 réfèrent à la concentration totale des 

hydrocarbures pétroliers extraits et mesuré par une méthode. Les TPH peuvent être 

simplement indiqués comme étant la quantité totale récupérable des hydrocarbures pétroliers 

(Todd et al., 1999). Généralement, le dosage des TPH fournissent un moyen de quantifier 

l'ampleur (en termes relatifs) de la contamination pétrolière qui reste dans l'environnement, 

c'est-à-dire de déterminer si la contamination pétrolière est présente dans l'environnement qui 

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

I.2 Origine 

Les hydrocarbures pétroliers se présentent sous plusieurs formes et combinaisons. Il 

existe des pétroles légers et des pétroles lourds, du gaz humide et du gaz sec. Cependant, ce 

qu'ils ont tous en commun est une origine de matière organique; ce sont les plantes et les 

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

Les roches mères qui produisent des hydrocarbures sont riches en certains types de 

matières organiques. Les changements chimiques après l'enterrement convertissent les tissus 

végétaux et animaux en molécules complexes qui finissent par produire du pétrole ou du gaz 

naturel par les effets de la chaleur et de la pression sur les sédiments piégés sous la surface de 

la terre pendant des millions d'années. Des mini-pores dans la roche permettent au pétrole de 

s'infiltrer. Ces roches réservoirs retiennent le pétrole comme une éponge, confinée par d'autres 

couches à faible perméabilité qui forment des pièges. Les progrès technologiques ont 

régulièrement am®lior® la capacit® de trouver et dôextraire du p®trole et du gaz pour les 

convertir en carburants, lubrifiants et autres produits de consommation utiles (Aminzadeh et 

Dasgupta, 2013). 

I.3 Composition chimique 

Les hydrocarbures pétroliers sont constitués de nombreux composés organiques naturels 

à faible solubilité dans l'eau (Speight et Arjoon, 2012). Ils contiennent principalement des 

mol®cules compos®es dôatomes de carbone et dôhydrog¯ne. Ils peuvent °tre divis®s en quatre 

classes : les alcanes non cycliques (ou paraffines), les cycloalcalnes (ou naphtènes), les 

alcènes (ou oléfines) et les hydrocarbures aromatiques (Kuppusamy et al., 2020).  



Chapitre I                                                                                      Les hydrocarbures pétroliers 

 

 

6 

 

Selon la structure chimique générale de leur constituant chimique, les hydrocarbures 

sont divisés en deux catégories principales, les aliphatiques et les aromatiques (figure 1). Les 

aliphatiques contiennent des chaînes d'atomes de carbone liés ensemble, tandis que les 

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

 

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

I.4 Composition pétrolière 

Le pétrole brut est parmi les mélanges les plus complexes des composés organiques qui 

existent sur la terre. Les progrès récents de la spectrométrie de masse à ultra-haute 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 

(Head et al., 2006).  

La composition chimique et physique (fractionnelle) du pétrole peut varier 

consid®rablement selon lôemplacement et lô©ge des champs p®troliers, et aussi selon la 

profondeur de chaque puits. En effet, deux puits adjacents peuvent produire du pétrole aux 

caractéristiques nettement différentes (Speight, 2014).  

Quatre groupes chimiques opérationnels constituant le pétrole brut ont été définis : les 

hydrocarbures saturés, les hydrocarbures aromatiques, et les composants polaires et non 

hydrocarbonés : les résines et les asphaltènes (Head et al., 2006). Dôautres constituants 

mineurs sont également présents dans les hydrocarbures pétroliers, comme des métaux et les 

compos®s polaires qui contiennent de lôazote, du soufre et de lôoxyg¯ne (figure 2).  

Hydrocarbures 
pétroliers 

Aliphatiques 

Alcanes (Parrafines) 

(chaine linéaire, liaison simple C-C) 

examples: Hexane, Heptane, octane  

Cycloalcanes (naphtènes) 

(chaine cyclique, liaison simple C-C) 

exemples: Methylcyclopentane; 
Ethylcyclohexane 

Alcènes (oléfines) 

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

exemples: Ethene, Propene  

Aromatiques 

Monoaromatiques 

(un cycles benzéniques dans la structure) 

exemple: BTEX  

Polyaromatiques 

(deux ou plesieurs cycles benzéniques) 

exemple: PAHs 
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Figure 2.Représentation sch®matique des principales familles dôhydrocarbures et autres 

compos®s dôun p®trole (Syakti, 2004) 

Les proportions des éléments (carbone, hydrogène, azote, oxygène, soufre et métaux) 

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

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

Eléments Pourcentage (%) 

Carbone 83.0 - 87.0 

Hydrogène 10.0 - 14.0 

Azote 0.1 - 2.0 

Oxygène 0.05 - 1.5 

Soufre 0.05 - 6.0 

Métaux (Ni et V) <1000 ppm 

 Les hydrocarbures saturés I.4.1

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

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

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

totaux dôun p®trole brut (Hentati, 2018). Parmi lesquelles, on distingue : 
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 Les alcanes linéaires I.4.1.1

Les alcanes linéaires (n-alcanes, CnH2n+2), dont la longueur de leur chaîne (n) varie de 7 

à 40 atomes de carbone. Ils constituent une des classes les plus abondantes (10 à 40% des 

hydrocarbures totaux dôun brut p®trolier) (Hentati, 2018). 

  Les alcanes ramifiés I.4.1.2

Les alcanes ramifiés les plus abondants sont les iso-alcanes (groupement méthyle en 

position 2). Les autres composés ramifiés antéiso-alcanes (groupement méthyle en position 3) 

ou polyramifiés tels que les isoprénoïdes (exemple: pristane (C19H40), phytane (C20H42)) 

qui sont beaucoup moins nombreux. Ces composés se trouvent dans le pétrole brut à des 

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

  Les cycloalcanes I.4.1.3

Les cycloalcanes sont également connus sous le nom de naphtènes, ils sont similaires 

aux alcanes linéaires et ramifiés, sauf que le squelette carboné renferme des atomes de 

carbone disposés en cercle (cinq, six ou sept atomes de carbones). Ces composés sont parfois 

appelés cycloparaffines et ont une formule empirique de CnH2n (Kostecki et al., 2005). Cette 

famille peut représenter entre 30 et 50 % des hydrocarbures totaux dôun p®trole brut. 

Quelques d®riv®s polycycliques sont aussi pr®sents et certains dôentre eux, tels les st®ranes et 

les terpanes sont caract®ristiques dôun p®trole brut. Ils sont g®n®ralement stables et 

relativement insolubles dans l'eau. Des exemples sont le cyclohexane et le méthyl-

cyclohexane (Speight et Arjoon, 2012). 

 Les hydrocarbures aromatiques I.4.2

De formule générale CnH2n-6, ils sont caract®ris®s par la pr®sence dôau moins un cycle 

benzénique à six atomes de carbone, avec des liaisons simple et doubles alternées (Van Epps, 

2006). En général, les hydrocarbures aromatiques sont moins abondants que les alcanes, et ne 

repr®sentent que 10 ¨ 30% des hydrocarbures totaux dôun brut p®trolier (Soltani, 2004). Les 

hydrocarbures aromatiques sont répartis en deux familles dôhydrocarbures insatur®s : les 

hydrocarbures aromatiques monocycliques (HAM) et les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP). 

 Les hydrocarbures aromatiques monocycliques (HAM) I.4.2.1

Les HAM sont constitu®s dôun seul noyau aromatique, ce sont des molécules ubiquistes 

dans lôenvironnement, tels que les BTEX (Benz¯ne, Tolu¯ne, Ethylbenz¯ne et o, m, p-
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Xylènes) (figure 3). Ils se trouvent surtout dans lôessence et les carburants des avions et sont 

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

 

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

 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) I.4.2.2

Les HAP sont des composés organiques neutres apolaires, constitués de noyaux 

benzéniques (deux ou plus) fusionnés par des arrangements linéaires (anthracène), angulaires 

(phénanthrène) ou groupé (pyrène). Le plus simple dôentre eux est le naphtal¯ne, compos® de 

2 cycles et le plus complexe est le coronène (7 cycles). Ils diffèrent par leurs propriétés 

physico-chimiques: les HAP de faible poids moléculaire sont plus volatils, plus solubles dans 

l'eau et moins lipophiles que les HAP de fort poids moléculaire (Bidaud, 1998). Par exemple, 

le naphtalène et les composés de faibles masses moléculaires, étant plus solubles et plus 

volatiles, sont peu persistants et donc peu bioaccumulables. En revanche, les composés de 

masses moléculaires élevées sont très persistants et par conséquent bioaccumulables.  

Les HAP sont hydrophobes, les composés plus gros sont moins solubles dans l'eau et 

moins volatils. Ces propriétés donnent aux HAP leur place dans l'environnement, 

principalement dans le sol, les sédiments et les substances huileuses. Cependant, ils 

constituent également un élément préoccupant pour les particules en suspension dans l'air 

(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'être toxiques, 

mutagènes et, dans certains cas, cancérigènes (Peng et al., 2008).  

Sur la base de leur abondance et de leur toxicité, 16 HAP ont été inclus dans la liste des 

polluants prioritaires de lôU.S. Environnemental Protection Agency (US-EPA) (figure 4) 

(Keith et Telliard, 1979).  
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Figure 4.Formule développée, nom et masse moléculaire des 16 HAP de la liste prioritaire de 

l'agence pour la protection de l'environnement des Etats-Unis (US-EPA) (Jeanneau, 2007) 

 Les composés polaires non-hydrocarbonés I.4.3

Les pétroles bruts contiennent des quantités appréciables de constituants organiques non 

hydrocarbonés, principalement des composés contenant du soufre, de l'azote et de l'oxygène 

et, en plus petites quantités, des composés organométalliques en solution et des sels 

inorganiques en suspension colloïdale (Speight, 2014). 

 Les asphaltènes I.4.4

Les asphaltènes correspondent à une classe de composés de hautes masses moléculaires, 

insolubles dans un solvant paraffinique comme le n-pentane ou le n-heptane, et sont solubles 

dans les solvants aromatiques tels que le toluène ou le benzène. La structure de ces composés 

est mal connue du fait que les asphaltènes contiennent entre 105 et 106 molécules de 

diff®rentes formes et tailles, et que, par cons®quent, il nôest pas possible de d®crire 

simplement leur structure chimique. Les asphaltènes sont ainsi constitués de plusieurs 

centaines de composés qui ont des solubilités similaires, mais qui peuvent avoir des 

structures, tailles et formes différentes (Tharanivasan, 2012). Ce sont des hydrocarbures 
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aromatiques polynucléaires qui contiennent, en plus des chaînes n-alcanes, des alcanes 

cycliques et des h®t®roatomes, tels que le soufre, lôazote et lôoxyg¯ne, et des traces de m®taux 

comme le nickel et le Vanadium et le fer (figure 5a). Ils représentent la fraction des 

hydrocarbures la plus stable et jouent un r¹le important dans la stabilisation de lô®mulsion des 

hydrocarbures (McLean et Kilpatrick, 1997).  

La présence d'asphaltène entraîne une augmentation marquée de la viscosité du pétrole 

brut, ce qui rend son transport et son traitement difficiles. En raison de leur haute résistance 

au craquage, les molécules d'asphaltènes sont généralement tenues responsables de la 

diminution du rendement des distillats de pétrole (Yen et Chilingarian, 2000). 

 Les résines I.4.5

Les résines sont les composés polaires les plus petits et constituent un groupe 

hétérogène de composés aromatiques qui comprend les acides naphténiques, les cétones, les 

quinones et les phénols (figure 5b). Ils sont caractérisés par leur polarité élevée, qui les rend 

solubles dans lôeau, ce qui est ¨ lôorigine de leur biodisponibilit® et de leur toxicit® vis-à-vis 

des organismes en cas de d®versement dôhydrocarbures en milieu aquatique (Melbye et al., 

2009). Par ailleurs, les résines peuvent également contenir des produits issus de lôalt®ration 

des hydrocarbures pétroliers, comme des composés polycycliques oxydés dont les 

concentrations sont souvent plus importantes dans des hydrocarbures altérés que dans des 

hydrocarbures frais (Ehrhardt et Douabul, 1989). 

 Composés soufrés I.4.6

Le soufre est principalement retrouvé dans les hydrocarbures pétroliers sous forme de 

composés organiques soufrés. Les composés soufrés forment le groupe le plus grand des 

composés non-hydrocarbon®s dôun brut p®trolier. La teneur en soufre du pétrole brut peut 

varier de 0,04% (p/p) pour le pétrole brut léger à environ 5,0% pour le pétrole brut lourd et le 

sable bitumineux. Ils sont généralement associés aux résines et aux asphaltènes (Speight, 

2014).  

 Composés oxygénés I.4.7

La teneur totale en oxygène du pétrole brut est généralement inférieure à 2% (Speight, 

2014). Les composés oxygénés présentent des structures chimiques plus complexes que les 

compos®s soufr®s. Un grand nombre de ces compos®s sont faiblement acides. Il sôagit 

principalement des acides napht®niques, une famille complexe dôacides carboxyliques satur®s, 

acycliques ou cycliques (Figure 5c) (Grewer et al., 2010). 
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Figure 5. Exemples de la structure moléculaire des : a) asphaltènes, b) résines et c) acides 

naphténiques (Langevin et al., 2004) 

 Composés azotés I.4.8

La teneur en azote du pétrole brut est faible et se varie généralement entre 0,1% à 0,9%, 

bien que des travaux précédents indiquent que certains pétroles bruts peuvent contenir jusqu'à 

2% d'azote. Les composés azotés organiques se retrouvent dans les pétroles bruts sous une 

forme simple hétérocyclique, comme la pyridine (C5H5N) et le pyrrole (C4H5N), ou dans une 

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

 Les métaux I.4.9

Les métaux sont pr®sents dans les p®troles bruts ¨ lô®tat de traces. Les m®taux lourds 

dans le pétrole proviennent de processus géochimiques impliqués dans la génération, la 

migration (vers le réservoir) et la maturation du pétrole (Mejeha, 2016). Le nickel et le 

vanadium sont les métaux traces les plus abondants dans le pétrole brut mais le fer, le cuivre 

et lôuranium sont ®galement d®tect®s (Bertrand et Mille, 1989). 

I.5 Le raffinage du pétrole brut 

Le pétrole brut produit, après le traitement sur le terrain et les opérations de surface 

nécessaires, est transféré dans une raffinerie où il est traité et converti en divers produits 

utiles. Le processus de raffinage a évolué de la simple distillation discontinue à la fin du XIXe 

siècle aux processus complexes d'aujourd'hui dans les raffineries modernes. Les processus de 

raffinage peuvent généralement être divisés en trois opérations principales: (1) séparation, (2) 

conversion et (3) finition (Riazi, 2005) : 

a. La séparation : est un processus physique où les composés sont séparés par 

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

ont des points d'ébullition allant de -160 °C (point d'ébullition du méthane) à plus de 

600 °C qui est le point d'ébullition des composés lourds dans le pétrole. D'autres 

processus importants de séparation physique sont l'absorption, le décapage et 

l'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 à un autre. La réaction la plus 

importante dans les raffineries modernes est le craquage dans lequel les hydrocarbures 

lourds sont convertis en hydrocarbures plus légers et plus précieux. Le craquage 

catalytique et le craquage thermique sont couramment utilisés à cet effet. D'autres 

types de réactions telles que l'isomérisation ou l'alkylation sont utilisées pour produire 

de l'essence à indice d'octane élevé. 

c. La finition  : est la purification de divers flux de produits par des procédés tels que la 

désulfuration ou le traitement acide des fractions pétrolières pour éliminer les 

impuretés du produit ou le stabiliser. 

I.6 Les produits pétroliers 

En général, les produits pétroliers peuvent être divisés en deux groupes: les produits 

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

 Les produits énergétiques (carburants-combustibles) I.6.1

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

pr®sence dôair permet le fonctionnement des moteurs thermiques. Le mot combustible est 

réservé aux produits utilis®s pour la production dô®nergie thermique dans les chaudi¯res, les 

fours, les centraleséetc (Wauquier, 1994). Les principaux produits pétroliers énergétiques 

sont : 

a. Gaz de pétrole liquéfié (GPL) 

Le GPL est essentiellement un mélange de propane et de butane. Il est  principalement 

utilisé pour le chauffage et la cuisson domestiques (50%), le carburant industriel (besoins en 

carburant propre) (15%), la matière première de vapocraquage (25%) et comme carburant 

pour les moteurs à allumage commandé (10%).  
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b. Essence  

L'essence est l'un des produits les plus importants d'une raffinerie. Il contient des 

hydrocarbures de C4 à C11. Il est utilisé comme carburant pour les voitures. Ses principales 

caractéristiques sont l'antidétonant (indice d'octane), la volatilité, 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 États-Unis. Le RFG a moins de butane, 

moins d'aromatiques et plus d'oxygènes. La teneur en soufre de l'essence ne doit pas dépasser 

0,03% en poids (Riazi, 2005). 

c. Kérosène 

La composition chimique du kérosène est complexe et elle dépend de sa source. Il est 

généralement composé d'hydrocarbures en C10-C16, dont 55,2% de paraffines, 40,9% de 

naphtalènes et 3,9% d'hydrocarbures aromatiques. Comparé à l'essence, le kérosène est moins 

volatil avec un point d'éclair plus élevé (38 °C) et donc un carburant relativement plus sûr à 

stocker et à manipuler. Il est utilisé pour allumer les chauffages domestiques, des lampes ou 

des fournaises et également utilisé comme composant de carburant pour les moteurs diesel et 

les moteurs des  tracteurs, les r®acteurs (dôavion) et les fus®es et comme solvant pour les 

graisses et les insecticides. Il est utilisé comme l'un des combustibles de cuisson courants 

(Dioha et al., 2012). 

d. Diesel (gasoil)  

Le diesel est obtenu ¨ partir de la distillation fractionn®e du p®trole brut. Côest, en 

général, un mélange d'hydrocarbures en C10 à C19 avec des points d'ébullition compris entre 

150 et 380 °C et est moins volatil et plus lourd avec une densité d'énergie plus élevée que les 

essences (Song et al., 2000). La composition type des hydrocarbures du diesel (volume) 

comprend 64% d'hydrocarbures aliphatiques, 1 à 2% d'hydrocarbures oléfiniques et 35% 

d'hydrocarbures aromatiques (Kuppusamy et al., 2020). Ce carburant est destiné à 

lôalimentation des moteurs diesel ®quipant des voitures particuli¯res et des v®hicules 

utilitaires, depuis la camionnette légère jusquôau poids lourd. Dôautres types de moteurs 

diesels non routiers  comme les bateaux de pêche, engins de travaux publics, tracteurs 

agricoles et les gros navires, utilisent des carburants distincts du gazole (diesel marine, fuel 

domestique, fuel lourd) (Wauquier, 1994). 

e. Mazout (Fuel oil) 
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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 à basse vitesse). Ses principales 

caractéristiques sont la viscosité, la teneur en soufre (corrosion), la stabilité (pas de séparation 

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

 Les produits non énergétiques I.6.2

a. Les solvants hydrocarbonés 

Les solvants hydrocarbonés sont des coupes pétrolières relativement légères, qui se 

situent dans la gamme des hydrocarbures de C4 à C14, et dont les applications sont 

nombreuses dans lôindustrie comme dans lôagriculture. Leur emploi est souvent conditionn® 

par leur rapidit® dô®vaporation, de sorte quôils sont class®s en fonction de leurs gammes de 

temp®ratures dô®bullition (Wauquier, 1994). Un exemple des solvants, les white-spirits dont 

le point d'®bullition sô®tend entre 135 et 205 ÁC, sont utilis®es comme diluants de peinture 

(Riazi, 2005). 

b. Les naphtas 

Les naphtas constituent une catégorie particulière de solvants hydrocarbonés, dont les 

caract®ristiques dô®bullition correspondent ¨ la classe des white-spirits. Il sôagit en effet de 

produits de base pour la pétrochimie. Ils servent en particulier à alimenter les vapocraqueurs. 

Les naphtas sont donc des interm®diaires industriels et nôont aucune utilisation pour le 

consommateur final (Wauquier, 1994).  

c. Les huiles lubrifiantes 

Les huiles lubrifiantes sont constitu®es dôun composant principal appel® óóbaseôô, auquel 

sont ajoutés des additifs qui confèrent au lubrifiant les propriétés spécifiques requises pour 

une application donn®e. Les bases pour lubrifiants peuvent °tre min®rales (dôorigine 

pétrolière) ou synthétiques. L'une des caractéristiques les plus importantes des lubrifiants est 

leur viscosit® et lôindice de viscosit® (variation de la viscosit® en fonction de la temp®rature).  

Habituellement, les aromatiques sont éliminés des lubrifiants pour améliorer leur indice 

de viscosité. Les lubrifiants ont une structure similaire aux composés isoparaffiniques. Les 

additifs utilisés pour les lubrifiants sont les additifs améliorant l'indice de viscosité tels que les 

polyacrylates et les polymères d'oléfines, les additifs anti-usures (esters phosphoriques, 

produits soufrés ou chlorés), les antioxydants (amines aromatiques alkylées), les inhibiteurs 

de corrosion (acides gras, phosphates dôamine) et les agents anti-mousses 

(polydiméthylsiloxanes, acrylates). Les graisses lubrifiantes sont une autre classe de 
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lubrifiants sous forme semi-solide. Les propriétés des lubrifiants à connaître sont l'indice de 

viscosité, le point d'aniline (indication du contenu aromatique), la volatilité et les résidus de 

carbone (Wauquier, 1994 ; Riazi, 2005). 

d. Lôasphalte 

L'asphalte est un autre produit pétrolier majeur qui est produit à partir de résidus de 

distillation sous vide. Les asphaltes contiennent des composés aromatiques polaires non 

volatils de poids moléculaire élevé, tels que les asphaltènes et ne peuvent pas être distillés 

même dans des conditions de vide très élevé. Dans certains pays, l'asphalte est appelé 

óbitumeô, bien que certains sugg¯rent qu'il s'agit de produits p®troliers diff®rents. L'asphalte et 

le bitume appartiennent à une catégorie de produits appelés « liants hydrocarbonés ». 

Lôasphalte est utilis® en voirie, en particulier en milieu urbain, ainsi que pour couvrir les 

trottoirs (Riazi, 2005). 

I.7 Propriétés physiques du pétrole et des produits pétroliers 

Les propriétés physiques des variétés presque illimitées de pétrole brut sont 

généralement corrélées avec des aspects de la composition chimique. Certaines de ces 

propriétés clés pour déterminer le devenir et le comportement du pétrole et des produits 

pétroliers dans l'environnement sont la viscosité, la densité, la gravité spécifique (densité par 

rapport à l'eau), le point d'éclair, le point d'écoulement et la tension interfaciale (Fingas, 

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

 Densité (specific gravity) I.7.1

La densité des hydrocarbures correspond à la masse par unité de volume. Cette propriété 

est utilis®e par lôindustrie p®troli¯re pour distinguer les hydrocarbures l®gers et lourds. Elle est 

aussi importante pour indiquer la flottabilit® des hydrocarbures dans lôeau en cas de 

d®versement. Lô®chelle des masses volumiques de lôAmerican Petroleum Institute (API) est 

couramment utilisée pour décrire la densité des hydrocarbures pétroliers, qui est alors 

exprimée en degré API. La densité des bruts se situent généralement entre 0,8 (45.3 API) et 

1,000 (<10 API), bien quôil existe des bruts ayant des densit®s se situant en dehors de cet 

intervalle (Wauquier, 1994). Généralement, on class les pétroles bruts en fonction de la 

densité API en 4 catégories comme illustré dans le tableau 2: 
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Tableau 2.Catégories des pétroles bruts (Fahim et al., 2009) 

Type de pétrole brut Densité API 

bruts légers API > 38 

bruts moyens 29 < API < 38 

bruts lourds 8.5 < API < 29 

bruts extra lourds API < 8.5 

 
Notons que ces bornes varient selon les pays. 

 Point dô®coulement (pour point) I.7.2

Le point d'écoulement est défini comme la température la plus basse à laquelle 

l'échantillon s'écoulera. Il indique à quel point il est facile ou difficile de pomper l'huile, 

surtout dans les temps froids. 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 à 232 °C (450 °F) sont déterminés par des tests standard comme 

ASTM D97 (Fahim et al., 2009). 

 Viscosité I.7.3

La viscosité est une autre propriété utile dans la production, le raffinage et le transport 

du pétrole (Riazi, 2005). La viscosit® peut °tre d®finie comme la r®sistance ¨ lô®coulement 

dôun liquide. La mesure de la viscosit® des p®troles bruts à différentes températures est 

importante pour le calcul des pertes de charge dans les pipelines, les tuyauteries et les 

conduites de raffinerie (Wauquier, 1994). Des hydrocarbures pétroliers ayant une faible 

viscosité sont très fluides et se propagent rapidement, rendant leur confinement difficile. 

Notons que la viscosité est influencée par la température. En effet, plus la température est 

faible, plus la viscosit® est ®lev®e. Enfin, la viscosit® influence les processus dô®vaporation et 

dô®mulsification des hydrocarbures (Fingas, 2016). La viscosité est mesurée à 37,8 °C (100 

°F) par ASTM D445 et par ASTM D446 à 99 °C (210 °F) (Fahim et al., 2009). 

 Point dô®clair (flash point) I.7.4

Le point d'éclair d'un hydrocarbure liquide est la température la plus basse à laquelle 

suffisamment de vapeurs sont émis au-dessus du liquide de telle sorte qu'une inflammation 

spontanée se produira en cas d'étincelle. Il s'agit d'une spécification importante pour l'essence 

et le naphta liée à la sécurité du stockage et du transport dans des environnements à haute 

température. Le point d'éclair indique le potentiel d'incendie et d'explosion d'un carburant. Un 
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carburant à point d'éclair bas présente un risque d'incendie plus élevé. L'un des tests standard 

est ASTM D1711, D09 et D1695 (Fahim et al., 2009). 

 La tension interfaciale I.7.5

La tension interfaciale correspond ¨ la force dôattraction ou de r®pulsion qui sôexerce ¨ 

lôinterface entre les hydrocarbures et lôeau. Côest une donn®e qui doit °tre consid®r®e avec la 

viscosit® pour ®valuer la rapidit® de la propagation des hydrocarbures sur lôeau. Plus la 

tension interfaciale est faible, plus les hydrocarbures se répandront facilement sur lôeau 

(Fingas, 2012).  

I.8 Les hydrocarbures en Algérie 

L'Algérie est un exportateur important de pétrole et de gaz naturel et est un membre de 

óóOrganization of the Petroleum Exporting Countriesôô (OPEC). Le secteur des hydrocarbures 

constitue la colonne vertébrale de l'économie algérienne, avec des réserves de 12,2 milliards 

de barils de p®trole et 4,5 billions de m¯tres cubes de gaz. LôAlg®rie d®tient les 16
ème

 plus 

grandes réserves de pétrole et les 10
ème

  plus grande réserve de gaz naturel au monde, et elle 

représente le 6
ème

  plus grand exportateur de gaz (Dilmi, 2019). LôAlg®rie occupe le troisi¯me 

rang parmi les pays producteurs de pétrole en Afrique, et le 12
ème

 rang dans le monde (Attar 

et Hammat, 2009).  

Les réserves conventionnelles d'hydrocarbures découvertes en Algérie à ce jour sont 

contenues dans un peu plus de 200 gisements de pétrole et de gaz, dont 73 sont situés dans le 

bassin d'Illizi, 57 dans les bassins du Sahara central, 34 dans les bassins Ghadames-Rhourde 

Nouss et 31 dans le Bassin d'Oued Maya (Abada and Bouharkat, 2018). 

L'Algérie constitue un centre important de raffinage avec 5 raffineries; Skikda, Alger, 

Arzew, Hassi Messaoud et Adrar. Avec une capacité totale du traitement du pétrole brut de 

25,565 millions tonnes/an (Mini st¯re de lô®nergie et des mines).  

Le pétrole algérien est tr¯s appr®ci® dans le monde, parce que côest un p®trole l®ger (sa 

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

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

 Aper­u sur la raffinerie dôArzew I.8.1

La raffinerie dôArzew est consid®r®e parmi les complexes p®troliers les plus importants 

dans le nord dôAfrique, 3
ème

 raffinerie du pays apr¯s celles dôAlger et de Hassi-Messaoud. 

Elle est situ®e dans la zone industrielle sur le plateau dôEl Mahgoune ¨ 2 km de la ville 

dôArzew et environ 40 km de la ville dôOran. Elle se situe au voisinage du port dôArzew qui 
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lui permettant les enlèvements par bateau des produits finis et semi-finis (Guermouche, 

2014).  

La raffinerie est alimentée directement par du pétrole brut de la zone de stockage de 

Haoud-El-Hamra (Hassi Messaoud) par un pipeline. Elle a la capacité de traiter 3,75 millions 

tonnes/an de pétrole brut. La raffinerie est conçue pour le traitement de pétrole brut de Hassi 

Messaoud, satisfaction des besoins de consommation du marché national en carburant, 

lubrifiants et bitumes, et lôexploitation de produits exc®dentaires (naphta, kérosène, fuel, gas-

oil et huile, GPL (Gaz de Pétrole Liquéfié), essences, lubrifiants et bitumes (Benchouk, 

2017). 

La raffinerie est composée de plusieurs unités complémentaires et successives qui 

déterminent le cheminement du flux produit (figure 6) : 

a. Les utilités : Deux unités d'utilités produisent et assurent la distribution, pour les 

besoins de fonctionnement des différentes installations: eau distillée, électricité, air 

service et instrument, eau de refroidissement traitée, fuel gaz et vapeur. Ces unités ne 

reçoivent pas de matière première, elles ne produisent que les 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, naphta lourd, naphta léger, kérosène, gas-

oil et le brut réduit, qui constitue la charge des unités de distillation sous-vide 

pour la production des huiles de base. 

- L'Unité reforming catalytique (U.12) : Le Naphta lourd de l'unité de 

distillation atmosphérique est traité dans cette unité dont le but est de produire 

une base à indice d'octane élevé, des GPL et un gaz riche en hydrogène.  

- L'Unité de traitement de gaz (U.13) : Les gaz de pétrole liquéfiés obtenus 

dans les unités de distillation atmosphérique et de reforming catalytique sont 

traités dans cette unité et séparés en produits suivants: propane, butane. 

c. Les bitumes 

- L'Unité de flash sous-vide (U.14): Le brut réduit importé et fractionné en gas-

oil sous vide et en produit visqueux obtenu en fond de colonne lequel est traité 

dans la section de soufflage à 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 

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

est obtenu par oxydation poussée avec de l'air.  

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

- deux chaînes de production d'huile de base de capacités annuelles respectives 

de 48 000 TM et 120 000 TM. 

- deux unités de fabrication, de mélange et de conditionnement des huiles finies. 

- deux unités de production et de conditionnement des graisses. 

- une unité de traitement et de deux unités de moulage de la paraffine 

(Benchouk, 2017). 

 
Figure 6. Schéma général de la raffinerie dôArzew (Boudjillouli, 2001) 

 Les problèmes liés aux hydrocarbures en Algérie I.8.2

Au cours de diff®rentes activit®s li®es ¨ lôextraction du p®trole, ¨ son transport et ¨ 

lôutilisation de ces produits finis, des accidents peuvent avoir lieu et r®sultent à une 

contamination de lôenvironnement par plusieurs types dôhydrocarbures p®troliers. En effet, 

21% des accidents enregistr®es dans lôindustrie alg®rienne du raffinage du p®trole ont des 

conséquences environnementales (Chettouh et Hamzi, 2014). 

De plus, la pollution par les hydrocarbures en Alg®rie a attir® lôattention de plusieurs 

chercheurs, parmi lesquelles on cite les travaux de Talbi et al. (2009) et Ghouas et al. (2010)  

qui adaptent des techniques physico-chimiques pour lô®limination des carburants des effluants 

industriels. Ladji (2010) a étudié la composition organique du sable du Sahara pollué par les 

hydrocarbures des diff®rentes r®gions dôAlg®rie, Hassi-Messaoud, Hassi-Bahbah, Laghouat, 
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Tougguort et Ghardaia, la plus grande pollution est détectée en n-alcanes à Hassi-Bahbah 

avec 66% (C16 à C35). Laghouat était la ville la plus polluée en HAPs avec 21.8% entre 

aromatiques légers et lourds. Boutenfnouchet et al. en 2005 a réalisé une évaluation de la 

pollution industrielle par les hydrocarbures totaux au niveau de la plateforme industrielle de 

Skikda. 
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Chapitre II  : Pollution des sols par les hydrocarbures pétroliers 

Le pétrole est une nécessité dans notre société industrielle et une composante majeure 

de notre mode de vie. Selon les tendances de l'utilisation du pétrole, cela ne serait pas 

beaucoup diminuer à la future. L'industrie utilise le pétrole et les dérivés pétroliers pour 

fabriquer des produits vitaux tels que les plastiques, les engrais et les matières premières 

chimiques, qui restent encore nécessaires à 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'à 10 à 15 transferts entre de nombreux modes de 

transport différents, y compris les pétroliers, les pipelines, les wagons et les camions citernes. 

Le pétrole est stocké aux points de transfert, aux terminaux et aux raffineries le long du 

parcours. Des accidents peuvent survenir au cours de l'une de ces étapes de transport ou de 

ces périodes de stockage (Fingas, 2013). 

II.1  Systèmes dynamiques du sol 

Un sol est un système hétérogène et dynamique, composé principalement de particules 

min®rales, de mati¯res organiques, dôeau, dôair et dôorganismes vivants (Paul, 2014).  

Côest un syst¯me complexe constitué de trois phases : la phase aqueuse, gazeuse, et 

solide. Le gaz et l'eau, que l'on trouve dans les pores du sol, représentent environ 50% (en 

volume) d'un sol typique. Un constituant organique pourra se trouver dans ces deux phases en 

proportions variables selon sa solubilité et sa tension de vapeur (Bidaud, 1998). 

Le sol constitue un milieu biologique où vivent des êtres microscopiques, mais 

également où se déroulent des phénomènes chimiques, physiques et physico-chimiques, etc. 

Ces phénomènes sont qualifiés de systèmes dynamiques et ont lieu essentiellement dans la 

phase liquide du sol et à son interface avec la phase solide. La connaissance scientifique dôun 

tel écosystème, pour le moins complexe, constitue un pas important à la compréhension du 

devenir des polluants organiques et de leur processus de biodégradation (Fokou Mbogne, 

2017). 

 Phénomènes chimiques II.1.1

Les composés organiques et inorganiques du sol sont très variés et leurs nombreuses 

propri®t®s sont ¨ lôorigine de leur participation aux nombreuses transformations chimiques 

(lôionisation, lôoxydo-r®duction, lôhydrolyse, etc.). Elles ont lieu principalement, dans la phase 

liquide et à son interface avec la phase solide. Il existe deux grandes catégories de 

transformation chimiques: 
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ü Les transformations de d®gradation des compos®s organiques et dôalt®ration des 

minéraux. 

ü Les transformations de synthèse : néogenèse des minéraux, organisation microbienne 

et végétale (Calvet, 2003). 

 Phénomènes physiques II.1.2

Le sol est le siège de plusieurs phénomènes physiques tels que la rétention ou la 

circulation de lôeau dans le sol, le transport des gaz et lôa®ration du sol, lô®volution de la 

structure du sol et sa mécanisation, le transport des espèces par diffusion moléculaire ou par 

convection ou dispersion, la pollution des eaux souterraines par le mécanisme de transport de 

la matière, etc. De plus, ils sont responsables de la cinétique de nombreuses transformations 

chimiques et de lôadsorption des substances en solution et en phase gazeuse. 

 Phénomènes physico-chimiques II.1.3

Ces phénomènes déroulent aux interfaces des phases solides, liquides et gazeuses, et 

conduisent ¨ des modifications dô®tat des molécules, sans altération de leur structure. Par 

exemple, ils expliquent comment une mol®cule organique peut passer de lô®tat neutre ¨ lô®tat 

polaire ou de lô®tat hydrophobe ¨ lô®tat hydrophile (Fokou Mbogne, 2017). 

II.2  Devenir des hydrocarbures pétroliers dans le sol 

ê la suite dôun d®versement des hydrocarbures au niveau du sol, diff®rents processus 

dôalt®ration physique, chimique et biologique vont d®terminer leur devenir dans le milieu 

(Fingas, 2013). Ceci ®tant, il nôest pas toujours ®vident de pr®dire avec certitude le 

comportement dôun polluant au niveau du sol, car celui-ci est un grand système dynamique, 

complexe, hétérogène et évolutif dans le temps. Ce dynamisme vivant, le plus souvent 

caractérisé par des phénomènes abiotiques (évaporation, etc.) et biotiques (biodégradation, 

etc.) dépendent beaucoup des propriétés intrinsèques du sol, des conditions 

environnementales, de la composition chimique et des propriétés physiques des 

hydrocarbures. Les phénomènes biotiques sont ceux qui participent majoritairement à la 

dégradation des hydrocarbures lourds tandis que les phénomènes abiotiques agissent plutôt 

sur les plus l®gers. Les diff®rents processus naturels dôalt®ration des hydrocarbures sont 

lô®vaporation, la biod®gradation, lôadsorption, etc. (figure 7) (Fokou Mbogne, 2017). 
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Figure 7. Devenir dôun polluant organique au niveau du sol (Pernot et al., 2012) 

 Evaporation  II.2.1

Lô®vaporation est un processus qui d®bute imm®diatement apr¯s un d®versement 

dôhydrocarbures et peut se poursuivre pendant quelques jours. Elle correspond au transfert des 

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

mol®culaire, vers lôatmosph¯re. Cette perte des compos®s volatils entra´ne la modification de 

certaines propriétés physiques des hydrocarbures, telles que la densité et la viscosité (Neff et 

al., 2000).  

De fa­on g®n®rale, lors de d®versements dôhydrocarbures p®troliers, lô®vaporation est le 

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

quelques jours apr¯s un d®versement, les p®troles bruts l®gers peuvent perdre jusquô¨ 75 % de 

leur volume initial et les bruts moyens, jusquô¨ 40 %. En revanche, les hydrocarbures lourds 

ne perdent pas plus de 10 % de leur volume dans les premiers jours suivant un déversement 

(Fingas, 2013). 

 Adsorption II.2.2

Les hydrocarbures pétroliers peuvent être séquestrés par les molécules du sol ou du 

compost. Lôadsorption est un proc®d® physico-chimique, naturel et passif dôaccumulation des 

matières organiques, mettant en jeu des forces dôinteractions qui retiennent l'adsorbat sur la 

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

sur le contaminant et sur la matrice organique du sol (Bollag et Loll,  1983). Côest un 

phénomène qui peut être réversible (si adsorption physique) ou irréversible (si adsorption 



Chapitre II                                              Pollution des sols par les hydrocarbures pétroliers 

25 

 

chimique) et d®pend des conditions environnementales (temp®rature, pH, taux dôhumidit®, 

etc.), des caractéristiques du polluant (solubilité, masse moléculaire, âge du polluant, etc.), de 

la nature du sol (granulométrie, minéralogie, taux de matière organique, etc.) mais aussi de la 

synergie des phénomènes dynamiques du sol. 

Les hydrocarbures pétroliers peuvent former avec la matière organique des complexes 

qui deviennent non extractibles et non disponibles. Ce phénomène de séquestration du 

polluant organique par le sol met en jeu les coefficients de partage sur la matière humique liée 

à la surface des particules de sol ou la diffusion à travers les micropores tridimensionnels. 

Cette présence de matières humiques dans le sol reste bénéfique dans la solubilisation, le 

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

 Photo-oxydation II.2.3

La photo-oxydation, ou oxydation photochimique, est un processus dôalt®ration des 

hydrocarbures qui est modul® par diff®rents facteurs, notamment le spectre et lôintensit® 

lumineuse du rayonnement solaire et la composition chimique des hydrocarbures déversés 

(Prince et al., 2003). Dans le cas des sols, ce phénomène n'a lieu que dans les premiers 

centimètres de la surface (Park et al., 2001). Ainsi, les composés aromatiques sont 

particulièrement plus photosensibles que les composés aliphatiques. La photo-oxydation 

conduit à la formation de composés plus solubles (acides, alcools, cétones, peroxydes et 

sulfoxides) que les composés initiaux et certains travaux de recherche ont montré leur toxicité 

pour les communautés microbiennes (Payne et Phillips, 1985; Larson et al., 1979; Maki et 

al., 2001). 

 Biodégradation II.2.4

Les hydrocarbures dans le sol sont principalement dégradés par les micro-organismes. 

Plusieurs espèces de bactéries, de champignons et de levures métabolisent les hydrocarbures 

p®troliers comme source d'®nergie. Les bact®ries ainsi quôautres organismes dégradants sont 

les plus abondants dans les zones où il y a eu des déversements de pétrole, bien que ces 

micro-organismes se trouvent partout dans l'environnement. Les hydrocarbures métabolisés 

par les micro-organismes sont généralement convertis en un composé oxydé, qui peut être 

encore dégradé, être soluble ou s'accumuler dans l'huile résiduelle (Fingas, 2013).  

II.3  Mouvement du pétrole sur la surface terrestre 

Les propriétés du pétrole et la nature du sol affectent la vitesse de pénétration de l'huile 

dans le sol et la quantit® qui sôadh¯re ¨ celui-ci. Par exemple, une huile de faible viscosité 

pénètre rapidement dans un sol poreux sec tel que du sable grossier et, par conséquent, sa 



Chapitre II                                              Pollution des sols par les hydrocarbures pétroliers 

26 

 

vitesse de propagation sur la surface est réduite. Lorsque du pétrole est déversé sur la terre, il 

s'écoule de la surface dans la même direction et de la même manière que l'eau. La majeure 

partie du pétrole descend vers le bas à travers un matériau perméable sous l'influence de la 

gravité jusqu'à ce que l'eau souterraine ou une couche imperméable l'arrête (figure 8). Il se 

déplace, ensuite, le long de la surface de la couche imperméable ou de l'eau souterraine 

jusqu'à ce qu'il rencontre une autre barrière imperméable ou que tout le produit soit absorbé 

dans le sol. Une fois en contact avec un matériau soluble dans l'eau, l'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 réapparaître beaucoup plus tard dans les sources ou les 

rivières.  

Lorsque le pétrole se déplace dans le sol, il laisse derrière lui des matières qui 

sôadh¯rent au sol. Cela d®pend des propri®t®s d'adh®rence du produit d®vers® et de la nature 

du sol. Une plus grande partie de l'huile adhérente est déplacée vers le bas par lôinfiltration 

dans le sol. L'eau de pluie transporte des composants dissous avec elle jusqu'à la nappe 

phréatique. Le mouvement de l'huile sera plus important là où le drainage de l'eau est bon 

(Fingas, 2013). 

 
Figure 8. Pénétration du pétrole dans le sol (Fingas, 2013) 

II.4  La toxicité des hydrocarbures pétroliers 

La toxicité est la capacité d'une substance chimique à endommager et modifier certaines 

fonctions des systèmes biologiques. Il existe deux critères de toxicité pour les systèmes 

Masse principale (sol complètement saturé)  

Zone partiellement  saturée au pétrole  
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naturels. La toxicité aiguë est produite par des rejets importants et à court terme d'agents 

polluants accidentels, bien qu'elle puisse avoir des effets à long terme. En revanche, la toxicité 

chronique s'exprime par des effets constatés à long terme en raison de quantités relativement 

faibles d'un composé toxique présentes dans l'air, l'eau ou le sol (Vázquez-Luna, 2012). 

La toxicité des hydrocarbures pétroliers est une préoccupation importante dans la 

gestion et le contrôle des risques environnementaux. Pour les plantes et les animaux, la 

toxicité des hydrocarbures pétroliers est dans l'ordre croissant suivant : alcanes <cycloalcanes 

<alcènes <aromatiques. Dans chaque classe, la toxicité augmente à mesure que le poids 

moléculaire diminue. Par exemple, le diesel est plus toxique que d'autres produits pétroliers 

tels que le kérosène, en raison de sa plus grande concentration d'aromatiques (Hou, 2000). 

Les effets toxiques des hydrocarbures sur les plantes terrestres supérieures et leur 

utilisation comme herbicides ont été attribués à l'huile qui dissout la partie lipidique de la 

membrane, permettant ainsi au contenu cellulaire de s'échapper (Bossert et Bartha, 1984). 

Les alcanes à chaîne courte (inférieurs à C10) sont généralement toxiques pour les micro-

organismes en raison de leur grande solubilité dans l'eau et de leur interaction avec les lipides 

membranaires (Hou, 2000). 

Les composants mono-aromatiques (benzène) et diaromatiques (naphtalène) du pétrole 

brut sont considérés comme les composés les plus toxiques et les plus abondants pendant les 

phases initiales des déversements de pétrole (Cockerham et Shane, 1994). Il est reconnu 

depuis de nombreuses années que certains constituants d'hydrocarbures que l'on trouve 

couramment dans le pétrole brut, les produits pétroliers raffinés, le goudron et les dérivés de 

combustibles fossiles ont un certain potentiel cancérigène et mutagène (Bingham et al., 

1979).  

La persistance environnementale et la génotoxicité des HAP augmentent à mesure que 

la taille moléculaire augmente jusqu'à quatre ou cinq cycles benzéniques, et les 

préoccupations toxicologiques se tournent vers la toxicité chronique, principalement la 

cancérogenèse (Miller et Miller, 1981) . 

II.5  Impact de la pollution p®troli¯re sur lôenvironnement 

 Écosystème terrestre II.5.1

Le sol est un composant essentiel de l'écosystème 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 humains (Hou, 2000). Les effets négatifs de 

la pollution pétrolière 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® dôalt®ration (Vázquez-Luna, 2012). 

Le pétrole bloque l'échange des gaz avec l'atmosphère (étant donné ses propriétés 

anoxiques) (Leitgi et al., 2008), et change les propriétés physiques et chimiques des sols 

diminuent ainsi considérablement les communautés microbiennes bénéfiques pour le sol 

(Labud et al., 2007). Ces variables microbiologiques sont en effet un bon indicateur de 

l'impact d'un polluant sur le sol (Eibes et al., 2006). Les effets toxiques des hydrocarbures sur 

les sols ne se limitent pas aux micro-organismes, car ils incluent également les plantes qui 

souffrent de stress hydrique en raison du manque d'eau et de nutriments (Vázquez-Luna, 

2012). 

a. Les microorganismes  

Les concentrations toxiques du pétrole sur le sol inhibent le développement de 

différentes espèces de nématodes, protozoaires, rotifères, algues, champignons, bactéries et 

actinomycètes (Chaîneau et al., 2003; Ilarionov et al., 2003). De même, elle induit la perte 

de biodiversité des communautés microbiennes, qui sont significativement pertinentes dans 

les cycles biogéochimiques de l'écosystème 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 l'émergence et la germination des graines (Quiñones et al., 

2003). Des concentrations élevées d'hydrocarbures endommagent la croissance et le 

développement des plantes en diminuent l'allongement des radicules et la croissance 

végétative (Vázquez-Luna, 2012). Les effets létaux du pétrole brut ou des produits pétroliers 

sur les plantes sont causés par le contact avec le pétrole ou le pétrole dissous, l'absorption de 

composés pétroliers, le blocage des échanges d'air à travers les pores de la surface et par 

l'altération physique ou chimique du sol (Albers, 1995). 

c. Les eaux souterraines 

L'eau souterraine constitue une source importante d'eau potable ainsi que pour 

l'irrigation et l'utilisation industrielle. Si un volume important d'hydrocarbures liquides est 

rejeté dans le sol, les hydrocarbures migrent vers le bas généralement sous l'influence de la 

gravité et des forces capillaires subordonnées jusqu'à ce qu'ils atteignent les eaux souterraines. 

Une fois contaminé par des hydrocarbures pétroliers, il est très difficile et coûteux d'y 

remédier (Hou, 2000). Certains constituants des pétroles comme les BTEX ont une solubilité 
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®lev®e dans lôeau et constituent donc une menace s®rieuse pour la sant® humaine comme ils 

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

 Écosystèmes marins II.5.2

Le pétrole est rejeté dans le milieu marin de façon routinière ou accidentelle. La 

pollution marine par les produits pétroliers est principalement attribuée au forage, à la 

fabrication industrielle, au stockage et à la gestion des déchets (Kuppusamy et al., 2020).  

En milieu marin, tous les niveaux trophiques sont vulnérables à la contamination par les 

hydrocarbures commençant des planctons aux mammifères marins. Les organismes 

planctoniques sont en particulier relativement sensibles aux fractions solubles dans l'eau et 

aux petites gouttelettes dôhydrocarbures. Les mollusques et les crustacés de mer (moule, 

crabe, crevette, huître) sont les plus susceptibles dôaccumuler les hydrocarbures à cause de 

leur mode de vie. Les crustacés qui se nourrissent de détritus ou de particules en suspension 

seront affectés par perturbation de leur taux de reproduction (r®duction du taux dô®closion) ou 

leurs habitudes alimentaires (Hentati, 2018). Les marées noires sont présentées comme 

responsables de conséquences terribles pour la survie de la faune et la flore marines (Soltani, 

2004). 
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Chapitre III  : Bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers 

Des quantités énormes de pétrole et de produits pétroliers pénètrent chaque année dans 

les environnements marins et terrestres, causant de graves préoccupations à long terme 

concernant toutes les formes de vie et les ressources naturelles. La décontamination des sols 

pollu®s est aujourdôhui devenue une n®cessit® croissante. 

Plusieurs technologies de remédiation des sols pollués ont été développées, la plupart 

d'entre elles sont des techniques chimiques, thermiques et physico-chimiques comme elles 

peuvent être une solution rapide et simple pour éliminer les contaminants pétroliers. 

Cependant, de nombreux inconvénients sont associés à ces techniques qui nécessitent des 

méthodes mécaniques laborieuses. De plus, ces méthodes mécaniques sont fastidieuses, 

prennent du temps et ne sont capables d'éliminer les contaminants pétroliers que dans une 

certaine limite, laissant derrière elles une grande quantité d'huile adsorbée dans le sol (Lim et 

al., 2016).  

La bioremédiation est un moyen de nettoyer les environnements contaminés en 

exploitant les diverses capacités métaboliques des micro-organismes pour convertir les 

contaminants en produits moins nocifs par minéralisation, génération d'oxyde de carbone et 

d'eau, ou par conversion en biomasse microbienne (Sardrood et al., 2013). La bioremédiation 

est appliquée sur des sites contaminés en utilisant des technologies pour améliorer les 

processus de biodégradation (Horel, 2009). 

III.1  Les techniques de bioremédiation 

La bioremédiation est un ensemble de techniques consistant à utiliser les capacités 

enzymatiques des micro-organismes (bactéries, algues, champignons) pour dégrader les 

polluants organiques. Elle peut se faire in-situ en introduisant dans le sol les éléments 

nécessaires au développement de la biomasse ou bien ex-situ en traitant le sol excavé 

(Fokou Mbogne, 2017).  

 Bioremédiation in-situ III.1.1

Cette méthode est utile en présence d'une contamination profonde du sol par des 

polluants, souvent volatils. Elle peut également être adaptée à une contamination de grande 

surface (Mougin et al., 2009). Deux techniques principales sont adoptées pour la 

bioremédiation in-situ des sols pollués : la biostimulation et la bioaugmentation. 
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 La biostimulation III.1.1.1

La biostimulation implique généralement l'ajout de nutriments ou de substrats 

notamment l'azote et le phosphate et lôoxyg¯ne au site contamin® pour stimuler lôactivit® 

des populations microbiennes autochtones du sol (Shahsavari et al., 2017). Des stratégies 

sont généralement adoptées : 

a. Bioventing : La bioventilation améliore l'activité des bactéries indigènes et stimule 

naturellement la biodégradation en induisant un flux d'air ou d'oxygène dans la zone 

non saturée et, si nécessaire, en ajoutant des nutriments. L'oxygène peut être fourni 

par injection directe d'air dans le sol.  

b. Biosparging : Dans le biosparging, de l'air (ou de l'oxygène) et des nutriments (si 

nécessaire) sont injectés dans la zone saturée pour augmenter l'activité biologique 

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

c. Bioslurping : Côest une strat®gie de biorem®diation in-situ relativement nouvelle qui 

combine la bioventing avec un système de récupération des produits libres de la nappe 

phréatique et du sol (Macaulay et Rees, 2014).  

  La bioaugmentation  III.1.1.2

La bioaugmentation nécessite l'ajout de cultures microbiennes à la matrice 

contaminée, généralement en combinaison avec la biostimulation. En effet, une source 

externe de bactéries dégradant le pétrole est ajoutée à la population microbienne existante 

pour augmenter le taux de dégradation des hydrocarbures. Les critères de choix des 

microorganismes sont la physiologie et la capacité métabolique de ces microbes à dégrader 

les contaminants du sol (Boopathy, 2000).  

Il existe plusieurs possibilités pour introduire des souches exogènes, isolément ou sous 

forme de consortiums, dans un environnement pollué prévu pour la bioremédiation. Les 

options les plus courantes, testées principalement en laboratoire, sont: l'ajout d'une souche 

bactérienne pure pré-adaptée; l'addition de consortiums pré-adaptés, l'introduction de 

bactéries génétiquement modifiées et l'ajout de gènes liés à la biodégradation conditionnés 

dans un vecteur à transférer par conjugaison dans des micro-organismes indigènes du site en 

cours de remédiation (El Fantroussi et Agathos, 2005).  

Comme il nôexiste pas une seule souche de bact®ries qui a la capacit® m®tabolique 

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

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

 Bioremédiation ex-situ   III.1.2

Les processus ex-situ commencent par l'excavation ou le grattage du sol pollué, qui 

peut être transféré dans une usine de traitement (traitement hors site) ou traité sur site. Seuls 

les processus ex-situ permettent une optimisation efficace des paramètres d'incubation (pH, 

aération, agitation, humidit®,é) (Mougin et al., 2009). Les processus ex-situ comprennent 

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

 Land farming  III.1.2.1

Dans cette technique, le sol contaminé est excavé et dispersé sur un lit préparé et 

périodiquement labouré jusqu'à ce que les polluants soient dégradés. Le but est de stimuler les 

micro-organismes biodégradables indigènes et de faciliter leur dégradation aérobie des 

contaminants  (Basak et Dey, 2016).  

 Biopiling  III.1.2.2

Il sôagit dôune technologie à grande échelle dans laquelle les sols excavés sont mélangés 

avec des amendements du sol, placés sur une zone de traitement et remédiés à l'aide d'une 

aération forcée. Les contaminants sont réduits en dioxyde de carbone et en eau. Le système de 

base de biopile comprend un lit de traitement, un système d'aération, un système d'irrigation / 

nutriments et un système de collecte par lessivage. L'humidité, la chaleur, les nutriments, 

l'oxygène et le pH sont contrôlés pour améliorer la biodégradation (Basak et Dey, 2016). 

 Compostage   III.1.2.3

Côest une technique qui utilise des amendements organiques (fumier, r®sidus de 

plantes, les boues d'épuration et autres déchets agricoles) pour la dégradation aérobie des 

polluants, généralement à des températures élevées (Macaulay et Rees 2014). Les 

températures typiques du compost se situent entre 55 et 65 °C. L'augmentation des 

températures résulte de la chaleur produite par les micro-organismes lors de la dégradation de 

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

 Bioréacteurs  III.1.2.4

Un bioréacteur comprend une chambre de réaction équipée d'un mécanisme de mixage, 

un système qui fournit l'oxygène et les nutriments et des pompes. Cette technologie offre un 

contrôle direct des facteurs environnementaux et nutritionnels (tels que l'oxygène, l'humidité, 

les nutriments, le pH et même 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 hydrocarbures mélangés à des déchets liquides saturés de micro-

organismes pour former une suspension, puis agité mécaniquement pour encourager la 

biodégradation aérobie (Macaulay et Rees 2014).  

III.2  La biodégradation microbienne des hydrocarbures pétroliers 

La biodégradation est la transformation d'un composé par une activité biologique. C'est 

la décomposition des contaminants organiques (hydrocarbures) par les microorganismes en 

composés plus petits à travers des processus métaboliques ou enzymatiques (Horel, 2009). La 

biodégradation implique la décomposition des composés organiques soit par 

biotransformation en métabolites moins complexes, soit par minéralisation en minéraux 

inorganiques, H2O, CO2 (aérobie) ou CH4 (anaérobie). Les bactéries et les champignons ont 

été largement étudiés pour leur capacité à dégrader une gamme de polluants 

environnementaux, y compris les hydrocarbures aromatiques polycycliques récalcitrants, les 

hydrocarbures halogénés et les composés nitro-aromatiques (Singh et Ward, 2004). 

Les communautés bactériennes sont les microorganismes les plus dynamiques dans la 

dégradation des hydrocarbures pétroliers et sont considérées comme les plus grands 

dégradants des déversements de pétrole dans l'environnement (pouvant se nourrir 

exclusivement d'hydrocarbures); ses gènes spécifiques liés à la désintégration des 

hydrocarbures jouent un rôle essentiel dans le processus de dégradation des contaminants 

pétroliers (Mahmoud et Bagy, 2018).  

Si les applications dans le domaine de la biorem®diation se sont jusquô¨ pr®sent 

majoritairement focalis®es sur les bact®ries et la diversit® m®tabolique quôelles offrent, la 

bioremédiation fongique (mycoremédiation) se révèle également prometteuse grâce à la 

présence de diverses enzymes non spécifiques qui augmentent le processus de dégradation en 

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

III.3  La biodégradation des hydrocarbures par les champignons (mycodégradation) 

Les champignons constituent un groupe diversifié d'organismes et sont ubiquistes dans 

l'environnement. Ils jouent un rôle vital dans tous les écosystèmes et sont capables de 

contrôler le flux de nutriments et d'énergie à travers leurs réseaux mycéliens. 

Les champignons sont connus pour dégrader ou provoquer la détérioration d'une grande 

variété de matériaux et 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 rôle clé dans le cycle des nutriments et les interactions biotiques, ils sont également 

intimement impliqués dans la dynamique structurale du sol. La forme filamenteuse de 

croissance des champignons est une structure de remplissage d'espace très efficace bien 

adaptée à la vie dans un environnement spatialement hétérogène tel que le sol, mais le réseau 

de pores labyrinthique régit finalement la façon dont les mycéliums fongiques se développent 

et fonctionnent dans le sol (Ritz et Young, 2004). 

Les champignons sont équipés d'un système enzymatique bien développé qui leur donne 

la possibilité de se développer sur une large gamme de substrats naturels et synthétiques. Ils 

sécrètent différentes enzymes extracellulaires dans leur environnement périphérique et 

dégradent divers substrats en petites molécules qui peuvent être absorbées et métabolisées 

dans leurs cellules (Sardrood et al., 2013).  

La structure mycélienne de ces micro-organismes est un autre avantage de la 

biorem®diation avec sa nature invasive qui permet lôexploitation dôun grand volume de sites 

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

 Description morphologique générale des champignons  III.3.1

La morphologie des champignons peut être unicellulaire ronde (formes levuroïdes) ou 

correspondre ¨ des filaments appel®s hyphes constitu®s dôune ou plusieurs cellules. Les 

cellules fongiques présentent une organisation cellulaire caractéristique des Eucaryotes. Les 

particularit®s principales des cellules fongiques sont les vacuoles, les r®serves dôergost®rol, et 

la structure et la composition de la paroi. Les cellules apicales des hyphes ont également la 

propri®t® dô°tre le si¯ge de la croissance polaris®e et pr®sentent ainsi de nombreuses v®sicules 

servant principalement ¨ lôexocytose des constituants pari®taux au niveau de lôapex. 

Lôensemble des hyphes des champignons filamenteux constituent la partie végétative appelée 

"mycélium" (Fayeulle, 2013).  

Les hyphes sont diffus, tubulaires et fins avec un diam¯tre compris entre 2 et 15 ɛm et 

sont plus ou moins ramifiés. Chez certaines moisissures, comme par exemple Mucor, les 

cellules ne sont pas s®par®es par une cloison transversale, le thalle est alors dit cînocytique 

ou ç siphonn® è alors que chez dôautres, comme par exemple Aspergillus, le thalle est 

cloisonné ou « septé » (figure 9). Les cloisons, appelées septa possèdent des perforations 

assurant la communication entre les cellules. Les caractéristiques morphologiques de ces 

microorganismes sont liées à leur substrat nutritif. La colonisation du substrat est réalisée par 

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

par son caract¯re invasif qui permet la prospection dôun grand volume du milieu contamin® 

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

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

Young, 2004). 

 
Figure 9.Ultrastructure de la cellule fongique et catégories d'hyphes présentes chez les 

espèces filamenteuses (Fayeulle, 2013) 

Les champignons filamenteux possèdent une paroi structurellement unique, constituée 

essentiellement de glycoprotéines, de polysaccharides et de mannoprotéines (figure 10).  

 
Figure 10.Schématisation de la structure de la paroi fongique (Lecellier, 2013) 

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

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

1,4) ¨ laquelle sont li®es des cha´nes lat®rales avec des liaisons ɓ-1,6. La chitine est un 

polymère de molécules de N-ac®tylglucosamine li®es entre elles par une liaison de type ɓ-1,4 

et est généralement moins abondante que les portions de glycoprotéine ou de glucane de la 
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paroi (Bowman et Free, 2006). La fonction de ces deux polysaccharides est dôassurer la 

protection des moisissures vis-à-vis des agressions du milieu extérieur. La chitine joue un rôle 

dans la rigidit® de la paroi cellulaire, les glycoprot®ines jouent un r¹le dans lôadh®rence et les 

mannoprotéines forment une matrice autour de la paroi (Lecellier, 2013).  

La composition de la paroi cellulaire est susceptible de changer et peut varier au sein 

d'un seul isolat fongique en fonction des conditions et du stade de croissance (Bowman et 

Free, 2006). 

 Phylogénie des champignons  III.3.2

La classification phylogénétique actuelle, qui base sur  des analyses phylogénétiques 

moléculaires récentes, a permis de classer les champignons dans un règne à part au sein des 

Eucaryotes, le règne des Eumycota (vrais champignons, fungi ou eumycètes). Le règne des 

Eumycètes comprend actuellement 1 sous-règne, 7 divisions (ou embranchements) et 10 sous-

divisions (Hibbett et al, 2007). La figure 11 représente les divisions du règne des 

Eumycètes : 

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

On y trouve les quatre divisions principales :  

ü Les chytridiomycètes représentent les champignons archaïques qui auraient gardés un 

stade flagellé.  

ü Lôensemble, anciennement connu sou le nom des Zygomycètes, correspond à des 

champignons inf®rieurs aux formes les plus primitives avec des hyphes cînocytiques 

non cloisonnés. 

ü Les Ascomycètes, constituent le plus grand embranchement du règne fongique avec 

plus de 64 000 espèces décrites (Moore et al, 2011). La dénomination résulte de leur 

reproduction sexuée impliquant des sporocystes appelés "asques" qui contiennent les 

méiospores appelées "ascospores". Mais la reproduction asexuée par la production de 

"conidies" est prédominante chez cette division et a permis leur expansion (Fayeulle, 

2013). 
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ü Les Basiodiomycètes constituent le second plus grand phylum du règne fongique 

avec 31 515 espèces environ (Moore et al., 2011). Ces champignons constituent la 

plupart des espèces macroscopiques connues mais incluent également des 

micromycètes filamenteux. Le nom de cet embranchement provient de leur 

reproduction sexuée qui fait intervenir des "basidiospores" port®es ¨ lôext®rieur du 

méiosporocyste ou "baside" (Fayeulle, 2013). 

Les deux dernières divisions (Ascomycètes et Basidiomycètes) sont regroupées 

aujourdôhui dans le sous-règne des Dikarya, représentant ainsi les champignons les plus 

évolués (Hibbett et al., 2007). 

La distinction entre les différentes classes des champignons repose également sur le 

mode de reproduction sexuée. Les champignons appartenant au règne des Eumycota sont des 

champignons pour lesquels le mode de reproduction sexuée est connu. On parle alors de 

champignons téléomorphes. Pour certains champignons appelés anamorphes, le mode de 

reproduction sexuée est inconnu et seule une multiplication asexuée ou végétative est 

observ®e. Lôensemble de ces champignons sont regroup®s au sein de la division des 

Deuteromycota, que lôon appelle aussi ç champignons imparfaits è ou Fungi imperfecti. Le 

d®veloppement des m®thodes mol®culaires a permis de classer certains dôentre eux dans le 

règne des Eumycota et plus particulièrement dans les Ascomycota en les rattachant à une 

forme sexuée connue (Lecellier, 2013).  

Nous nous intéressons dans cette étude aux champignons filamenteux saprotrophes 

telluriques. 

 Mécanismes de biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les III.3.3

champignons 

Les champignons dégradant les hydrocarbures sont connus depuis plus de cinq 

décennies, mais notre compréhension des mécanismes impliqués dans la dégradation 

catabolique des hydrocarbures est encore incomplète.  

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 l'eau et des résidus non toxiques ou moins toxiques (Daccò et 

al., 2020).  

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

et ils sont généralement classés dans l'ordre décroissant suivant: n-alcanes> alcanes ramifiés> 
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aromatiques de faible poids moléculaire> alcanes cycliques> aromatiques de haut poids 

moléculaire et composés aromatiques polycycliques (Varjani et al., 2017).  

Les alcanes et les alkylbenzènes sont généralement métabolisés par des voies 

métaboliques spécialisées qui commencent par l'oxydation du substrat via les mono-

oxygénases du cytochrome P450 (CYP450).  

Les alcènes et les alcynes insaturés, ainsi que les alicycliques, sont plus récalcitrants à la 

dégradation fongique et sont souvent convertis en métabolites partiellement oxydés.  

Les hydrocarbures aromatiques monocycliques et polycycliques sont généralement 

dégradés via un ou plus de trois systèmes enzymatiques indépendants. 

Les mono-oxygénases (CYP450)  intracellulaires sont des enzymes qui appartiennent à 

la superfamille des hémoprotéines et jouent un rôle central dans le métabolisme oxydatif des 

métabolites endogènes dans tous les domaines de la vie (Lamb et al., 2009). Les CYP sont 

universellement présentes dans les microsomes des cellules eucaryotes. Les champignons 

dégradant la lignine produisent spécifiquement des peroxydases extracellulaires et des 

laccases qui biodégradent les hydrocarbures aromatiques. La faible spécificité fonctionnelle et 

le potentiel redox élevé des peroxydases et des laccases permettent l'oxydation d'une large 

gamme d'hydrocarbures aromatiques et d'autres contaminants récalcitrants (Prenafeta-Boldú 

et al., 2018).  

 Dégradation des hydrocarbures aliphatiques III.3.3.1

La première étape de la dégradation des hydrocarbures aliphatique implique une 

hydroxylation, introduisant un atome d'oxygène à l'intérieur du groupe méthyle terminal pour 

former un alcool (Daccò et al., 2020). Ensuite, l'alcool est oxydé en aldéhyde correspondant 

puis en acide gras correspondant. L'acide gras résultant est incorporé dans les voies 

cataboliques centrales via p-oxydation, impliquant l'activation initiale de l'acide gras pour 

former un ester acyl-CoA. Ce dernier est souvent encore catabolisé dans le cycle de l'acide 

citrique conjointement avec la production d'électrons dans les chaînes de transport d'électrons 

(Prenafeta-Boldu et al., 2018).  

C'est le mécanisme le plus fréquemment rencontré, mais deux variantes ont été décrites 

par Boulton et Ratledge (1984): l'oxydation diterminale et subterminale (figure 12).  

ü Dans la voie diterminale, la molécule est oxydée en acide dicarboxylique et traitée par 

ɓ-oxydation (Abbasian et al., 2015).  

ü Dans l'oxydation subterminale, l'hydrocarbure aliphatique est oxydé en un alcool 

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

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

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

2018). 

 
Figure 12. Dégradation aérobie des hydrocarbures aliphatiques par les champignons. Les 

voies terminales, diterminales et subterminales possibles pour la dégradation des n-alcane 

sont illustrées (Daccò et al., 2020) 

 Dégradation des hydrocarbures aromatiques III.3.3.2

Les voies de dégradation des HAPs chez les champignons non lignolytiques 

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

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

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

du cycle aromatique par les monooxygénases du cytochrome P450 intracellulaires ou 

lôexcr®tion des enzymes solubles extracellulaires du catabolisme de la lignine (les laccases et 

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

al., 2005). 

Les produits comprennent des trans-dihydrodiols, des phénols, des quinones, des 

époxydes de dihydrodiol et des tétraols, qui peuvent être conjugués pour former des 

glucuronides, des glucosides, des xylosides et des sulfates (figure 13). Les métabolites 

fongiques sont généralement moins toxiques que les hydrocarbures parents (Cerniglia et 

Sutherland, 2010).  

Tous ces processus métaboliques sont majoritairement de nature co-métabolique, ce qui 

signifie que les hydrocarbures aromatiques ne soutiennent pas la croissance fongique et sont 

généralement convertis en intermédiaires partiellement oxydés (Prenafeta-Boldu et al., 

2018). 

 
Figure 13. Différentes voies de dégradation aérobie d'un HAP par des champignons (Daccò 

et al., 2020) 

 Les facteurs affectant la biodégradation des hydrocarbures III.3.4

La biod®gradation des hydrocarbures p®troliers dans lôenvironnement est largement 

affectée par des facteurs abiotiques. Les champignons peuvent résister à des fluctuations assez 

importantes des conditions environnementales. Les divers facteurs qui influencent les taux de 

croissance et les activités enzymatiques des champignons affectent également les taux de 

dégradation du pétrole. Plusieurs facteurs influençant la dégradation fongique des 

hydrocarbures pétroliers ont été reconnus (Singh, 2006). Ces facteurs sont divisés en trois 

catégories:  

- Facteurs physico-chimiques (nature physique, solubilité, concentration, interface 

huile-eau, volatilité, etc.); 
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- Facteurs environnementaux (température, pH, lumière, salinité, niveau d'oxygène, 

nutriments, type de sol / sédiment, etc.);  

- Facteurs biologiques (distribution des microorganismes dans une zone, adaptation de 

la population fongique, absorption, composition génétique, interactions microbiennes, 

etc.).  

Des facteurs importants affectant le métabolisme fongique des hydrocarbures pétroliers 

sont résumés ci-après. 

 Composition chimique des hydrocarbures III.3.4.1

Le taux de dégradation des hydrocarbures par les microorganismes dépend de la 

structure chimique des hydrocarbures pétroliers et de la concentration du polluant. La vitesse 

de biodégradation est plus élevée pour les saturés, viennent ensuite les aromatiques légers, les 

aromatiques à haut poids moléculaire, les composés polaires ayant la vitesse de dégradation la 

plus faible. 

Les hydrocarbures saturés incluent les n-alcanes, les alcanes ramifiés et les cycloalcanes 

(napht¯nes). Leurs accessibilit® ¨ la biod®gradation est g®n®ralement class® dans lôordre 

dôaccessibilit® d®croissant suivant : n-alcanes > alcanes ramifiés > cycloalcanes (Leahy et 

Colwell, 1990). 

 Etat physique des hydrocarbures III.3.4.2

Les champignons dégradant les hydrocarbures agissent principalement à l'interface 

huile-eau. Cependant, des champignons peuvent se développer sur toute la surface d'une 

gouttelette d'huile, et la croissance ne se produit pas dans les gouttelettes d'huile en l'absence 

d'eau entraînée. Le mouvement des gouttelettes d'émulsion à travers une colonne d'eau permet 

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

 Température  III.3.4.3

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 croissance et de reproduction. La 

température est essentielle pour les besoins de croissance de certains champignons avec le 

pétrole comme substrat. Les basses températures retardent généralement les taux de 

volatilisation des hydrocarbures de faible poids moléculaire, dont certains sont toxiques pour 

les champignons (Singh, 2006). Des temp®ratures plus ®lev®es ont pour effet dôaugmenter la 

vitesse de biod®gradation. Le maximum de lôactivit® m®tabolique des microorganismes est 
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généralement observé à une température comprise entre 30 et 40 °C (Bossard et Bartha, 

1984).  

 pH III.3.4.4

Un autre facteur majeur de la biodégradation des hydrocarbures est l'acidité du sol car le 

pH influence les activités enzymatiques, le transport membranaire cellulaire et l'équilibre de 

la réaction catalytique (Bonomo et al., 2001). Plusieurs champignons poussent bien à des pH 

de 4 à 5 et sont plus tolérants aux conditions acides, où il est difficile pour les bactéries de se 

développer (Singh, 2006). 

 Oxygène  III.3.4.5

Les champignons sont à la fois des aérobies et des anaérobies mais se développent bien 

dans des conditions aérobies. La dégradation des hydrocarbures par les champignons se 

produit principalement sous forme de processus aérobie, la concentration en oxygène est l'un 

des facteurs limitant de la vitesse de dégradation (Daccò et al., 2020). Les hydrocarbures 

persistent dans les sédiments réduits pendant des périodes plus longues que dans les couches 

superficielles aérées. Les premières étapes du catabolisme des hydrocarbures aliphatiques, 

cycliques et aromatiques par les champignons impliquent l'oxydation du substrat par les 

oxygénases et l'oxygène moléculaire. Ainsi, des conditions aérobies sont nécessaires à 

l'oxydation des hydrocarbures dans l'environnement. Des taux négligeables de biodégradation 

des hydrocarbures se produisent dans des environnements anaérobies (Singh, 2006). 

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

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

 Eléments nutritifs  III.3.4.6

Lôun des autres facteurs limitants de la biodégradation est la teneur en éléments 

nutritifs, en particulier l'azote, le phosphore et, dans certains cas, le fer. 

Les composants azotés et phosphorés sont essentiels à l'incorporation dans la biomasse 

fongique, la disponibilité de ces nutriments dans les zones polluées aux hydrocarbures est 

importante. La dégradation des hydrocarbures peut être accélérée par l'ajout du phosphate 

d'urée spécifique, d'engrais N-P-K, etc., pour la croissance fongique. Les cellules fongiques 

contiennent généralement moins d'azote que les cellules bactériennes et les champignons 

peuvent donc agir favorablement dans les écosystèmes qui ont une faible teneur en azote 

(Singh, 2006). 
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 Facteurs biologiques  III.3.4.7

Lôutilisation des micro-organismes appropriés pour une bioremédiation efficace d'un 

site pollué en conditions favorable est l'un des facteurs cruciaux. Le nombre d'organismes 

dégradant les hydrocarbures dans le sol contaminé détermine le taux de dégradation; un 

manque de ces microbes conduit à une vitesse de dégradation des hydrocarbures réduite 

(Koshlaf et Ball, 2017). 

L'exposition préalable d'une population microbienne aux hydrocarbures est importante 

pour déterminer la rapidité avec laquelle les apports d'hydrocarbures ultérieurs peuvent être 

biodégradés. Ce phénomène, qui résulte de l'augmentation du potentiel d'oxydation des 

hydrocarbures de la population, est appelé adaptation. Les trois mécanismes interdépendants 

par lesquels l'adaptation peut se produire sont (1) l'induction et / ou la dépression d'enzymes 

spécifiques, (2) les changements génétiques qui se traduisent par de nouvelles capacités 

métaboliques et (3) l'enrichissement sélectif des organismes capables de transformer le ou les 

compos®s dôint®r°t (Leahy et Colwell , 1990). 

III.4  Cinétiques de biodégradation des hydrocarbures pétroliers dans le sol 

Les informations sur la cinétique de la biodégradation sont extrêmement importantes car 

elles caractérisent la concentration du contaminant restant à tout moment et permettent de 

prédire les niveaux susceptibles d'être présents à un moment futur (Yudono et al., 2013). 

Lô®tude de la cin®tique du processus de biorem®diation se d®roulent dans deux 

directions: (1) l'une s'intéresse aux facteurs influençant la quantité de composés transformés 

avec le temps, et (2) l'autre cherche le type de courbes décrivant la transformation et 

détermine laquelle d'entre elles correspond à la dégradation des composés donnés par la 

culture microbienne dans le microcosme du laboratoire et, parfois, sur le terrain (Ronļeviĺ et 

al., 2005). Ceci aboutit à plusieurs types de cinétiques de dégradation dans les 

environnements naturels, souvent basés sur une approche empirique, et ne reflétant que des 

niveaux rudimentaires de connaissances sur la population microbienne et de leurs activités 

dans ces écosystèmes. 

Les cinétiques du 1
er
 ordre (First-order 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 futures (Yudono et al., 2013). Cette 

approche est d®crite par lô®quation : 
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▀╒

▀◄
▓╒▪ 

Où C : la concentration du substrat, t : le temps, k : la constante de disparition du composé et 

n = 1 pour 1
er
 ordre (Maletic et al., 2009). Dans différents environnements, les constantes de 

1
er
 ordre et le nombre de cellules capables de métaboliser le substrat seraient différents 

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

IV.1  Produits pétroliers utilisés 

Trois huiles pétrolières ont été utilisées dans cette étude: 

- Le pétrole brut a été obtenu auprès de la société pétrolière Sonatrach de Hassi 

Messaoud, Ouargla, Algérie.  

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

- Lôhuile moteur usag®e a ®t® fournie par un garagiste collectant lôhuile us®e après la 

vidange des moteurs des voitures. Il sôagit dôune huile noire apr¯s son utilisation pour 

la lubrification automobile. Ses propriétés ont été altérées et elle ne peut pas continuer 

à remplir son tache convenablement.  

IV.2  Echantillonnage du sol 

  Sites de prélèvement des échantillons de sol IV.2.1

Les ®chantillons de sol utilis®s pour lôisolement des souches fongiques dans cette ®tude 

ont été prélevés depuis deux sites différents :  

- Un sol non contamin® aux hydrocarbures p®troliers provient dôune parcelle de terre 

située à la région de Kharrouba ¨ lôEst de Mostaganem, Algérie (figure 14).  

- Des échantillons de sol présentant des contaminations historiques en hydrocarbures 

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

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

 
Figure 14.Situation géographique du site de prélèvement du sol non contaminé (région de 

Kharrouba) 
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Figure 15.Carte de l'Algérie, région dô®chantillonnage du sol contamin® par les 

hydrocarbures pétroliers (raffinerie d'Arzew-Oran) 

 Conditions dô®chantillonnage  IV.2.2

Les échantillons de sol ont été prélevés de chaque site à partir de la couche superficielle 

(0-15 cm) de manière aseptique. Chaque échantillon est placé dans un sac en plastique dont 

lôair est chass® avant fermeture puis ramen® au laboratoire pour lôanalyse.  

  Caractérisation du sol et de la pollution IV.2.3

Le taux de pollution dans le sol pr®lev® de la raffinerie dôArzew a ®t® d®termin® par 

lôextraction et le dosage des hydrocarbures totaux. La caract®risation physico-chimique totale 

nôayant ®t® men®e que sur le sol non pollu® pr®lev® de la r®gion de Kharrouba. 

 Dosage des hydrocarbures totaux dans le sol pollué IV.2.3.1

L'échantillon du sol prélevé sur le site pollu® est dôabord s®ch® pendant 48 heures, ¨ 

temp®rature ambiante, il est ensuite broy® manuellement ¨ lôaide dôun mortier, puis tamis® ¨ 2 

mm pour obtenir un échantillon homogène (Crone, 2001 ; Wu et al, 2016).  

Lôextraction au soxhlet a été réalisée selon la méthode EPA 3540c, une quantité de 10 g 

du sol a ®t® m®lang®e avec 10 g de sulfate de sodium anhydre pour ®liminer toute trace dôeau 

dans lô®chantillon, puis plac®e dans une cartouche dôextraction (Whatman). 150 ml de solvant 

dôextraction chloroform ont été placés dans un ballon d'extraction de 250 ml. Le ballon a été 

fixé à l'extracteur de Soxhlet et l'extraction sous reflux a été menée pendant 16 heures (figure 

16) (Bidaud, 1998). Lôextrait obtenus est s®par® du solvant dôextraction par évaporation sous 

vide ¨ lôaide dôun évaporateur rotatif dont la température du bain ne dépasse pas 40 ºC. Après 

®vaporation compl¯te du solvant, lôextrait hydrocarbon® est pes® et le taux des hydrocarbures 

pétroliers  totaux dans le sol est ainsi déterminé (Chaîneau et al., 2005). 
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Figure 16. Montage dôextraction des hydrocarbures totaux par lôextracteur de Soxhlet 

 Analyses physico-chimiques des échantillons de sol  IV.2.3.2

La préparation des échantillons de sol non contaminé pour les analyses physico-

chimiques  a ®t® faite apr¯s leur pr®l¯vement. Les ®chantillons du sol sont s®ch®s ¨ lôair libre 

ensuite broyés et tamisés à 2 mm (Baize, 2018).  

L'analyse des paramètres pédologiques des échantillons de sol a été réalisée par le 

Laboratoire Régional de l'analyse de sol et de l'eau d'irrigation INSID (Matmar -Relizane). 

a)  Analyse de la texture : Granulométrie 

Lôanalyse granulom®trique permet la d®termination du pourcentage des mat®riaux 

constitutifs dôun sol : Argile (<2µm), limon (2 - 50µm), et sable (50 µm - 2mm) (Clément et 

Francoise, 1998). La texture du sol a été déterminée par la méthode internationale de la 

pipette de Robinson. Apr¯s lô®limination de la mati¯re organique et le traitement de la terre 

fine par un réactif dispersant les agrégats (Schvartz et al., 2005), on procède après un temps 

de sédimentation variable avec la température au fractionnement des argiles et des limons à 

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

b) Mesure du pH  

Un échantillon de 10 g de sol est mis en suspension dans 25 ml d'eau distillée. La 

suspension est agitée avec un barreau magnétique pendant 60 minutes à une température 

proche de 20 °C, et la lecture au pH-mètre est faite après stabilisation (Bonneau et Souchier, 

1994). 

c) Conductivité électrique (CE)  
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La conductivit® ®lectrique de lô®chantillon de sol a ®t® d®termin®e avec un 

conductimètre électrique numérique où 20 g de sol ont été mis en suspension dans 100 ml 

d'eau distillée (dans un rapport 1: 5 sol / eau). La suspension a été agitée par intermittence 

pendant une 30 minute et maintenue pendant une autre 30 minute sans aucune perturbation 

pour une dissolution complète des sels solubles. Après la stabilisation du sol, une cellule de 

conductivité a été insérée dans la solution pour prendre la lecture à 20 °C. Les valeurs ont été 

exprim®es en ɛS / cm (Baize, 1988; Zaiad, 2010). 

d) Carbone organique  

Le carbone organique est mesuré par la méthode de Walkley et Black (1934). Il sôagit 

dôune oxydation par voie humide de la mati¯re organique, sans chauffage externe, par le 

mélange bichromate de potassium (K2Cr2O7) / acide sulfurique (H2SO4). Lôexc¯s de 

bichromate de potassium est ensuite dosé par une solution de fer ferreux, le sel de Mohr. La 

quantité de sel de Mohr versée dans la solution à doser permet de calculer la quantité de 

carbone organique présente dans le sol. 

e) Azote totale 

Lôanalyse de lôazote total dans lô®chantillon du sol a ®t® r®alis®e par la m®thode de 

Dumas (1831), dans un système complètement automatisé. Cette méthode consiste en une 

combustion totale du sol broyé sous oxygène et à température élevée. Puis, par l'intermédiaire 

de tubes d'oxydation et de réduction, l'azote est quantitativement converti en N2. Les autres 

produits volatils issus de la combustion sont soit piégés soit isolés. Un détecteur à 

conductivité thermique mesure l'azote gazeux. Les résultats sont communiqués en % ou en 

mg d'azote. 

f) Phosphore  

Le phosphore est extrait par la méthode Olsen (1954). Cette méthode utilise comme 

extractif du bicarbonate de sodium 0.5 N à pH = 8,5.  

g) Dosage des cations échangeables (Ca
2+

, Mg
2+

, K
+
, Na

+
) 

Les teneurs en cations échangeables sont mesurées après extraction avec une solution 

d'acétate d'ammonium normale et neutre (AFNOR X 31-108), par spectrom®trie dôabsorption 

atomique.  

h) Calcaire actif 

Le dosage de CaCO3 actif est réalisé par la méthode Drouineau-Galet (1951) en utilisant 

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

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

  Contamination du sol par les produits pétroliers IV.2.4

Afin de construire une collection fongique ou mycothèque contenant plusieurs souches 

fongiques telluriques avec un pouvoir de dégradation des hydrocarbures pétroliers élevé, on a 

réalisé une contamination artificielle du sol par les huiles pétrolières utilisées dans cette étude 

(pétrole, diesel et huile moteur usagée).  

Le sol utilisé pour cette expérimentation est celui prélevé de la région de kharouba. 

Apr¯s le s®chage ¨ lôair libre, le broyage et le tamisage ¨ 2 mm, 4kg de sol sont plac®s dans 

des pots dôenviron 3000 cm
3
 de volume. Le sol dans chaque pot est mélangé avec 250 ml de 

pétrole ou de diesel ou 100 ml de lôhuile de vidange. Le contenu de chaque pot est bien 

m®lang® afin dôobtenir une contamination homog¯ne. Les pots sont incub®s ¨ temp®rature 

ambiante dans un endroit expos® ¨ lôair libre pendant 90 jours (Jensen, 1975 ; Labud et al., 

2007). 

La quantité de lôhuile moteur utilisé pour contaminer le sol était inférieur à celle des 

autres huiles pétrolières car cette huile est plus complexe, plus dense et plus toxique 

(Degranges et al., 1977 ; Achuba et Peretiemo-Clarke, 2008). Après la période 

dôincubation, les champignons hétérotrophes présents dans chaque sol traité ont été isolés. 

IV.3  Isolement de souches fongiques saprotrophes 

Il est bien ®tabli que la m®thode dôisolement influence la composition des populations 

fongiques isolées (Chesters et Thornton, 1956). De ce fait, deux techniques sont utilisées 

dans notre ®tude pour lôisolement des champignons ¨ partir des sols pollu®s. Lôisolement 

concerne le sol pollué aux hydrocarbures p®troliers qui provient de la raffinerie dôArzew ainsi 

que les sols artificiellement contamin®s aux hydrocarbures apr¯s la p®riode dôincubation. 

Lôobjectif principale de ces isolements est de constituer une collection de souches 

fongiques afin dô®tudier leur potentiel de biod®gradation des hydrocarbures p®troliers et non 

dôeffectuer un inventaire exhaustif de la diversité des micromycètes dans les sols pollués. 

  La méthode des suspensions-dilutions IV.3.1

La méthode des suspensions / dilutions est d®crite pour favoriser lôisolement des 

souches sporulantes et permet de mieux estimer la microflore à croissance lente (Chesters et 

Thornton, 1956). Le principe consiste ¨ mettre le sol en suspension dans de lôeau st®rile, puis 

¨ incorporer les diff®rentes dilutions de cette suspension dans le milieu dôisolement (Davet et 
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Rouxel 1997). Deux milieux de culture sont utilis®s pour lôisolement des champignons : 

Potato Dextrose Agar (PDA) et Malt Extract Agar (MEA) (Routien, 1957 ; Collins, 1967). 

Une masse de 1 g de sol a ®t® ajout®  au 9 ml dôeau distill®e st®rile, ce qui constitue la 

première dilution à 10
-1
. A partir de cette dernière, des dilutions successives au dixième sont 

réalisées jusqu'à la dilution 10
-6
. A partir de chaque dilution, 1 ml est prélevé et déposé dans 

des boites de pétrie puis le milieu gélosé maintenu en surfusion est versé par-dessus.  

Lôhomog®n®isation est r®alis®e en agitant manuellement les boites dôun mouvement circulaire 

dans le plan horizontal (Davet et Rouxel, 1997). Le Chloramphenicol (250 mg/L) est ajouté 

au milieu dôisolement apr¯s son st®rilisation afin dôinhiber le d®veloppement de la flore 

bactérienne.  

Les boîtes sont incubées à 25°C  puis observées quotidiennement et chaque colonie 

issue de chaque dilution est purifiée en vue d'être identifiée. La densité de la population 

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

  La m®thode dôinoculation directe IV.3.2

La m®thode dôinoculation directe d®crite par Waksman (1916) permet dôisoler des 

souches métaboliquement actives dans le sol. Elle consiste à placer des particules de sol sur 

un milieu gélosé (MEA a été utilisé dans cette étude), incuber les boites à 25°C puis de 

repérer sous loupe binoculaire les hyphes qui en émergent 24 h plus tard. Les hyphes repérés 

sont ensuite prélevés au micro-scalpel 48h apr¯s le d®but de lôincubation pour °tre 

transplantés sur un nouveau milieu (figure 17).  
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Figure 17. Isolement des souches fongiques par la méthode dôinoculation directe et la 

méthode des suspensions dilutions 

IV.4   Identification morphologiques des champignons  

Lôidentification des isolats fongiques a ®t® r®alis®e sur la base dôarguments 

morphologiques en réalisant des observations macroscopiques et microscopiques à partir des 

cultures pures des champignons isolés.  

Lôidentification morphologique se base sur diff®rents manuels de morphologie 

mycologiques: Gilman (1957); Barnett et Hunter (1998); Watanabe (2002); Webster et 

Weber (2007); Moore et al. (2011) ; Samson  et al. (2014) ; Visagie et al. (2014); Carmen 

and Sciortino (2017). 

 Observations macroscopiques IV.4.1

La caractérisation morphologique consiste en lôobservation macroscopique de 

lôapparence et de la vitesse de croissance des colonies sur le milieu de culture. Les caract¯res 

des colonies étudiés comprennent le taux de croissance des colonies, la texture, lôaspect des 

colonies, de leur revers, la couleur des mycéliums, le degré de sporulation, les pigments 

solubles, les structures de fructification sexuée (cléistothèces) ou asexuée (pycnides) ainsi que 

des amas mycéliens ou mèches (corémies) (Samson et al., 2014). Trois milieux de culture ont 

été utilisés pour la caractérisation des colonies des champignons isolés : PDA, MEA et 

Czapek Yeast Autolysate agar (CYA). 
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Les cultures sont préparées en versant 20 ml de milieu de culture dans des boites de 

pétrie de 90 mm de diamètre. Le centre du milieu est inocul® par une masse dôune culture 

fongique contenant des filaments ou des spores. Les boites sont incubées renversées à 25°C et 

à 30°C. Les boites doivent être conservées dans l'obscurité et pour permettre une aération 

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

 Observations microscopiques IV.4.2

Lôanalyse microscopique dôune colonie fongique permet de d®terminer lôaspect du 

myc®lium, des spores, des phialides, des conodiophoreséetc. Lôexamen microscopique a été 

fait par microscope optique (Primo Star - Zeiss, grossissement x40 et x100), après réalisation 

dôun ®talement entre lame et lamelle et coloration de la pr®paration au rouge Congo ou le 

Bleu de méthylène.  

La technique de culture sur lame a été également réalisée pour une bonne visualisation 

des organes de fructification (Harris, 1986). Cette technique consiste a déposé une tige de 

verre en U dans le fond dôune boite de p®trie. Sur ce chevalet, une lame porte objet st®rile est 

placée, puis un carr® de g®lose Sabouraud (15x15 mm) dôenviron 5 mm dô®paisseur est fix® 

au-dessus. Les côtés du bloc de gélose sont ensuite inoculés avec de petits fragments de la 

culture ¨ examiner. Lôensemble est recouvert dôune lamelle st®rile et d®pos® dans une boite de 

p®trie contenant un peu dôeau distill® st®rile (figure 18.a). La boite est incubée à 25°C, puis 

examin®e apr¯s lôapparition de spores sur la culture (figure 18.b) en déposant la lamelle sur 

une goutte de colorant posée sur une lame propre (figure 18.c). Le carré de gélose a été aussi 

examiné sous microscope (grossissement x10 et x40) (figure 18.d). 
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Figure 18. La technique de la culture sur lame. (a) montage de la culture sur lame. (b) les 

spores sur la culture après incubation. (c) examen microscopique de la lamelle posé sur un 

colorant. (d) examen microscopique du bloc de gélose sporulé 

 Conservation des champignons IV.4.3

Les isolats fongiques purs sont conservés pour une courte durée à 4°C sur gélose PDA 

incliné, les cultures sont repiquées tous les 6 mois dans des milieux neufs.  

Pour une conservation de longue durée, la souche est cultivée dans un culot de gélose en 

tube. Lorsque le champignon est suffisamment développé, il est recouvert de quelques 

millilitres dôhuile de paraffine st®rile. Les souches peuvent °tre conserv® jusquô¨ 5 ans ¨ 

température ambiante. Un repiquage préalable est nécessaire avant la réutilisation de la 

souche. 

IV.5  Identification moléculaire des isolats sélectionnés 

Six isolats fongiques ont été sélectionnés pour lôanalyse mol®culaire. Lôidentification 

moléculaire des souches fongiques a été réalisée au niveau du laboratoire de DIAG-GENE 

(Angers, France).  

  Extraction dôADN fongique IV.5.1

L'ADN a ®t® extrait des myc®liums fongiques par lôutilisation du kit Qiagen Dneasy 

mini Plant en suivant le protocole du fabriquant (QIAGEN, Hilden, Germany). Les étapes du 

protocole sont d®taill®es dans lôannexe 2.  
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La quantité et la qualité des extraits d'ADN est contrôlée par Spectrophotomètre 

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Etats-Unis) et stockées à -20 °C pour la prochaine 

utilisation.  

  Amplification dôADN IV.5.2

Les régions ITS (internally transcribed spacer) de lôADNr nucl®aire ont ®t® amplifi®es 

par PCR ¨ lôaide du couple dôamorces sp®cifique des champignons ITS1/ITS4 (White et al., 

1990 ; Gardes et Bruns,1993).  

Les essais dôamplifications PCR ont ®t® r®alis®s avec un thermocycleur dôiCycler de 

Biorad (Biorad, USA) avec les amorces universelles de la r®gion dôITS synth®tis®es par 

Eurofins Genomique, (France). 

ITS 1(5ô- TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3ô)  

ITS 4 (5ô-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3ô)  

Ces amorces permettent dôamplifier un fragment ITS dôune taille dôenviron 700 paires 

de bases. 2ɛl dôADN g®nomique sont amplifi®s dans un volume final de 25ɛl de mixture 

r®actionnelle contenant tous les r®actifs n®cessaires pour lôamplification PCR r®sum®s dans le 

tableau 3 ci-dessous. 

Tableau 3. Mixture réactionnelle pour amplification PCR 

Réactifs Concentrations 

initiales 

Concentrations 

Finales 

Volume à  

prélever 

Eau  ultra pure   15,1 ɛl 

Tampon de Taq Promega 5X 1X 5,0 ɛl 

MgCl 2 25mM 1,5 mM 1,5 ɛl 

dNTP 25mM 0,2mM 0,2 ɛl 

ITS1 10 ɛM 0,20 0,5 ɛl 

ITS4 10 ɛM 0,20 0,5 ɛl 

Taq polymérase Promega 5U 1U 0,2  ɛl 

ADN génomique 2 ɛl 

Volume  final 25  ɛl 
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Les cycles de réactions de PCR se composent de 3 phases principales : la dénaturation 

de lôADN, lôhybridation et  lô®longation. Les cycles sont programm®s dans le thermocycleur 

comme indiqué dans le tableau 4. 

Tableau 4. Conditions des cycles de la température PCR 

Dénaturation initiale 95°C  pendant 5min 

35cycles 

Dénaturation 95°C 

Hybridation  55°C 

Elongation 72°C 

Elongation  finale 72°C  pendant 7min 

Stockage avant révélation 10ÁC  jusquô¨ utilisation 

Les produits dôamplification ont ®t® r®v®l®s apr¯s une ®lectrophor¯se sur gel dôagarose ¨ 

1,5% dôun d®p¹t de 10ɛl de produit de PCR suivie dôune coloration dans un bain de bromure 

dô®thidium  (0,5 ɛg/ml). Apr¯s migration, lôADN a ®t® visualis® et photographi® sous UV.  

  Séquençage  IV.5.3

Le s®quen­age automatis® du fragment ITS de lôADN ribosomale est r®alis® selon la 

technique de Sanger (GATC biotech, Germany). 

Lôidentification des souches ®tudi®es a ®t® effectu®e par la comparaison des s®quences 

obtenus aux séquences homologues contenues dans la banque de données Gene Bank à travers 

le portail NCBI (National Center for Biotechnology Information) en utilisant le programme 

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

exprimés en pourcentage de similarité de la souche à identifier avec les espèces les plus 

proches. 

  Analyse phylogénétique  IV.5.4

Les séquences ont été alignées en utilisant le software disponible MUSCLE. L'histoire 

évolutive a été déduite en utilisant la méthode de Maximum Likelihood et Tamura 3-

parameter model.  Lôapproche du Maximum Composite Likelihood (MCL) est adopt®e pour 

faire des regroupements entre espèces par une matrice de distances par paires. Lôarbre 

phylogénétique est construit par MEGA X (Kumar  et al., 2018). 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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IV.6  Tests préliminaire pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers 

Dans une première étape expérimentale, les isolats fongiques purifiés sont soumis à une 

sélection selon leurs capacités à oxyder, tolérer et utilisé les hydrocarbures pétroliers comme 

source de carbone. 

  Test de lôindicateur redox 2,6-dichlorophénol indophénol (DCPIP) IV.6.1

La capacit® des champignons isol®s ¨ d®grader le p®trole, le diesel et lôhuile de moteur 

usagée a été initialement examinée selon la technique modifiée de Hanson et al. (1993), basé 

sur l'indicateur redox 2,6 dichlorophénol indophénol (DCPIP). Le milieu minéral Bushnell-

Haas (BH) a été utilisé pour le test de sélection qui consiste en: MgSO4 (0,2 g/l), CaCl2 (0,02 

g/l), KH2PO4 (1 g/l), K2HPO4 (1 g/l), NH4NO3 (1 g/l) et FeCl2 (0,05 g/l), eau distillée (1000 

ml), pH 7,0 (Bushnell et Haas, 1941). Deux explants de myc®lium pr®lev®s ¨ lôemporte-pièce 

(Ø 8 mm) sur les bords dôune jeune culture fongique sur milieu PDA sont utilisés pour 

inoculer 50 ml de milieu BH liquide dans des flacons de 250 ml. 1% (v/v) du pétrole, diesel 

ou lôhuile  usag®e et 0,016 mg/ml de lôindicateur redox ont ®t® ajout®s au milieu BH. Un 

contrôle sans inoculum a été également préparé. Tous les flacons ont été incubés pendant  2 

semaines à 30°C sous agitation rotative constante à 120 tr/min (figure 19). Le changement de 

couleur de l'indicateur (DCPIP) du bleu (forme oxydée) à incolore (forme réduite) indique la 

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

 

Figure 19. Test de d®gradation des hydrocarbures par lôindicateur redox DCPIP 

  Test de dégradation utilisant un milieu spécifique IV.6.2

Les isolats fongiques sont transférés dans un milieu spécifique pour la croissance des 

champignons adaptés aux hydrocarbures (hydrocarbon-adapted fungi « HAF ») selon Oudot 

et al. (1993). Le milieu est composé de : KC1 (0,25 g/l); NaH2PO4 (1 g/l); MgSO4 (0,5 g/l); 

NO3NH4 (1 g/l); eau distillée (1000 ml). Chaque isolat est cultivé dans des tubes (20x200 

mm) qui contiennent 20 ml du milieu HAF et 0.1 ml de pétrole, diesel ou lôhuile usag®e. Les 
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tubes sont incubés sans agitation à 28±1 °C pendant 21 jours (figure 20). Les isolats 

fongiques qui montrent une croissance visible de mycélium ou d'hyphes  et/ou une sporulation 

sont évalués comme potentiellement capables d'utiliser les hydrocarbures pétroliers comme 

source de carbone et d'énergie (Elshafie et al., 2007). 

 

Figure 20. Protocole de dégradation des hydrocarbures en milieu HAF 

IV.7  Etude quantitative de la biodégradation des hydrocarbures  

 Test de biodégradation des hydrocarbures en milieu liquide IV.7.1

La mesure du pourcentage de dégradation de chacun des trois huiles pétrolières a été 

réalisée en milieu BH liquide. Lôexp®rimentation est faite dans des flacons de 250ml 

contenant 100 ml de milieu BH liquide (pH = 7) et 2% (v/v) de pétrole brut ou de diesel, et 50 

ml de BH avec 1% (v/v) d'huile usagée comme seule source de carbone, séparément. Des 

explants de mycélium (trois disques de 8 mm Ø) prélevés sur les bords d'une culture active 

sur PDA ont été inoculés dans chaque fiole. Ensuite, les cultures ont été incubées à 30 °C 

pendant 40 jours. Des fioles du milieu BH contenant chaque hydrocarbure sans inoculum sont 

pr®par®es comme t®moins qui permettent de quantifier lô®vaporation et de mesurer la 

biodégradation. Tous les tests ont été réalisés en triplicata (Maddela et al., 2015).  

Les flacons ont été secoués manuellement à des intervalles réguliers pendant toute la 

durée de l'expérience pour faciliter le contact de la phase huile-cellule (Davies et Westlake, 

1979; Chaillan et al., 2004). 

 Extraction des hydrocarbures et analyse gravimétrique IV.7.1.1

En fin de culture, les produits pétroliers résiduels sont récupérés par extraction liquide-

liquide. Le pétrole et le diesel ont été extraits séquentiellement avec des aliquotes de 40 ml 

d'éther de pétrole: acétone (1:1) dans une ampoule à décanter et agités vigoureusement pour 

séparer les hydrocarbures adsorbés sur les mycéliums. Ensuite, le m®lange dôextraction est 

laiss® reposer pour se d®canter. La phase organique contenant le solvant avec lôhydrocarbure 
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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 ne dépasse pas 40 ºC (Al -Jawhari, 2014). Lôhuile de moteur 

usagée résiduelle a été récupérée par la même procédure précédente en utilisant le toluène 

comme solvant dôextraction (Adesodun et Mbagwu, 2008). Après évaporation complète du 

solvant, le résidu hydrocarboné est pesé puis le taux de dégradation est quantifié par 

gravimétrie. Le pourcentage des hydrocarbures totaux dégradés a été déterminé à partir de la 

formule suivante (Chaillan et al., 2004 ; Hock et al., 2018): 

Ϸ ἬἭἯἺἩἬἩἼἱἷἶ
Ἡ Ἢ

Ἡ
 

a : poids du p®trole, diesel ou lôhuile usag®e r®siduel dans le t®moin, 

b : poids du pétrole, diesel ou lôhuile usag®e r®siduel dans la culture. 

  Détermination de la biomasse fongique IV.7.1.2

Apr¯s lôextraction des hydrocarbures r®siduels, la phase aqueuse contenant la biomasse 

fongique a été filtrée par un papier filtre (Whatman N °1). La masse fongique récupérée est 

séchée à 70 °C jusqu'à un poids constant. Le gain en biomasse sous chaque traitement et le 

contrôle correspondant a été enregistré; et la différence entre le gain dans le traitement et le 

contrôle a été considérée comme étant due à l'activité de biodégradation des hydrocarbures 

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

  Détermination du pH final de la culture IV.7.1.3

Le pH du milieu de culture est mesuré à la fin du temps de lôexp®rience  pour 

lôensemble des r®p®titions  et pour les t®moins par une sonde de pH-mètre (figure 21). 
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Figure 21. Les ®tapes de lô®tude quantitative de la dégradation du pétrole 
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  Etude de la cinétique de biodégradation  IV.7.2

Lô®tude de la cin®tique de biod®gradation peut nous aider ¨ mieux comprendre le 

mécanisme de la dégradation fongique des hydrocarbures pétroliers. Une estimation de la 

biodégradation des hydrocarbures au fil du temps a été réalisée, des flacons contenant 100 ml 

de milieu BH et 2% (v/v) de p®trole ou de diesel ou 1% (v/v) de lôhuile usag®e ont ®t® 

inoculés avec les souches sélectionnées et incubés à 30 °C pendant 40 jours. À des intervalles 

de 10 jours, des flacons inoculés ont été sacrifiés et la quantité d'huile pétrolière restante et la 

biomasse mycélienne accumulée ont été mesurées. 

Les paramètres de la cinétique de biodégradation des hydrocarbures ont été calculés en 

appliquant le modèle cinétique du premier ordre (Aggary et al., 2013 ; Al-Hawash et al., 

2018b) : 

╒◄ ╒▄▓◄    

Où  

Ct : la concentration (g / l) d'hydrocarbures résiduelle au temps t,  

C0 : la concentration initiale d'hydrocarbures,  

k : la constante de biodégradation (jour
-1
)  

t : le temps (jour). 

Le temps de demi-vie de la biodégradation (t1/2) des hydrocarbures  est calculé comme suit: 

◄ϳ
ἴἶ

▓
         

IV.8  Optimisation de biodégradation des hydrocarbures pétroliers   

Les isolats fongiques les plus puissants ont été sélectionnés pour la recherche des 

conditions de culture optimales pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers. Deux 

paramètres physico-chimiques ont été étudiés : la temp®rature dôincubation et le pH initial du 

milieu de culture. 

  pH optimal  IV.8.1

Lôeffet du pH initial sur la biod®gradation du p®trole, diesel  et lôhuile usag®e a ®t® 

étudié. Les milieux BH ont été préparés à pH 5, 6, 7, 8 et 9 en utilisant le HCl 1N et le NaOH 

1N. Les flacons ont ®t® pr®par® comme dans la partie de lô®tude quantitative de d®gradation 

des hydrocarbures (paragraphe 7.1) puis incubés pendant 40 jours à 30° C (Khan et al., 

2015).  

Tous les tests sont r®alis®s en trois r®p®titions. ê la fin de la p®riode dôincubation, le 

taux de dégradation, la biomasse accumulée et le pH final du milieu ont été mesurés. 
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  Température optimale IV.8.2

Lôeffet de la temp®rature dôincubation sur la biod®gradation de chaque huile p®trolière a 

été étudié à 20, 25, 30, 35 et 40 °C. Les flacons ont été préparés et inoculés par les isolats 

fongiques comme cité ci-dessus, puis incubés pendant 40 jours. Le pH du milieu est ajusté à 

7. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque traitement. Le pourcentage de dégradation et 

la biomasse accumul®e sont mesur®s ¨ la fin de lôexp®rimentation. 

IV.9  Essais de mycoremédiation en microcosmes de sol 

Suite aux expériences en milieu minéral, cinq isolats fongiques sont sélectionnées pour 

une étude de dégradation des hydrocarbures pétroliers en échantillons de sols contaminés au 

p®trole, diesel ou lôhuile de moteur usag®e. Les exp®riences sont men®es en laboratoire dans  

des microcosmes de sol contrôlés.  

Les cinq isolats ont été appliqués aux sols contaminés séparément et un consortium 

contenant 3 isolats sélectionnés a été aussi utilisé pour la bioremédiation des sols pollués.  

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

bioremédiation des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers. 

 Pr®paration de lô®chantillon de sol IV.9.1

 Site dô®chantillonnage IV.9.1.1

Lô®chantillon du sol utilis® pour lôexp®rimentation est un sol agricole pr®lev® dôune 

firme situé à la commune de Bled Touahria au sud de la wilaya de Mostaganem, Algérie 

(figure 22-23). Le prélèvement correspond à la couche superficielle du sol (0 ï 25 cm). 

Environ 10 kg du sol ont été prélevés du site et amenés au laboratoire dans des sacs en 

plastique.  

 

Figure 22. Localisation g®ographique du site dô®chantillonnage 
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Figure 23. Site dô®chantillonnage du sol 

 Prétraitement du sol IV.9.1.2

Lô®chantillon du sol est dôabord s®ch® ¨ lôair libre pendant une semaine, broyé et tamisé 

à 2 mm pour éliminer la fraction supérieure à cette taille. Une partie du sol a été utilisée pour 

faire les analyses physico-chimiques (protocoles cités auparavant) ; et le reste a été stérilisé 

pour éliminer la population microbienne indigène du sol qui peut affecter la croissance et 

lôeffet de nos isolats au cours de la p®riode dôincubation. 

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

intervalle de 24 heures (Trevors, 1996). 

 Contamination du sol par les hydrocarbures IV.9.1.3

Le sol a été pollué par chacun des trois hydrocarbures pétroliers à une concentration 

finale de 10 % (v/p) (Abioye et al., 2010 ; Agarry et Latinwo, 2015). Les huiles ont été bien 

m®lang®es avec le sol ¨ lôaide dôune spatule st®rile, puis laiss®es 7 jours pour permettre aux 

hydrocarbures dô°tre bien absorb®s par le sol.  

  Pr®paration de lôinoculum IV.9.2

Les champignons sélectionnés pour cette essai ont été cultivé sur une gélose PDA dans 

des boites de pétrie. Après la croissance, les spores ont été récoltées en imbibant la surface de 

la culture fongique par lôeau distill®e st®rile contenant 0.05 % Tween 80. La solution de 

spores est ensuite filtrée pour éliminer les filaments du mycélium. La solution des spores est 

mélangée au vortex à haute vitesse pour séparer les spores en agrégat puis la concentration 

des spores est déterminée en comptant le nombre de spores par un Hématimètre de Malassez 

(Potin et al., 2004).  

 Sélection et préparation du consortium IV.9.2.1

Afin de sélectionner trois isolats pour construire le consortium, un test dôantagonisme 

entre les cinq champignons sélectionnés précédemment a été réalisé (Zafra  et al., 2017).   
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Les isolats fongiques ont été testés pour leur activité antagoniste deux par deux en 

utilisant la méthode d'opposition directe (Dennis et Webster, 1971). Un disque de mycélium 

de 5 mm de l'isolat fongique a été placé à environ 1 cm de la paroi d'une boite de pétrie 

contenant la g®lose PDA et du c¹t® oppos®, un disque de taille similaire dôun autre isolat a été 

placé également (figure 24). Les boites ont été incubées à 25 ± 2 °C (Landum et al., 2016).  

Le rayon de la colonie de chaque champignon ainsi que la distance entre les deux 

colonies sont mesurés chaque jour et à la fin de la croissance. Le pourcentage dôinhibition est 

calculé par la formule suivante (Royse et Ries, 1978): 

ἓἸἷἽἺἫἭἶἼἩἯἭ ἬἱἶἰἱἪἱἼἱἷἶ
ἠ ἠ

ἠ
 

Où R1 : le rayon de la colonie dans le control 

  R2 : le rayon de la colonie dans le test 

Les champignons qui ont montr® un pourcentage dôinhibition faible ont ®t® s®lectionnés 

pour pr®parer le consortium. Lôinoculum de consortium est pr®par® en m®langeant des 

volumes ®gaux de lôinoculum de chaque isolat. 

 

Figure 24. Sch®ma de lôexp®rience dôantagonisme sur boite de p®trie (milieu PDA) 

  Préparation du Bulking agent (agent gonflant) IV.9.3

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 à augmenter la diffusion de l'oxygène (Vasudevan et Rajaram, 2001). De tels 

changements dans un sol augmentent l'aération et stimulent l'activité microbienne. Bulking 

agents sont aussi utilisés dans la mycoremédiation pour servir comme support pour la 

croissance des champignons dans le sol (Atagana et al., 2006 ; Zafra et al., 2017). Bulking 

agents utilisés pour la bioremédiation sont généralement des déchets issus de biomasse bon 

marchés comme le foin, la sciure, la balle de riz, bagasse de canne à sucre, tiges de maïs, 

paille et son de bl®éetc.  
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Pour cette expérimentation, le son de blé a été choisis comme bulking agent pour le 

processus de bioremédiation (Vasudevan et Rajaram, 2001 ; Meysami et Baheri, 2003). Le 

son de blé est peu couteux, facile à obtenir et présente une teneur élevée en azote et phosphore 

servant ainsi comme une source de nutriments additionnelle pendant la dégradation des 

hydrocarbures (Barathi et Vasudevan, 2003). Le son de blé a été rempli dans des flacons en 

verre et stérilisé par autoclave à 121 °C pendant 20 minutes (Obuekwe et Al - Muttawa, 

2001). 

  Description de lôexp®rimentation (d®veloppement des microcosmes) IV.9.4

Les microcosmes sont réalisés dans des boites en plastique rectangulaires (20x15x10 

cm
3
) préalablement stérilisé  par des rayons Ultra-violet (UV) germicide. Chaque boite est 

remplie par 300 g de sol stérilisé et artificiellement contaminé par les hydrocarbures (pétrole, 

diesel et lôhuile usag®e, ¨ 10 %). Le rapport C:N:P du sol a ®t® maintenu ¨ 100:10:1 par 

lôaddition de NH4NO3 comme source dôazote et le KH2PO4 comme source de phosphore 

(Mancera-López et al., 2008). Le sol a ®t® humidifi® par lôeau distill®e ¨ 60% de sa capacit® 

de r®tention dôeau (29% pour notre sol) (Azin et al., 2018). 

Le son de blé (bulking agent) a été ajouté au sol à raison de 6% (Meysami et Baheri, 

2003). Avant addition aux microcosmes, le son de blé stérilisé a été humidifié par 30 % (v/p) 

dôune solution de BH et inocul® par la solution de spores de chaque isolat test® dôune mani¯re 

¨ ce que la concentration initial de lôinoculum soit 10
4
 spores par gramme de sol (Potin et al., 

2004). Le son de blé  inoculé a été ensuite versé sur la surface du sol dans les microcosmes 

puis incub® ¨ 30ÁC jusquô¨ ce que le myc®lium fongique ait pouss® et recouvre compl¯tement 

la surface de lôagent gonflant (Meysami et Baheri, 2003 ; Kota et al., 2014). Le contenu des 

microcosmes est compl¯tement mix® puis incub® ¨ 30 ÁC pendant 90 jours. Lôhumidit® a ®t® 

maintenue ¨ 60% par lôajout de lôeau distill®e st®rile chaque semaine. Des microcosmes 

témoins contenant le sol stérilisé et contaminé par chaque hydrocarbure ont été également 

préparés. Deux répétitions ont été préparées pour chaque traitement ainsi que les témoins 

(figure 25).  

  Extraction et dosage des hydrocarbures totaux résiduels   IV.9.5

La bioremédiation a été évaluée par dosage des hydrocarbures pétroliers totaux 

résiduels dans chaque microcosme et comparé au témoin. 10g de sol ont été prélevés des 

microcosmes au temps 0, après 45 jours et ¨ la fin de dôincubation (90 jours). Les ®chantillons 

du sol ont ®t® utilis®s pour lôextraction des hydrocarbures r®siduels par Soxhlet comme cité 

pr®c®demment dans lô®tape de dosage des hydrocarbures totaux dans le sol pollu®. Les 
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pourcentages de dégradation ont été calculés par rapport aux contrôles et les paramètres de la 

cinétique de biodégradation ont été déduits. 

 

IV.10  Amélioration du pouvoir de dégradation des hydrocarbures par mutagénèse 

Plusieurs procédures sont utilisées pour améliorer les souches microbiennes, qui 

entraînent toutes des changements dans la séquence d'ADN. La mutation est parmi les 

évènements qui conduisent à ces changements.  

Son de bl® 

st®rile 

300 g de sol 

st®rile 

 

10% pétrole, diesel 

ou huile usagée 

Sol pollu® 

Solution 

de spores 

Inoculation  
Addition   

 

 

Incubation 

¨ 30ÁC 

 M®lange 

Incubation 

90 jours, 30°C 

Extraction des 

hydrocarbures totaux 

résiduels 

Figure 25. Déroulement du test de mycoremédiation en microcosme de sol 
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La mutation est l'altération permanente d'un ou plusieurs nucléotides à un site spécifique 

le long du brin d'ADN. Dans de nombreux cas, les mutations sont nocives, mais certaines 

mutations qui surviennent rendent l'organisme mieux adapté à son environnement et 

améliorent ses performances biocatalytiques. La capacité de mutation d'un microorganisme 

est une propriété importante de l'ADN car elle crée une nouvelle variation dans le pool 

génétique. 

La modification et l'amélioration de la souche par mutation sont généralement obtenues 

en soumettant le matériel génétique (in-vivo ou in-vitro) à une variété d'agents physiques ou 

chimiques appelés mutagènes (Parekh et al., 2000).  

Le rayonnement ultraviolet (UV) est un agent mutagène physique qui a montré son 

efficacité dans les processus de mutagénèse pour améliorer les souches microbiennes (Jafari  

et al., 2017). Ce sont des rayons électromagnétiques divisés en trois types en fonction de leurs 

fréquences : UV-A (315-380 nm), UV-B (280-315 nm) et UV-C (100-280 nm) qui sont les 

plus énergétiques (García-Cela et al., 2015). Les mutations induites par les rayons UV 

peuvent être des transversions, délétions, frameshift ou transitions (Parekh et al., 2000). 

La mutagénèse par les rayons UV a été appliquée sur deux isolats sélectionnés dans le 

but dôam®liorer g®n®tiquement leur pouvoir de biodégradation des hydrocarbures pétroliers. 

Les champignons sélectionnés pour cette expérience représentent un isolat qui possède un 

potentiel de dégradation des trois hydrocarbures pétroliers testées et un isolat qui nôa montr® 

aucun pouvoir de dégradation dans les tests préliminaires. 

 Pr®paration de lôinoculum IV.10.1

Une solution de spore a été préparée à partir dôune jeune culture de chaque isolat sur 

gélose PDA. Les spores ont été suspendues dans un flacon contenant de lôeau distill®e st®rile 

additionnée de 0.05% Tween 80. La solution a été filtré vers un papier filtre pour éliminer les 

filaments mycéliens puis la concentration des spores a été calculer par un hématimètre de 

Malassez. La concentration finale des spores dans la solution est menée à 10
6
 spores/ml 

(Hoffman et Wood, 1985). Enfin, des tubes à essais stérile ont été remplies par 10 ml de la 

solution des spores et conserv®s ¨ 4 ÁC jusquô¨ leurs utilisation. 

  Traitement par les rayons Ultra-violet  IV.10.2

Lôirradiation des isolats fongiques a ®t® r®alis® dans une chambre ferm® contenant une 

lampe à UV (GE G15T8, Germicidal UVC, 15 Watt, 254 nm) (figure 26.a). Avant chaque 

irradiation, la lampe UV a été allumée au minimum 30 minutes pour assurer lôasepsie de la 

chambre. La solution des spores dans chaque tube a été versée dans des boites de pétrie. 
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Chaque boite est placée dans la chambre à une distance de 10 cm de la lampe UV (Kumar  et 

al., 2015) (figure 26.b ), puis irradiée à un temps fixé : 0 ; 1 ; 2 ; 4 ; 16 ; 24 et 32 minutes. Les 

boites sont r®cup®r®es imm®diatement apr¯s lôirradiation et plac®es dans l'obscurit® pour 

éviter la photo-réactivation. 

 

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

 Estimation du nombre de spores vivante après irradiation par UV IV.10.3

 Les solutions de spores irradi®es ont ®t® dilu®es au dixi¯me jusquô¨ 10
-4
 puis 100µl de la 

dernière dilution ont ®t® ®tal®s sur la surface dôune g®lose PDA contenant 0.05 g/l Rose 

Bengale. Les cultures ont été incubées à 30 °C pendant 2 jours puis le nombre de colonies 

apparus dans chaque boite a été dénombré et la concentration des spores dans les solutions 

correspondantes et calculé. Enfin la courbe de survie a été établie et utilisé pour déterminer la 

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

  Sélection des mutants IV.10.4

  Les mutants ont été sélectionnés à partir de la boite représentant la dose létale selon une 

analyse macroscopique des colonies (taille, forme et couleur différente). Ils sont ensuite 

purifiés sur milieu PDA puis utilisés pour tester leur pouvoir de dégradation des trois huiles 

pétrolières. 

  Biodégradation des hydrocarbures par les mutants sélectionnés IV.10.5

(analyse gravimétrique) 

Le potentiel de biod®gradation de p®trole, diesel et lôhuile usag®e par les souches 

mutantes sélectionnées a été analysé en milieu minéral BH par le protocole décrit auparavant 

(Etude quantitative de la biodégradation des hydrocarbures).  

Le pourcentage de d®gradation a ®t® d®termin® ¨ la fin de lôexp®rimentation par la 

m®thode gravim®trique et compar® avec celui avant mutation pour d®tecter lôexistence de tout 

changement dans le pouvoir de dégradation des hydrocarbures 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. 

Lôanalyse ANOVA ¨ un facteur suivie par le test post-hoc de Tukey a été réalisée pour 

comparer les moyennes des pourcentages de dégradations des hydrocarbures calculés dans les 

différentes conditions durant cette étude. Des lettres permettent de distinguer les groupes 

statistiquement différents au sein des représentations graphiques. 

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

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

Les analyses statistiques des r®sultats ont ®t® r®alis®es ¨ lôaide de logiciels IBM SPSS 

Statistics 25. Pour tous les tests, la signification statistique a été définie au seuil de probabilité 

de 5% (p<0.05).  
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Chapitre V : Résultats et discussion 

V.1 Caractérisation des échantillons du sol 

  Dosage des hydrocarbures totaux dans le sol pollué V.1.1

La détermination des hydrocarbures pétroliers totaux (TPH) constitue une des approches 

les plus largement utilisées pour évaluer les polluants pétroliers et établir les niveaux de 

nettoyage cibles pour le sol (Yang et al., 2013). 

Le taux de contamination par les hydrocarbures pétroliers dans les deux échantillons du 

sol pollu® provenant de la raffinerie dôArzew a ®t® estim® par le dosage des hydrocarbures 

totaux (TPH), le r®sultat en TPH est de 182.44 g/kg du sol pour lô®chantillon du site S1, et de 

191.94 g/kg pour lô®chantillon du site S2. Le pourcentage dôhydrocarbures dans ces 

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

Ces résultats montrent un niveau de pollution très élevé dans les deux échantillons du 

sol analysés. La concentration des TPH dans les deux échantillons étudiés est supérieur à ceux 

obtenus auparavant par Benchouk (2017) et Dilmi (2019) qui ont enregistré 82 g/kg et 86 

g/kg des hydrocarbures totaux, respectivement, pour des échantillons de sol contaminés 

prélevés depuis la même raffinerie. Cette pollution peut être attribuée aux déversements 

accidentels des huiles pétrolières suite au processus de transport, de raffinage et de stockage 

des hydrocarbures pétroliers dans la raffinerie. 

  Caractéristiques physico-chimiques du sol non contaminé  V.1.2

Nous avons caractérisé, après tamisage à 2 mm, le sol prélevé depuis la zone non 

contaminé du site de Kharrouba en termes de pH, de la conductivité électrique CE, du carbone 

organique, dôazote totale, de phosphore, calcaire actif et le dosage des cations échangeables 

(Ca
2+

, Mg
2+

, k
+
, Na

+
). La texture du sol est décrite suite à une analyse granulométrique. Les 

résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 5.  

L'analyse granulométrique montre que le sable est la fraction prédominante. Ainsi, 

lô®chantillon  est un sable limoneux. Le pH est neutre (Soltner, 1989), le sol est légèrement 

sal® (CE = 0.560 ds/m) dôapr¯s lô®chelle de la salinit® (Durand, 1983). Lô®chantillon du sol 

est limité en matière organique en raison de la faible teneur en carbone organique (0.69%). 

Des teneurs faibles en azote ont été également observées. 

Le dosage des cations ®changeables pr®sents dans le sol est important pour lô®valuation 

de la disponibilité des nutriments dans le sol (Fayeulle, 2013). Notre échantillon comporte 

des  concentrations faibles en cations mais présente une dominance de Ca
++

 (22.74 
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meq/100g). Un faible taux de carbonate de calcium actif a été enregistré ce qui donne un sol 

non calcaire. 

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

Propriétés du sol  Valeurs 

Sable (%) 84.2 

Limon (%)  5.0 

Argile (%)  10.8 

pH 7.35 

CE (dS/m) 0.56 

Matière organique (%) 1.19 

Carbone organique (%) 0.69 

Azote total (%) 0.05 

P (mg/kg) 39.7 

Ca
++

 (meq/100g) 22.74 

Mg
++

 (meq/100g) 1.12 

Na
+
 (meq/100g) 1.17 

K
+
 (meq/100g) 0.25 

Calcaire actif (%) 1.75 

V.2 Isolement des champignons filamenteux saprotrophes 

  Population fongique totale V.2.1

La méthode des suspensions/dilutions a été utilisée afin de réaliser un comptage des 

populations fongiques cultivables totales dans les échantillons du sol contaminés aux 

hydrocarbures pétroliers. La figure 27 présente les résultats de ces comptages après 7 jours 

dôincubation. 

Les résultats obtenus ont montré une augmentation importante de la population 

fongique totale dans les échantillons du sol contaminés par les hydrocarbures pétroliers après 

3 mois dôincubation par rapport au sol t®moin non contamin® (figure 27.a). La plus grande 

densité des champignons a été enregistrée dans le sol qui a subi une contamination par lôhuile 

de moteur usagée (4,1.10
6
 CFU/g), suivit par le sol pollué au pétrole (2,0.10

5
 CFU/g) ensuite 

le sol pollué au diesel (6,0.10
4
 CFU/g). La densité de la population fongique dans le sol 

témoin a été la plus faible (3,0.10
3
 CFU/g). 

Le but de polluer les échantillons de sol par les trois hydrocarbures pétroliers était 

dôaugmenter le nombre des champignons saprotrophes tol®rant les hydrocarbures et de 

favoriser lôapparition dôesp¯ces fongiques capables de d®grader les hydrocarbures pétroliers. 

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

hétérotrophe totale augmente très sensiblement, dans le sol comme dans les sédiments marins 
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(Oudot et al., 1987). Atlas (1995) a rapporté que la pr®sence dôune pollution p®troli¯re 

augmente la population des microorganismes dégradant les hydrocarbures dans le sol de 1% à 

typiquement 10% de la population totale. La densité fongique observée dans le sol pollué 

prélevé du site S1 de la raffinerie dôArzew ®tait tr¯s grande par rapport ¨ celui du site S2 

(figure 27.b). Lô®chantillon du site S2 a montr® une concentration très élevée des 

hydrocarbures totaux ce qui a probablement affecté la flore fongique de cet échantillon. 

 Figure 27. Densités de la population fongique dans les échantillons de sol : (a) contaminés 

artificiellement par les hydrocarbures p®troliers, (b) pr®lev®s de la raffinerie dôArzew 

 Isolats fongiques purifiés  V.2.2

La méthode des suspensions-dilutions et la méthode dôinoculation directe ont permis 

dôisoler et de purifier 35 isolats fongiques qui ont ®t® identifi®s morphologiquement puis 

int®gr®s dans lô®tude de biod®gradation. Les figures 28 ; 29 ; 30 et 31 permettent de voir la 

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

milieux PDA, CYA et MEA. 
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Figure 28.Aspects macroscopiques et microscopiques des champignons isolés du sol pollué 

au lôhuile usag®e (HM : huile moteur) 
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Figure 29. Aspects macroscopiques et microscopiques des champignons isolés du sol pollué 

par le pétrole (PB : pétrole brut)  

 

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

pollué par le diesel (DSL : diesel) 
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Figure 31. Aspects macroscopiques et microscopiques de quelques champignons isolés du sol 

pollu® de la raffinerie dôArzew (S1 : site n°1 ; S2 : site n°2) 

Le tableau 6 résume les caractéristiques morphologiques des colonies sur milieu PDA 

dôun point de vue macroscopique. Ces r®sultats confirment la diversit® morphologique 

obtenue au sein de la mycothèque. Les observations microscopiques des organes de 

fructification ont permet de distinguer 11 genres différents. La quasi-totalité des souches 

identifiées appartient aux embranchements des Ascomycètes et des Deutéromycètes 

(anamorphes dôAscomyc¯tes). Seule la souche DSL4 appartient aux Zygomyc¯tes. Ces 

proportions sont en adéquation avec les résultats obtenus par Fayeulle (2013) où des 

isolements  effectués à partir des échantillons de sol présentant des contaminations historiques 

en HAP ont permet lôisolement de 30 souches fongiques dont une souche appartient aux 

Zygomycètes et le reste sont des Ascomycètes. Une autre ®tude a pr®sent® lôisolement de 21 

souches fongiques ¨ partir dô®chantillon de sols contamin®s au p®trole brut lourd dont 20 

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

Sol 

dôorigine 

Code 

de 

lôisolat 

Texture de 

la surface 

Marge de 

la colonie 

Couleur 

de la 

surface 

Couleur 

du revers 

Vitesse de 

croissance 
Taille de la 

colonie 

Identité de 

lôisolat 

Sol 

pollué 

à 

lôhuile 

de 

moteur 

usagée 

HM1 veloutée Lisse Vert 

foncé 

Verdâtre Rapide Etendu Penicillium sp 

HM2 granuleuse Lisse beige Blanc Rapide Etendu Aspergillus 

sclerotiorum 

HM3 cotonneuse Lisse Gris Vert 
jaunâtre 

Rapide Etendu Aspergillus sp 

HM4 cotonneuse Lisse Violet 

clair 

Jaune pâle Lent Etendu Peacilomyces 

sp 

HM5 duveteuse Irrégulière blanc incolore Rapide Envahissante Fusarium sp 

HM6 laineuse Lisse noire Noire Rapide Envahissante Alternaria sp 

 

 

 

Sol 

pollué 

au 

pétrole 

brut  

PB1 granuleuse Irrégulière noire Jaune pâle Très 

rapide 

Envahissante Aspergillus 

niger 

PB2 duveteuse Lisse Brun 

cannelle 

Orange Rapide Etendu Aspergillus 

terreus 

PB3 floconneuse Lisse marron, 

beige 

Rouge 

brun 

Très lent Petite Aspergillus 

PB4 veloutée Lisse Bleu 

vert 

foncé 

Orangé Lent Petite Aspergillus 

PB5 duveteuse Lisse vert Noir beige Très lent Petite Aspergillus 

PB6 duveteuse Lisse marron Brun Rapide Etendu Aspergillus 

PB7 Glabre Lisse Rose 

clair 

Rosé Lent Petite Inconnue 

 

 

 

 

Sol 

pollué 

au 

diesel 

DSL1 poudreuse Lisse Vert 

foncé 

Jaune 
verdâtre 

Lent Etendu Penicillium sp 

DSL2 floconneuse lisse Blanc 

beige 

Beige Très lent Petite Inconnu 

DSL3 duveteuse lisse Rose 

clair 

Rosâtre Très lent Petite Acremonium sp 

DSL4 laineuse lisse blanc incolore Très 
rapide 

Envahissante Mucor sp 

DSL5 velouté lisse Bleu 

vert 

Marron Très lent Petite Aspergillus sp 

DSL6 glabre irrégulière jaune Orange Très lent Petite Aspergillus sp 

DSL7 velouté lisse marron Brun Rapide Petite Scopulariopsis 
brevicaulis 

 

 

 
 

 

 

 

Sol de la 

raffinerie 

dôArzew 

Site 1 

S1.1 laineuse irrégulière blanc jaunâtre Rapide Envahissante Fusarium sp 

S1.2 laineuse irrégulière Blanc 

beige 

jaunâtre Rapide Etendu Blastomyces sp 

S1.3 Cotonneuse lisse marron Orangé Très 

rapide 

Etendu Aspergillus 

S1.4 laineuse En 

expansion 
Blanc 

doré 

Beige Très 

rapide 

Envahissante Cephaliophora 

tropica 

S1.5 cotonneuse lisse vert 

olive 

Noirâtre Rapide Etendu Inconnu 

S1.6 velouté lisse vert Orange 
foncé 

Très lent Petite Penicillium sp 

S1.7 laineuse lisse violette Brun 

foncé 

Lent Petite Peacilomyces 

sp 

S1.8 glabre lisse rouille Marron 
foncé 

Lent Petite Trichophyton 
sp 
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Tableau 6. (Suite) 

 
 

 

 

 

Sol de la 
raffinerie  

dôArzew 

Site 2 

S2.1 granuleuse lisse noire Jaune pâle Très 
rapide 

envahissante Aspergillus 

niger 

S2.2 poudreuse lisse Vert 

foncé 

Vert 

jaunâtre 

Très 

rapide 
étendu Aspergillus 

fumigatus 

S2.3 cotonneuse lisse marron Brun 

orange 

Très 

rapide 
étendu Aspergillus 

terrus 

S2.4 Granuleuse 

à poudreuse 

lisse Vert 

olive 

rougeâtre Très 

rapide 
étendu Aspergillus 

nidulans 

S2.5 cotonneuse lisse Blanc 

rosâtre 

beige Lent petite Acremonium 

S2.6 floconneuse irrégulière Gris 

vert 

Marron 

foncé 

Lent petite Penicillium sp 

S2.7 cotonneuse irrégulière Rose 

cannelle 

Rouge 

noirâtre 

Très lent petite Peacilomyces 

sp 

 

Lôidentification microscopique a montré la dominance des espèces appartenant au genre 

Aspergillus avec 15 isolats, suivi par le genre Penicillium (4 isolats), Peacilomyces (3 isolats), 

Fusarium (2 isolats) et Acremonium (2 isolats). Le reste des genres identifiés dans les 

conditions de notre étude ont été présentés par un seul isolat. 

Le genre Aspergillus a été déjà rapporté prédominant lors des isolements à partir des 

sols pollués par les hydrocarbures pétroliers (Chaillan et al., 2004 ; dos Santos et al., 2008, 

Zafra et al., 2014, Mohammadian et al., 2017). Le genre Penicillium a été très souvent 

isolés à partir de sols contaminés aux hydrocarbures (April et al., 1999 ; Ravelet et al., 

2000 ; Fayeulle et al., 2019). Les genres Peacilomyces, Fusarium, Acremonium, Alternaria et 

Mucor ont été également isolés à partir de sols impactés par des hydrocarbures dans d'autres 

études (April et al., 1999 ; Ravelet et al., 2000 ; Potin et al., 2004 ; Mohammadian et al., 

2017).  

Cependant, il est à souligner que la majorité de ces genres sont aussi des genres 

habituels de la flore fongique du sol en général (Watanabe, 2002). Lôensemble des isolats 

identifiés dans cette étape correspond à des espèces saprotrophes adaptées à la vie dans un 

environnement tellurique. La présence de ces champignons dans les échantillons de sols 

contaminés aux différents hydrocarbures pétroliers reflète une résistance aux contaminations 

qui y sont présentes. 

V.3 Identification génotypique des isolats fongiques 

 Les r®sultats de lôidentification morphologique des champignons isolés ont été 

confirm®s par une identification mol®culaire ¨ lôaide des s®quences ITS de lôADN ribosomale 

amplifiées par PCR qui sont actuellement utilisées comme méthode de détection sensible et 

spécifique pour les champignons (Raja et al., 2017 ; Yang et al., 2018). Une sélection de 6 

isolats a été faite pour cette analyse génétique. 
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Sur la base du s®quen­age des fragments ITS de lôADNr 18S, les isolats ont ®t® 

identifiés par comparaison avec les espèces les plus proches dans la base de données 

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

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

dôaccession et  lôidentit® des isolats s®lectionn®s pour lôidentification g®notypique 

Code de 

lôisolat 

Souche la plus proche Similarité 

(%)  

Identification  Numéro 

dôaccession 

PB2 Aspergillus terreus 99% Aspergillus terreus 

strain PB2.aaa 

MT797198 

HM1 Penicillium 

chrysogenum 

99% Penicillium 

chrysogenum strain 

HM1.aaa 

MT797196 

HM3 Aspergillus ustus 99% Aspergillus ustus strain 

HM3.aaa 

MT192486 

HM4 Purpureocillium 

lilacinum 

99% Purpureocillium 

lilacinum strain 

HM4.aaa 

MT192485 

DSL1 Penicillium glabrum 99% Penicillium glabrum 

strain DSL1.aaa 

MT797199 

S2.2 Aspergillus fumigatus 98% Aspergillus fumigatus 

strain AS2.aaa 

MT797197 

L'analyse d'affiliation génétique a permet de classer les isolats fongiques dans 3 genres 

de champignons différents. Cette analyse montre que 3 isolats appartiennent au genre 

Aspergillus, 2 au genre Penicillium et 1 isolat au genre Purpureocillium.  

La souche PB2 présente 99 % de similarité de séquence avec Aspergillus terreus strain 

OUC-MDZ5136, la souche HM3 présente 99 % de similarité avec Aspergillus ustus strain 

UOA/HCPF 9236 et la souche S2.2 présente 98 % de similarité avec Aspergillus fumigatus 

strain CBS 129447. Les isolats HM1 et DSL1 ont été identifié comme des espèces du 

Penicillium, présentent 99 % de similarité avec Penicillium chrysogenum strain F100 et 

Penicillium glabrum isolate 19, respectivement. Lôisolat HM4 a montré 99 % de similarité de 

séquence avec la souche Purpureocillium lilacinum strain C. C. Lee AgF3-7. 

Tous les isolats identifiés appartiennent à la division des Ascomycota. Ceci est en 

accord avec plusieurs études qui ont montré que les Ascomycètes comme Penicillium, 

Aspergillus et Fusarium ne sont pas seulement ubiquitaires, mais aussi tolérants et capables 

dô®liminer les contaminants existant dans les sols pollu®s notamment par les hydrocarbures 

(Hofrichter et Scheibner, 1993 ; Elshafie et al., 2007 ; Leitào, 2009 ; Ye et al., 2011).  

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

depuis des environnements contaminés par des hydrocarbures pétroliers et ont montré leur 
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efficacité dans la biodégradation des hydrocarbures dans des travaux précédents (Oudot et 

al., 1993 ; Bento et al., 2005 ; Mohsenzadeh et al., 2012 ; Zafra et al., 2014 ; Ameen et al., 

2016 ; Hock et al., 2018). 

Penicillium chrysogenum, autrefois nommé P. notatum, est lôesp¯ce la plus ®tudi®e du 

genre Penicillium pour la production des antibiotiques, ce champignon est utilisé comme 

producteur commercial dôantibiotiques ɓ-lactamines (Guzmán-Chávez et al., 2018). P. 

chrysogenum a ®galement prouv® son efficacit® dans lô®limination des contaminants toxiques 

tels que les métaux lourds (Niu et al., 1993 ; Tan et Cheng, 2003), le phénol (Leitão et al., 

2007) et les hydrocarbures aromatiques polycycliques comme le fluorène (Garon et al., 2002) 

et le pyrène (Ravelet et al., 2000). 

Purpureocillium lilacinum, anciennement nommé Paecilomyces lilacinus, est un 

champignon filamenteux saprotrophe commun du sol (Luangsa-Ard et al., 2011). Ce 

champignon a été abondamment étudié pour son utilisation comme agent de lutte biologique 

contre les nématodes parasites des plantes ainsi que pour la production de divers métabolites 

secondaires actifs menant à de nombreuses découvertes médicales dans la recherche humaine 

(Xie et al., 2016). Cependant, Les rapports qui d®crits lôintervention de cette esp¯ce fongique 

dans les processus de biodégradation des hydrocarbures pétroliers sont limités.  

Les arbres phylogénétiques reflétant la relation entre chaque genre et les souches 

similaires existant dans les banques de donn®es ont ®t® construits par lôalgorithme Maximum 

Likelihood en utilisant le logiciel MEGA X (figure 32). 
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Figure 32. Arbres phylog®n®tiques bas® sur les s®quences ITS de lôADNr des isolats du 

même genre et des espèces apparentées trouvées sur GenBank. A : relations phylogénétiques 

entre isolats du genre Aspergillus, B : Purpureocillium et C : Penicillium 

V.4 Tests préliminaires pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers 

La premi¯re ®tape dans le d®veloppement dôun protocole de biorem®diation est la 

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

fongiques selon leurs capacit®s ¨ tol®rer et ¨ d®grader le p®trole, le diesel et lôhuile usag®e. 

 Test de lôindicateur redox 2,6-dichlorophénol indophénol (DCPIP) V.4.1

Cette m®thode dôanalyse permet une s®lection rapide des isolats capables ¨ oxyder les 

hydrocarbures pétroliers utilisés dans cette étude. Elle dépend du changement de couleur des 

milieux inoculés par les isolats fongiques et traités avec l'indicateur d'oxydoréduction. 

Le principe de ce test est que lors de l'oxydation microbienne des hydrocarbures, les 

électrons sont transférés à des accepteurs d'électrons tels que l'O2, les nitrates et le sulfate. En 

incorporant un accepteur d'électrons tel que DCPIP au milieu de culture, il est possible de 

déterminer l'aptitude du microorganisme à utiliser le substrat hydrocarboné en observant le 

changement de couleur de DCPIP du bleu (oxydé) à l'incolore (réduit) (Hanson et al., 1993). 

Il existe trois indicateurs de la capacité des isolats fongiques à biodégrader les 

hydrocarbures, le premier est le changement de couleur du milieu de culture du bleu à 

l'incolore, le second est la diminution de la quantit® initiale de lôhuile pétrolière dans le milieu 

et le troisi¯me le d®veloppement dôune masse fongique dans le milieu de culture (figure 33) 

(Al -Nasrawi, 2012).  

 

Figure 33. Changement de couleur de lôindicateur DCPIP par le t®moin et quelque isolats en 

pr®sence de (a) p®trole, (b) diesel et (c) lôhuile usag®e, apr¯s 14 jours 
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Tableau 8. Intensit® de d®colorisation de lôindicateur 2,6-DCPIP et la croissance mycélienne 

observ®e apr¯s 14 jours dôincubation 

Isolat 
Pétrole Diesel Huile usagée 

Décolorisation Croissance 

mycélienne 

Décolorisation Croissance 

mycélienne 

Décolorisation Croissance 

mycélienne 

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 - - - - + + 

Changement du couleur. - : pas de changement, + : faible, ++ : 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 purifi®s ainsi que lôintensit® de la croissance myc®lienne apr¯s 14 jours 

dôincubation sont illustr®s dans le tableau 8.  

En général, La majorité des isolats testés (31 isolats) ont montré un changement de 

couleur dans le milieu pour au moins un hydrocarbure. Neuf isolats fongiques ont présenté 

une capacit® dôoxyder les trois hydrocarbures p®troliers utilis®s dans cette ®tude au m°me 

temps. Ces champignons appartiennent aux genres des Aspergillus (HM2, HM3, PB2, PB6, 

DSL6, S2.2 et S1.3), Penicillium (DSL1) et Purpureocillium (HM4). Les espèces du genre 

Aspergillus et Penicillium ont été enregistrées dans des études antérieures comme étant des 

dégradants des hydrocarbures p®troliers en montrant une r®duction de lôindicateur DCPIP en 

présence de pétrole comme source unique de carbone (Al -Nasrawi, 2012 ; Moustafa, 2016 ; 

Al -Hawash et al., 2018a). 

Le comportement des isolats sélectionnés vis-à-vis les trois hydrocarbures a été 

diff®rent par rapport ¨ lôintensit® de lôoxydation (d®colorisation), la quantit® de biomasse 

form®e et la quantit® dôhuile qui persiste dans le milieu ¨ la fin de lôincubation. Lôhuile usag®e 

a été la plus oxydée par les isolats testés (28  isolats), suivi par le pétrole (23 isolats) puis le 

diesel (14 isolats). Cependant, lôintensit® de biomasse form® et la quantit® dôhuile consomm® 

a été plus  grande dans les milieux contenant le pétrole comme source de carbone. Cela peut 

être attribué à la nature de chaque huile vu que le pétrole brut est un produit naturel non 

raffin® compos® dôun m®lange complexe d'hydrocarbures (Kumar et al., 2011), alors que 

lôhuile lubrifiante usag®e a ®t® soumis ¨ des conditions thermiques et m®caniques s®v¯res, 

dans lesquelles ils ont été chargés de métaux et de résidus de combustion très toxiques 

(Speight et Arjoon, 2012).  

Une forte diminution de la quantité initiale de pétrole a été observée avec les isolats 

PB2, PB6, HM1, HM2, HM3, HM4, DSL1, DSL6, S1.4, S2.2, S2.3. Les isolats HM2, HM3 et 

HM4 obtenus ¨ partir du sol pollu® par lôhuile usag®e ont pr®sent® une forte oxydation et un 

développement de biomasse pour les trois hydrocarbures testés. 

  Test de dégradation utilisant le milieu spécifique HAF V.4.2

Les isolats fongiques ont été inoculés dans un milieu minéral spécifique pour la 

croissance des champignons adaptés aux hydrocarbures (hydrocarbon-adapted fungi « HAF ») 

décrits par Oudot et al. (1993). Le milieu contient le p®trole, le diesel ou lôhuile usag®e 

comme source de carbone et dô®nergie. Le tableau 9 montre que 25 isolats fongiques ont été 

capables de croitre sur le milieu HAF contenant le pétrole, 20 isolats ont poussé sur le diesel 

et 34 isolats sur lôhuile usag®e. 
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Tableau 9.Croissance des champignons isolés dans le milieu spécifique HAF en présence de 

p®trole, diesel ou lôhuile usag®e comme source de carbone, apr¯s 28 jours dôincubation 

Isolat Pétrole Diesel Huile usagée 

Témoin 0 0 0 

PB1 3 1 1 

PB2 3 2 3 

PB3 1 0 2 

PB4 2 0 1 

PB5 0 2 1 

PB6 4 3 3 

PB7 0 1 1 

HM1 3 3 2 

HM2 4 2 2 

HM3 3 2 2 

HM4 4 4 3 

HM5 2 0 2 

HM6 1 0 2 

DSL1 2 4 2 

DSL2 2 0 1 

DSL3 0 0 1 

DSL4 0 3 2 

DSL5 1 1 2 

DSL6 2 3 2 

DSL7 0 0 1 

S1.1 0 0 1 

S1.2 0 0 0 

S1.3 3 1 2 

S1.4 0 0 1 

S1.5 1 0 1 

S1.6 2 1 2 

S1.7 2 3 2 

S1.8 0 0 1 

S2.1 0 0 1 

S2.2 4 4 3 

S2.3 2 1 2 

S2.4 1 0 2 

S2.5 1 0 1 

S2.6 1 1 1 

S2.7 2 2 2 

Intensité de croissance du champignon (échelle de 0 à 4 ; 0=pas de croissance et 4=bonne croissance) 
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Ces champignons ont montré des capacités de biodégradation différentes qui ont été 

évaluées par un examen visuel de la croissance mycélienne (échelle de 0 à 4 où 0 signifie 

absence de croissance et 4 bonne croissance) (figure 34). Les isolats PB1, PB2, PB6, HM1, 

HM2, HM3, HM4, S1.3 et S2.2 étaient les dégradateurs de pétrole brut les plus actifs. Les 

isolats PB6, HM3, HM4, DSL1, DSL6, S1.7 et S2.2 étaient les meilleurs dégradateurs de 

diesel. Les isolats fongiques PB2, PB6, HM4 et S2.2 ont montré un potentiel élevé de 

biod®gradation de lôhuile usag®e.  

Les résultats obtenus dans les tests préliminaires montrent que les champignons isolés 

poss¯dent une diversit® et une adaptabilit® consid®rables dans lôutilisation de diff®rents 

hydrocarbures pétroliers comme source de carbone.   

 

Figure 34. Croissance de quelque isolats fongiques en milieu HAF en présence de (a) pétrole, 

(b) diesel et (c) lôhuile usag®e, apr¯s 28 jours dôincubation 

Le traitement des résultats obtenus dans ce test préliminaire ainsi que le test précèdent 

(test DCPIP) a permis de sélectionner 6 isolats fongiques pour évaluer leurs capacités de 

dégradation des hydrocarbures dans les tests suivants dans cette étude. Ces isolats ont été 

sélectionnés pour le bon développement dans les conditions expérimentales choisies et la 

capacité de diminuer la quantité initiale des hydrocarbures dans le milieu de culture. La 

capacit® dôun isolat ¨ d®grader plusieurs huiles p®troli¯res au m°me temps a ®t® prise en 

considération aussi. 

V.5 Etude quantitative de la biodégradation des hydrocarbures pétroliers  

  Biodégradation de pétrole par les isolats sélectionnés V.5.1

La figure 35 présente les taux de biodégradation obtenus par les isolats fongiques 

s®lectionn®s apr¯s 40 jours dôincubation en pr®sence de 2 % (v/v) de p®trole en milieu BH 

liquide. Les taux de dégradation obtenus présentent majoritairement une moyenne supérieure 

¨ 5%, qui est le taux de biod®gradation minimal pour consid®rer quôun isolat est active vis-à-
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vis du pétrole (Oudot et al., 1987). Les pourcentages de biod®gradation sô®tablissant entre 

30.43 % (isolat HM3) et 55.98 % (isolat DSL1).  

 

Figure 35.Taux de biodégradation de pétrole par les isolats fongiques après 40 jours 

dôincubation en milieu liquide. Les barres dôerreur repr®sentent les ®carts types de ces 

moyennes (n=3). Différentes lettres sur les barres indiquent des moyennes significativement 

différentes selon le test de Tukey (p<0,05) 

Les six isolats fongiques ont présenté des moyennes particulièrement élevées de 

biod®gradation de p®trole. Lôisolat DSL1 (P. glabrum) a entraîné le taux de dégradation de 

p®trole le plus ®lev® avec 55,98 %, suivi par lôisolat PB2 (A. terreus) qui a dégradé 54.11 % 

de la quantité initiale de pétrole brut. Les isolats HM1, HM4 et S2.2, ont présenté aussi des 

taux de dégradation très importants ; HM4 (P. lilacinum) a éliminé 44,55 % de la quantité 

initiale des hydrocarbures, HM1 (P. chrysogenum) et S2.2  (A. fumigatus) ont montré des taux 

de d®gradation identiques (43,19 %). Lôisolat HM3 (A. ustus) se révèle également efficace 

avec une moyenne de 30.43 %. 

 Les résultats de cette analyse montrent que la quantité de pétrole a été diminuée 

considérablement dans les milieux de culture en présence des isolats fongiques sélectionnés. 

Cela justifie la capacité de ces champignons à dégrader le p®trole et lôutiliser comme seule 

source de carbone et dô®nergie pour leur croissance. Le potentiel de biod®gradation des 

hydrocarbures pétroliers variait selon les genres et aussi au sein des espèces. Barnes et al. 

(2018) ont rapporté dix champignons telluriques capables de croître et de dégrader le pétrole 

brut en milieu de culture minéral, le pourcentage de dégradation maximale a été 77 % obtenu 

par un Penicillium citrinum, suivi par un Aspergillus flavus dégradant 62% de pétrole. Un 

isolat identifié comme A. terreus a montré un taux de dégradation proche de 45%. Le taux de 

d®gradation minimal enregistr® par cette ®tude ®tait proche de 33% chez lôisolat A. 
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polyporicola. Ces valeurs semblent cohérentes aux résultats de notre étude, bien que la 

comparaison soit rendue difficile par les diff®rences de conditions dôincubation et lôexpression 

des résultats en pourcentages de dégradation. EL-Hanafy et al. (2015) ont rapporté deux 

isolats fongiques affiliées au Penicillium et Aspergillus dégradaient le pétrole brut à des taux 

de 48% et 54%, respectivement. La souche A. fumigatus a été employée auparavant dans des 

expériences de dégradation de pétrole et a montré des taux de dégradation moins important 

que celui obtenu par notre souche S2.2 (Chaîneau et al., 1999 ; Chaillan et al., 2004).  A. 

fumigatus a déjà montré des potentiels importants dans le domaine de biodégradation des 

contaminants (Shazia et al., 2013 ; Haritash et Kaushik, 2016 ; Khan et al., 2019) ; cette 

souche pose souvent des problèmes dans les réservoirs de carburant (Oudot et al., 1987). 

Purpureocillium lilacinum, qui était auparavant connue sous le nom de Paecilomyces 

lilacinus, a été décrit dans plusieurs rapports pour son pouvoir de dégradation de composés 

aromatiques tels que le toluène (Vigueras et al., 2008), le benzo (a) pyrène (Rafin et al., 

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

d'autres espèces de Paecilomyces telles que P. variotii a été décrit comme un dégradeur 

d'hydrocarbures pétroliers en ®liminant 58.15 % dôhydrocarbures totaux dans le p®trole 

(Shetaia el al., 2016). Dans une autre étude, P. variotii a montré un taux de biodégradation 

important des n-alcanes (> 90%) présents dans le pétrole brut BAL 150 (Chaillan et al., 

2004). Au vu de cela, notre caractérisation de P. lilacinum (HM4) en tant quôune souche 

dégradante d'hydrocarbures n'est pas si surprenante. 

Afin de confirmer la capacité des isolats à dégrader le pétrole, on a mesuré la biomasse 

accumul®e ¨ la fin de lôexp®rimentation. Le gain en biomasse sous chaque traitement et le 

contr¹le correspondant apr¯s 40 jours dôincubation sont pr®sent®s dans la figure 36. 

La majorité des isolats fongiques ont montré une accumulation de biomasse 

significativement plus élevée par rapport  à leurs témoins incubés sans pétrole. DSL1 a gagné 

le poids maximum de 1,2 g/L qui est fortement corrélée avec le taux de biodégradation de 

p®trole le plus ®lev® enregistr® par ce champignon pr®c®demment. Lôisolat HM1 a ®galement 

montré une accumulation importante de biomasse (0,94 g/L). Les isolats PB2 et S2.2 ont eu 

des poids sec de 0,87 et 0,71 g/L, respectivement.  

Plusieurs études, qui ont démontré le potentiel de biodégradation des hydrocarbures 

chez différents champignons, ont également rapporté une accumulation de biomasse dans des 

conditions similaires. Elshafie et al. (2007) a signalé un gain de biomasse important par  

Penicillium chrysogenum,  Aspergillus terreus et A. niger dans un milieu liquide contenant du 

pétrole comme source unique de carbone. Une autre étude a noté une production de plus de 6 
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g/L de biomasse par le champignon Trematophoma sp. UTMC 5003 dans le milieu MSM 

supplémenté par 1% de pétrole brut (Moghimi et al., 2017). Shetaia et al. (2016) ont rapporté 

une augmentation de la biomasse sèche de deux souches fongiques, Lipomyces tetrasporus et 

Paecilomyces variotii, dans un milieu minéral salin additionné de 5 % (p/v) de pétrole après 

30 jours dôincubation. 

 
 

Figure 36.Quantité de biomasse fongique accumulée dans le milieu contenant du pétrole et 

les t®moins correspondants, apr¯s 40 jours dôincubation. Les barres dôerreur repr®sentent les 

écarts types de ces moyennes (n=3). Les astérisques indiquent une différence significative 

entre la biomasse accumulée par chaque isolat et son témoin selon le test de Student-T 

(p<0,05) 

Le tableau 10 présente les valeurs de pH du milieu de culture mesurées à la fin de 

l'expérience. Les résultats montrent une diminution du pH de milieu pour la majorité des 

isolats testés. Les champignons qui ont montré une forte dégradation de pétrole auparavant 

ont permis dôenregistrer une diminution remarquable du pH du milieu ¨ la fin de lôincubation 

notamment les isolats PB2, S2.2 et HM1.  

Al Jawhari (2014) a rapporté une réduction dans le pH du milieu de culture liquide, 

additionn® au p®trole, apr¯s 28 jours dôincubation par A. niger et A. fumigatus ; les pH 

enregistrés par cette étude était 5.6 et 5.7, respectivement. A. niger a également montré, dans 

une autre étude, une diminution du pH du milieu pendant 6 jours dôincubation dans un milieu 

liquide contenant du pétrole (Hassaine et Bordjiba, 2018). La dégradation de pétrole par 

Penicillium sp. a provoqué une diminution de pH dans un milieu MSM de 7 à 6, après 16 

jours dôincubation (Vanishree et al., 2014).  
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La réduction du pH dans les milieux de culture au cours de la période d'incubation 

signifie des changements chimiques des substrats hydrocarbonés qui ont dû être précipités par 

des enzymes cataboliques microbiennes spécifique (Prenafeta-Boldu et al., 2018). 

La dégradation microbienne des hydrocarbures conduit souvent à la production d'acides 

organiques et d'autres produits métaboliques (Al Jawhari, 2014). L'acide propanoïque a été 

identifié, parmi d'autres métabolites (une série d'alcools et de cétones), dans la phase aqueuse 

suite à la dégradation du diesel par A. fumigatus (Bento et al., 2005). Ainsi ; les acides 

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

Tableau 10. Valeurs de pH final dans les milieux contenant le pétrole, après 40 jours 

dôincubation. Les valeurs sont des moyennes ± écart type de 3 répétitions 

Isolat PB2 HM1 HM3 HM4 DSL1 S2.2 

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

  Biodégradation du diesel par les isolats sélectionnés V.5.2

 Les isolats fongiques, qui ont montré un potentiel de dégradation de diesel dans les tests 

préliminaires, ont été sélectionnés pour une analyse quantitative de la biodégradation du 

diesel. Les taux de dégradation moyens du diesel par les champignons sélectionnés sont 

illustrés dans la figure 37. 

  

Figure 37.Taux de biodégradation de diesel par les isolats fongiques après 40 jours 

dôincubation en milieu liquide. Les barres dôerreur repr®sentent les écarts types de ces 

moyennes (n=3). Différentes lettres sur les barres indiquent des moyennes significativement 

différentes selon le test de Tukey (p<0,05) 
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 Les pourcentages de biod®gradation obtenus sô®tablissent entre 21,22 % et 54,61 %. 

Lôisolat PB2 a montré le potentiel de dégradation le plus élevé en éliminant plus que la moitié 

de la quantité initial du diesel dans le milieu ; suivi par lôisolat DSL1 qui a d®grad® 48,56 % 

de diesel. Lôisolat S2.2 a ®galement montr® un pouvoir de d®gradation important en dégradant 

41.56 % de lôhuile p®trolière. Les isolats HM3 et HM4 ont montré des taux de dégradation 

comparables qui ne se diffèrent pas significativement. 

 Le taux ®lev®s de d®gradation de diesel enregistr® par lôisolat PB2 (A. terreus) concorde 

avec des résultats obtenus par une autre étude où A. terreus a éliminé 70 % des TPHs du 

diesel en d®gradant 71 % dôhydrocarbures aliphatiques et 60 % dôhydrocarbures aromatiques 

présent dans le diesel ajouté au milieu MSM (Khan et al., 2014). La capacit® dôune souche 

dôA. terreus à dégrader le diesel a été également confirmée par la mesure de la concentration 

de CO2 ®mis apr¯s 4 semaines dôincubation (Ameen et al., 2016). A. fumigatus, isolé des 

boues des réservoirs de stockage de diesel, a été très efficace dans la dégradation du diesel, en 

particulier les fractions aliphatiques (Bento et al., 2005). 

 La quantité de biomasse sèche accumulée par les isolats en présence de diesel comme 

source de carbone et par les témoins correspondants a été mesurée et présentée dans la figure 

38. 

  

Figure 38. Quantité de biomasse fongique accumulée dans le milieu contenant le diesel et les 

t®moins correspondants, apr¯s 40 jours dôincubation. Les barres dôerreur repr®sentent les 

écarts types de ces moyennes (n=3). Les astérisques indiquent une différence significative 

entre la biomasse accumulée par chaque isolat et son témoin selon le test de Student-T 

(p<0,05) 

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

lôisolat HM3, 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 est peut-être dû à la 
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nature des composés hydrocarbonés présents dans le diesel dégradés par cette souche. Lôisolat 

PB2 a montré une accumulation de biomasse importante significativement différente par 

rapport à son témoin (p=0.016). Cette accumulation est en corrélation avec le taux élevé de 

biodégradation de diesel par cet isolat. Les quantités de biomasse accumulées par les isolats 

DSL1 et S2.2 ont été comparables, ces résultats sont cohérents avec les taux de de dégradation 

de diesel importants pr®sent®s par les deux isolats dans lôanalyse gravim®trique.  

 La majorité des champignons qui utilisent les hydrocarbures pétroliers comme source de 

carbone et dô®nergie m®tabolise les mol®cules en CO2 et biomasse (Elshafie et al., 2007). Les 

champignons ont montr® des comportements diff®rents par rapport ¨ lôutilisation du p®trole et 

de diesel comme source dô®nergie. La composition chimique de chaque huile p®troli¯re est un 

facteur important qui d®termine la capacit® de chaque isolat ¨ lôutiliser comme source de 

carbone, cette constatation est supportée par les observations de Davies et Westlake (1979), 

o½ la croissance dôisolats fongiques individuels sur 7 ®chantillons de p®trole brut de 

diff®rentes compositions nô®tait pas toujours similaire, m°me sur des p®troles qui ont 

pratiquement le même profil de n-alcane.  

 La production de biomasse fongique avec le diesel comme source de carbone a déjà été 

rapportée pour les espèces d'Aspergillus, A. terreus a montré la plus grande accumulation de 

biomasse (0,831 g/l) pendant la dégradation du diesel par rapport au témoin correspondant 

(Ameen et al., 2016). A. fumigatus a atteint les poids les plus élevées de biomasse (environ 60 

mg) après 60 jours d'incubation dans un milieu minéral avec uniquement du diesel comme 

source de carbone (Bento et al., 2005). P. lilacinum a précédemment montré la plus grande 

augmentation de biomasse en présence d'hexadécane et de toluène (Poyntner et al., 2018). 

Ameen et al. (2016) ont rapporté un gain de poids de 30,9 % en biomasse de P. variotii via la 

biodégradation du diesel en milieu liquide. 

 Les résultats présentés dans le tableau 11 sont les pH mesurés à la fin de la période 

dôincubation. Une diminution de la valeur du pH initial a ®t® observ®e avec tous les isolats 

testés ; la valeur du pH la plus faible a ®t® enregistr®e par lôisolat PB2 (5.27) qui a montr® la 

biodégradation du diesel la plus élevée dans le test gravimétrique. Ces résultats confirment la 

constatation précédente que la biodégradation des hydrocarbures entraîne une diminution de 

pH du milieu. Bento et al. (2005) ont rapporté également une diminution du pH dans le 

milieu de culture suite à la biodégradation de diesel par A. fumigatus.  
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Tableau 11. Valeurs de pH final dans les milieux contenant le diesel après 40 jours 

dôincubation. Les valeurs sont des moyennes Ñ ®cart type de 3 r®p®titions 

Isolats PB2 HM1 HM3 HM4 DSL1 S2.2 

pH final  5,27±0,28 6,51±0,09 6,77±0,04 5,98± 0,04 6,40± 0,15 5,31± 0,28 

  Biod®gradation de lôhuile usag®e V.5.3

 Les pourcentages de biod®gradation de lôhuile usag®e par 5 isolats fongiques 

sélectionnés pour ce test sont illustrés dans la figure 39.  

  
Figure 39. Taux de biod®gradation de lôhuile usag®e par les isolats fongiques apr¯s 40 jours 

dôincubation en milieu liquide. Les barres dôerreur repr®sentent les ®carts types de ces 

moyennes (n=3). Différentes lettres sur les barres indiquent des moyennes significativement 

différentes selon le test de Tukey (p<0,05) 

Les r®sultats montrent une faible d®gradation de lôhuile usag®e par rapport au p®trole et 

au diesel, par tous les isolats testés. Cela peut être attribué au fait que l'huile usagée contient 

des métaux lourds et des hydrocarbures aromatiques polycycliques toxiques qui sont 

hautement récalcitrants (Abioye et al., 2010). Le taux de dégradation maximum était 23,38% 

enregistr®s par lôisolat PB2. Les isolats DSL1, HM4 et HM3 ont montrés des taux de 

d®gradation tr¯s proches allant de 14.16 % (DSL1) jusquô¨ 16,00 % (HM3). La plus faible 

dégradation a été observée chez S2.2. 

Hock et al. (2018) ont report® la d®gradation dôhuile des moteur usag®e en milieu BH 

par 6 isolats fongiques dont 4 appartiennent aux Aspergillus. Le meilleur pourcentage de 

dégradation était 21.11% enregistré par Penicillium simplicissimum après seulement 7 jours 

dôincubation ; un isolat identifié A. ustus a d®grad® 15.02% dôhuile usagée, la concentration 

initiale dôhuile dans le milieu ®tait 20%. Ces r®sultats ne sont pas en accord avec ceux 
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recueillie par le même isolat dans les conditions de notre étude. Cette différence dans le 

potentiel de biod®gradation dôhuile usag®e est peut être liée à la différence dans la 

composition chimique de chaque huile, car la composition chimique des huiles lubrifiantes 

varie selon le p®trole brut dôorigine, les processus de raffinage et les additifs ajout®s ¨ lôhuile. 

Elle dépend aussi de type de fuel, du temps de travail du moteur et des conditions mécaniques 

de lôengin (Vazquez-Duhalt, 1989). Néanmoins, les champignons filamenteux ont été 

report®s effectives dans la biod®gradation de lôhuile lubrifiante usag®e dans des ®tudes 

précédentes (Adekunle et Adebambo, 2007 ; Husaini et al., 2008 ; Ameen et al., 2015). 

 La figure 40 présente la quantité de biomasse produite par les isolats fongiques dans les 

milieux contenant lôhuile usag®e comme source de carbone et les t®moins correspondants. 

 La quantité de biomasse accumulée a été faible pour la majorité des isolats, PB2 a 

montré une accumulation significativement plus élevée par rapport à son témoin, cette 

accumulation est la plus élevé par rapport aux autre isolats fongiques en corrélation avec le 

taux de d®gradation de lôhuile usag®e le plus ®lev® marqu® par le m°me isolat ci-dessus. 

 
Figure 40.Quantit® de biomasse fongique accumul®e dans le milieu contenant lôhuile usag®e 

et les t®moins correspondants, apr¯s 40 jours dôincubation. Les barres dôerreur repr®sentent 

les écarts types de ces moyennes (n=3). Les astérisques indiquent une différence significative 

entre la biomasse accumulée par chaque isolat et son témoin selon le test de Student-T 

(p<0,05) 

 La mesure du pH du milieu de culture ¨ la fin de la p®riode dôincubation a permis 

dôobtenir les r®sultats ci-après (tableau 12). 
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Tableau 12. Valeurs du pH final dans les milieux contenant lôhuile usag®e apr¯s 40 jours 

dôincubation. Les valeurs sont des moyennes ± écart type de 3 répétitions 

Isolats PB2 HM3 HM4 DSL1 S2.2 

pH final  6,32 ± 0,06 6,73 ± 0,02 6,58 ± 0,08 6,32 ± 0,06 6,93 ± 0,05 

 Les résultats présentent une diminution légère dans le pH des milieux de culture chez 

toutes les isolats fongiques, cela est conforme avec les taux de dégradation faibles enregistrés 

par ces isolats en pr®sence dôhuile usag®e comme seule source de carbone. Les valeurs du pH 

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

lôintensité de biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les microorganismes présents. 

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

 Afin dôam®liorer nos informations sur le m®canisme de d®gradation fongique des 

hydrocarbures p®troliers, une estimation des quantit®s dôhydrocarbures totaux d®grad®s et de 

biomasse accumulée au fil du temps a été réalisée. Les isolats PB2, HM3, HM4 et S2.2 ont 

été sélectionnés pour le suivi de la biodégradation du pétrole en fonction du temps (figure 

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

DSL1 et S2.2 (figure 42). La cin®tique de biod®gradation de lôhuile usag®e a ®t® ®tudi®e chez 

PB2 et HM3 (figure 43).  

 
Figure 41. Concentration de pétrole et biomasse fongique accumulée dans le milieu BH 

pendant la p®riode dôincubation 
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Figure 42.Concentration de diesel et biomasse fongique accumulée dans le milieu BH 

pendant la p®riode dôincubation 

 

Figure 43.Concentration de lôhuile usag®e et biomasse fongique accumul®e dans le milieu BH 

pendant la p®riode dôincubation 

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

modèle cinétique du premier ordre et présentés dans le tableau 13.  
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Tableau 13. Les paramètres du modèle cinétique du premier ordre de biodégradation de 

p®trole, diesel et lôhuile usag®e par les isolats fongiques en milieu liquide 

Isolats 
Pétrole Diesel Huile usagée 

K (jour -1) t ½ 
(jour)  

r
2
 K (jour -1) t ½ 

(jour)  
r

2
 K (jour -1) t ½ 

(jour)  
r

2
 

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 de culture liquides. Une réduction rapide du pétrole a été 

observ®e au cours des 20 premiers jours dôincubation par les souches test®es, la souche S2.2 

(A. fumigatus) a été la plus rapide dans la dégradation du pétrole en éliminant 43.03 % de 

pétrole durant les premiers 10 jours dôincubation.  PB2 (A. terreus), par contre, a montré une 

dégradation plus rapide de pétrole, pendant 10 jours, après le 20
ème

 jour dôincubation. Les 

constantes de biodégradation de pétrole (K) par les souches PB2 et S2.2 était 0.028 et 

0.025/jour (tableau 13) qui sont les plus élevés en accord avec la vitesse de dégradation 

élevée présenté par ces deux isolats. Le temps de demi-vie (t1/2), qui est le temps nécessaire 

pour que la moitié de la quantité initiale des hydrocarbures soit dégradé, a été aussi le plus 

court chez les deux isolats PB2 (24.76 jours) et S2.2 (27,73 jours). 

La vitesse de dégradation de diesel par les isolats sélectionnés a été moins rapide que 

celle de dégradation de pétrole, cela est bien illustré par les constantes de biodégradations 

enregistrées. Cependant, la réduction de diesel a été aussi plus forte dans les 20 premiers jours 

dôincubation comme a ®t® observ® avec le p®trole. La souche S2.2 a montr® un comportement 

de biodégradation comparable à celui observé auparavant avec le pétrole en éliminant 62,39% 

de la quantité initial du diesel dans les 10 premiers jours. HM3 a montré une dégradation 

rapide de diesel dans les 20 premiers jours conformément avec la constante de biodégradation 

de diesel la plus élevée (k= 0,023 / jour) et le t1/2 (30.14 jours) le plus court montré par cette 

souche. La vitesse de disparition de diesel par HM1 (P. chrysogenum) a été faible et presque 

constante dans la p®riode dôincubation (40 jours) ce que signifie que cette souche est besoin 

dôune incubation plus lente pour quôelle d®grade une grande quantit® dôhuile, cette 

constatation est confirmé par la constante de biodégradation la plus faible (k=0.009 /jour) et le 

temps de demi vie le plus grand (t1/2= 77 jours) présentés par cette souche.  
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De son tour, lôhuile usag®e a ®t® d®grad®e dôune fa­on progressive et avec une vitesse 

constante et très faible par rapport au pétrole et au diesel par les deux isolats PB2 (A. terreus) 

et HM3 (A. ustus). Les constantes de biod®gradation de lôhuile usagée étaient les plus faibles 

(0.006 et 0.007/ jour, pour PB2 et HM3, respectivement) et les temps de demi vie enregistrés 

étaient les plus grand (99 et 115 jours, pour PB2 et HM3, respectivement) ; ceci indique que 

la d®gradation de lôhuile usag®e n®cessite une dur®e dôincubation plus longue avec ces isolats. 

 Lô®tude de la cin®tique de d®gradation microbienne des polluants sert ¨ conna´tre et ¨ 

comprendre la cinétique de la bioremédiation des sols et également à déterminer la quantité de 

contaminant pétrolier restant à un moment donné (Ojewumi et al., 2019). Lôapplication du 

modèle cinétique du premier ordre des réactions chimiques pour évaluer la cinétique de 

biodégradation des hydrocarbures par les microorganismes a été adoptés par plusieurs études 

précédentes (Asemoloye et al., 2017; Al-Hawash et al., 2018a ; Samaei et al., 2020). Al-

Hawash et al. (2018a) ont étudié la cinétique de biodégradation de 1% pétrole en milieu 

MSM par deux souches de Penicillium : RMA1 et RMA2. Ils ont reporté des constantes de 

biodégradation de 0.807/jour et 0.737/jour de pétrole par RMA1 et RMA2, respectivement. 

Un isolat identifié Aspergillus sp. RFC-1 a permis dôobtenir une constante de d®gradation de 

pétrole brut de 0.074 jour
-1
 durant 7 jours dôincubation en culture liquide (Al -Hawash et al., 

2018b). Dans une autre étude, la constate de dégradation maximale (K= 0.0224 jour
-1
) des 

hydrocarbures totaux dans le sol a été obtenue par A. niger suivi par Penicillium ochrochloron 

(k= 0.0213 jour
-1
). Les temps de demi-vie correspondants étaient 30.9 et 32.4 jours, 

respectivement (Essabri et al., 2019).  

V.7 Conditions optimales de biodégradation des hydrocarbures pétroliers 

 Cette ®tape vise ¨ d®terminer la temp®rature dôincubation et le pH initial optimaux pour 

la biodégradation de pétrole, diesel et lôhuile usag®e par les isolats s®lectionn®s.  

  Détermination du pH optimal  V.7.1

 Les pourcentages de biodégradation de pétrole dans des pH différents sont illustrés dans 

la figure 44. Les biomasses mycéliennes récoltées dans ces conditions sont présentées dans la 

figure 45. Les résultats montrent que les trois isolats ont été capables de dégrader le pétrole 

dans lôintervalle de pH ®tudi® de 5 ¨ 9. Les deux souches A. terreus (PB2) et A. ustus (HM3) 

ont exécuté une dégradation significativement plus ®lev®e ¨ pH6 ce que signifie que côest le 

pH initial optimal pour la dégradation de pétrole par ces deux isolats. Le taux de dégradation 

par ces isolats diminue en augmentant ou en diminuant le pH initial du milieu de culture, les 

pH neutre étaient les meilleurs pour la dégradation de pétrole par ces deux souches. Des 



Chapitre V                                                                                          Résultats et discussion 

 

97 

 

r®sultats similaires ont ®t® observ®s dans une ®tude men®e sur lôadsorption de p®trole par une 

souche Aspergillus. sp RFC1 a des pH initiaux différents où la meilleur adsorption a été noté 

pour les pH 5 et 6 (Al -Hawash et al., 2018b). 

 Par contre, la souche P. lilacinum (HM4) a montré une dégradation effective de pétrole 

pour des pH neutres à basiques, le meilleur taux de dégradation a été observé à pH9 (47.51 %) 

suivi par pH6 (46.43 %). Aucune diff®rence significative nôa ®t® observ®e entre les taux de 

dégradation aux pH6, 7, 8 et 9 par cette souche. Un champignon du même genre 

Peacilomyces variotii JH6 a montré une adaptation à un large intervalle de pH pour la 

biodégradation de phénol, un polluant organique très toxique (Wang et al., 2010). 

 Les quantités de biomasse accumulée par PB2 dans les différents pH ont été en accord 

avec les taux de dégradation de pétrole (figure 45). Cependant, pour les isolats HM3 et HM4, 

des différences ont été observées entre les quantités de biomasse accumulées et les taux de 

dégradation correspondants sous chaque traitement. 

 

Figure 44.Effets de différents pH sur le pourcentage de dégradation de pétrole par les isolats 

PB2, HM3 et HM4. Des lettres diff®rentes signifient des diff®rences significatives (pÒ0.05) 

entre les % de dégradation par le même isolat dans des pH initiaux différents 

ab 

b 
b 

a 

a 
a 

ab 

ab 

a 
b 

b 

a b 

b 

a 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

PB2 HM3 HM4

B
io

d
é

g
ra

d
a

ti
o
n
 d

e
 p

é
tr

o
le

 (
%

) 

Isolats fongiques 

5

6

7

8

9



Chapitre V                                                                                          Résultats et discussion 

 

98 

 

 
Figure 45.Effets de différents pH sur la quantité de biomasse récoltée par les isolats 

fongiques en présence de pétrole. Des lettres différentes signifient des différences 

significatives (pÒ0.05) dans la quantit® de biomasse produite par le m°me isolat dans des pH 

différents 

 Les pourcentages de biodégradation de diesel par les souches fongiques sélectionnées à 

des pH différents sont illustrés dans la figure 46. Les biomasses accumulées dans les mêmes 

conditions sont présentés dans la figure 47. 

  

 
Figure 46.Effets de différents pH sur le pourcentage de dégradation de diesel par les isolats 

HM1, HM3 et DSL1. Des lettres différentes signifient des diff®rences significatives (pÒ0.05) 

entre les % de dégradation par le même 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 présence de diesel. Des lettres différentes signifient des différences 

significatives (pÒ0.05) dans la quantit® de biomasse accumul®e par le m°me isolat dans des 

pH différents 

 Les trois isolats ont montré des comportements différents vis-à-vis la biodégradation de 

diesel à des pH initiaux différents. Le pH optimal pour la souche P. chrysogenum (HM1) était 

pH8 suivi par le pH7 où les taux de dégradation de diesel enregistrés étaient 39.83% et 

30.24%, respectivement. A lôinverse, le pH optimal pour A. ustus (HM3) a été le pH7 suivi 

par le pH 8. Ces deux souches ont préféré généralement un pH neutre à basique pour une 

dégradation effective du diesel. Les taux de dégradation ont diminué en baissant le pH initial 

des milieux. Contrairement aux deux isolats précédents, P. glabrum (DSL1) a présenté un 

potentiel ®lev® de d®gradation de diesel dans lôintervalle de pH de 5 ¨ 8 ; aucune différence 

significative nôa ®t® enregistr®e entre les taux de d®gradation de diesel par cette souche dans 

cet intervalle; la dégradation optimale a été au pH6. Des résultats similaires ont été observés 

chez P. janthinellum SDX7 qui a montré une capacité de croissance à un large intervalle de 

pH de 4.0 à 9.0 en utilisant le kérosène comme source de carbone suggérant sa capacité à 

dégrader le kérosène dans les conditions acides, neutres et basiques (Khan et al., 2015). Le % 

de dégradation de diesel le plus élevé par Trichoderma reesei H002 a été obtenu pour un pH 

initial de 6 (Nazifa et al., 2018). 

 Au pH9, la dégradation de diesel a diminué significativement par les souches HM1 et 

DSL1 alors que HM3 a montré un taux de dégradation un peu important à ce pH basique.  

 La croissance des 3 isolats dans les différents pH exprimé par les quantités de biomasse 

accumulées dans les milieux de culture ont été, en général, en accords avec les taux de 

dégradation présentés par ces champignons dans les mêmes conditions de culture. 
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 La recherche du pH initial optimal pour la d®gradation de lôhuile usag®e a ®t® effectu®e 

chez deux isolats sélectionnés des tests précédents : A. terreus (PB2) et A. ustus (HM3). Les 

r®sultats montrant les pourcentages de d®gradation de lôhuile usag®e et les quantit®s de 

biomasse fongique accumulées sont illustrés dans les Figures 48 et 49, respectivement. 

 Les résultats montrent une diff®rence dans la capacit® de d®gradation de lôhuile usag®e 

entre les deux souches pour des valeurs de pH différents. La souche PB2 a montré une 

dégradation effective des hydrocarbures totaux dans les pH 5, 6 et 7 avec un taux de 

dégradation optimal de 25.32 % ¨ pH5. Une diminution significative (pÒ 0.05) de d®gradation 

de lôhuile ¨ ®tait observ®e par cette souche dans les pH basiques 8 et 9. Ces r®sultats sont en 

ligne avec ceux observé chez une souche fongique du même genre A. flavus qui a montré un 

taux de dégradation des hydrocarbures aromatiques optimal au pH 5.5 (Al Dossary et al., 

2020). Une autre étude portée sur la dégradation de décane par Penicillium sp. CHY-2 a 

montré que ce champignon filamenteux est capable de dégrader les hydrocarbures dans des 

conditions acides mieux que les conditions basiques (Govarthanan et al., 2017). 

 Contrairement ¨ la souche PB2, la souche HM3 nôa montr® aucune diff®rence 

significative entre les taux de d®gradation de lôhuile usag®e dans lôintervalle de pH ®tudi®. 

Cependant, Le changement du pH initial du milieu a amélioré considérablement la capacité de 

d®gradation de lôhuile usag®e par ce champignon de 16.02 % au pH7 ¨ 29.86 % au pH8 qui 

est le pH optimal pour la d®gradation de lôhuile usag®e par cette souche.  

 Les biomasses fongiques produites par ces deux souches dans les différents pH du 

milieu de culture (Figure 49) concordent avec les taux de d®gradation de lôhuile usag®e 

présentés par ces champignons. 

 

Figure 48.Effets de différents pH sur le pourcentage de d®gradation de lôhuile usag®e par les 

isolats PB2 et HM3. Des lettres diff®rentes signifient des diff®rences significatives (pÒ0.05) 

entre les % de dégradation par le même 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 lôhuile usag®e. Des lettres diff®rentes signifient des diff®rences 

significatives (pÒ0.05) dans la quantit® de biomasse accumul®e par le même isolat dans des 

pH initiaux différents 

 Détermination de la température optimale V.7.2

 Lôeffet de la temp®rature dôincubation sur le pourcentage de d®gradation de p®trole par 

les isolats fongiques sélectionnés a été évalué et présenté dans la figure 50.  

 

Figure 50. Effets de diff®rentes temp®rature dôincubation sur le pourcentage de d®gradation 

de pétrole par les isolats PB2, HM3 et HM4. Des lettres différentes signifient des différences 

significatives (pÒ0.05) entre les % de d®gradation par le m°me isolat ¨ des températures 

dôincubation diff®rentes 

Les r®sultats montrent que la temp®rature dôincubation a un effet significatif sur le 

pouvoir de dégradation de pétrole par les isolats fongiques sélectionnés. Les meilleurs taux de 

dégradation ont été enregistrés par les trois isolats à la température 30 et 35 °C ce qui signifie 

que ces champignons préfèrent des conditions mésophiles pour la biodégradation des 
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hydrocarbures pétroliers. À 40 °C, le potentiel de dégradation de pétrole a diminué 

significativement chez les isolats HM3 et HM4, tandis que le pouvoir de dégradation de PB2 

nôa pas ®t® affect® par cette temp®rature ®lev®e ce qui sugg¯re sa capacit® ¨ tol®rer des 

températures relativement élevées. Des résultats similaires à notre ont été reportés par 

plusieurs études portées sur la température optimal pour la biodégradation des hydrocarbures 

pétroliers. Al-Hawash et al. (2018b) ont not® que la temp®rature optimale pour lôadsorption 

de pétrole, naphthalène, phénanthrène et pyrène par une souche Aspergillus. sp RFC1 était 

30°C. De même, la biodégradation des HAP par A. flavus a été optimale à la température de 

30°C (Al Dossary et al., 2020). La temp®rature dôincubation qui stimule le maximum de 

production de biomasse par Trichoderma virens UKMP-1M en milieu MSM additionné de 3% 

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

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

fongique en dégradant le pétrole brut (figure 51).  

 

Figure 51. Effets de diff®rentes temp®ratures dôincubation sur la quantit® de biomasse 

accumulée par les isolats fongiques en présence de pétrole. Des lettres différentes signifient 

des diff®rences significatives (pÒ0.05) dans la quantit® de biomasse accumulée par le même 

isolat ¨ des temp®ratures dôincubation diff®rentes 

 La production maximale de biomasse par les isolats HM3 et HM4 a été pour 30 à 35 °C, 

alors quôelle a ®t® significativement diminu® ¨ 40 ÁC. De m°me, les temp®ratures les plus 

basses (20 et 25 °C) ont aussi diminué les quantités de biomasse produites. Cependant, la 

production de biomasse par PB2 nôa pas ®t® affect®e par le changement de temp®rature 

dôincubation sauf une faible diminution observ®e ¨ la temp®rature de 40ÁC. La temp®rature 

favorise la croissance mycélienne en facilitant le contacte entre la surface cellulaire et la 
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source dô®nergie. Cependant, ¨ des temp®ratures plus ®lev®e, ce processus va diminuer, 

possible ¨ cause de la d®formation des sites dôattachement des substrats disponibles sur la 

surface des cellules (Al Dossary et al., 2020).  

 La biod®gradation de diesel ¨ des temp®ratures dôincubation diff®rents par les isolats 

HM1, HM3 et DSL1 est présentée par la figure 52. La température optimale de dégradation 

de diesel par les souches HM1 et HM3 était 25 °C alors que la souche DSL1 (P. glabrum) a 

montré une dégradation significativement plus élevée à la température de 20°C, le taux de 

dégradation enregistré à cette T° est 60.33% qui est le taux de dégradation de diesel le plus 

élevé observé tout au long cette étude. Ce résultat est en ligne avec ceux de Govarthanan et 

al. (2017) qui ont report® que la croissance dôune souche Penicillium sp. CHY2 à une 

temp®rature dôincubation de 20 ÁC permis dôobtenir le taux de d®gradation de décane le plus 

®lev®e (75%), apr¯s 28 jours dôincubation.  

 Ces r®sultats montrent lôimportance de la temp®rature dôincubation dans lôefficacit® du 

processus de biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les champignons filamenteux. 

En effet, il a été établi que la température est parmi les facteurs qui influencent la composition 

chimique et physique des hydrocarbures pétroliers (Atlas, 1981). Elle influence aussi 

lôactivit® enzymatique qui diminue ¨ des temp®rature basse (Bisht et al., 2015). Le 

métabolisme des hydrocarbures atteint le maximum à des températures relativement élevées 

qui varient de 30 à 40 °C (Bossert et Bartha, 1984).  

 

Figure 52. Effets de diff®rentes temp®rature dôincubation sur le pourcentage de d®gradation 

de diesel par les isolats HM1, HM3 et DSL1. Des lettres différentes signifient des différences 

significatives (pÒ0.05) entre les % de d®gradation par le m°me isolat ¨ des températures 

dôincubation diff®rentes  
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 Les quantités de biomasses produites par chaque isolat suite à la dégradation de diesel à 

des temp®ratures dôincubation diff®rentes sont pr®sent®es par la figure 53. Les biomasses 

accumulés par les isolats HM3 et DSL1 sont en accord avec les taux de dégradation de diesel 

par ces isolats dans les mêmes conditions. Cependant, la biomasse accumulée par HM1 a 

diminué significativement aux températures 30, 35 et 40 °C, cela est peut être lié à la 

sensibilité de cette souche aux températures élevées.  

 

Figure 53. Effets de diff®rentes temp®ratures dôincubation sur la quantit® de biomasse 

accumulée par les isolats fongiques en présence de diesel. Des lettres différentes signifient des 

diff®rences significatives (pÒ 0.05) dans la quantit® de biomasse accumul®e par le même 

isolat à des températures dôincubation diff®rentes 

 La biod®gradation de lôhuile usag®e par A. terreus (PB2) et A. ustus (HM3) à des 

temp®ratures dôincubation diff®rentes est pr®sent® par la figure 54.  

 Les temp®ratures dôincubation les plus favorables pour la d®gradation de lôhuile usag®e 

par ces deux souches étaient 20 et 30 °C. La température optimale chez PB2 était 30 °C alors 

que des taux de dégradation presque identiques (16.43 % et 16.02 %) ont été noté chez HM3 à 

20 et 30 °C. Des taux de dégradation très faibles ont été observés à 35 et 40°C.  
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Figure 54. Effets de diff®rentes temp®rature dôincubation sur le pourcentage de d®gradation 

de lôhuile usag®e par les isolats PB2 et HM3. Des lettres différentes signifient des différences 

significatives (pÒ 0.05) entre les % de d®gradation par le m°me isola ¨ des temp®ratures 

dôincubation diff®rentes 

La biomasse fongique accumul®e par les isolats s®lectionn®s d®gradants lôhuile usag®e 

a ®t® ®galement affect®e par la temp®rature dôincubation (figure 55). Les deux isolats ont 

produits le maximum de biomasse ¨ la temp®rature dôincubation de 25 ÁC. 

 

Figure 55. Effets de diff®rentes temp®ratures dôincubation sur la quantit® de biomasse 

accumulée par les isolats fongiques en pr®sence de lôhuile usag®e. Des lettres diff®rentes 

signifient des diff®rences significatives (pÒ 0.05) dans la quantit® de biomasse accumul®e par 

le m°me isolat ¨ des temp®ratures dôincubation diff®rentes 

V.8 Mycoremédiation en microcosmes de sol pollué par les hydrocarbures pétroliers 

 Dans une d®marche dô®laboration dôun protocole de biorem®diation en conditions 

réelles, la caractérisation des capacités de biodégradation des souches isolées nous conduit à 
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envisager des phases dô®tude en ®chantillons de sols pollu®s au p®trole, diesel ou lôhuile 

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

  Caractéristiques physico-chimiques du sol  V.8.1

 Le sol utilisé pour le test de bioremédiation est un sol agricole non contaminé. Les 

paramètres physico-chimiques mesurés pour cet échantillon de sol son résumés dans le 

tableau 14. 

 Les analyses physico-chimiques montrent que lô®chantillon est un sable limoneux. Le 

pH est neutre (Soltner, 1989), le sol est non salé (CE = 0.23 ds/m) dôapr¯s lô®chelle de la 

salinité (Durand, 1983). Lô®chantillon du sol est limit® en mati¯re organique en raison de la 

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

observées. 

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

microcosmes 

Propriétés du sol  valeurs 

Sable (%) 72.3 

Limon (%)  15.0 

Argile (%)  12.7 

pH 7.23 

CE (dS/m)  0.23 

Carbone organique (%) 0.93 

Azote total (%) 0.13 

P (meq/100g) 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 

  S®lection dôun consortium ï Test dôantagonisme V.8.2

 La construction dôun consortium fongique pour la mycorem®diation a ®t® faite suite ¨ un 

test dôantagonisme pour d®tecter des effets inhibiteurs possibles entre les souches fongiques 

s®lectionn®s. Lôeffet antagoniste a ®t® ®valu® entre les isolats fongiques deux par deux en 

suivant leur croissance sur milieu PDA. Lôaspect morphologique de quelques colonies est 

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

 Lôeffet antagoniste entre les isolats fongiques a ®t® ®valu® par absence ou pr®sence 

dôinhibition entre chaque deux souche en mesurant la distance dôinhibition et les r®sultats sont 

résumés dans le tableau 15.  

Tableau 15. Activité inhibitrice entre les champignons par test dôantagonisme 

Les souches 

fongiques 

PB2 HM3 HM4 DSL1 S2.2 

PB2 / - - ± - 

HM3 - / - + - 

HM4 - - / + ± 

DSL1 ± + + / + 

S2.2 - - ± + / 

- : pas dôinhibition;  Ñ: inhibition partielle; + : inhibition 

 Les r®sultats montrent la pr®sence de lôeffet inhibiteur entre quelques souches et son 

absence entre les autres. La souche DSL1 a inhibé la croissance de toutes les souches. La 

croissance de HM4 a été partiellement inhibée par S2.2. Aucune inhibition de croissance 

myc®lienne nôa ®t® observ®e entre les trois souches PB2, HM3 et S2.2, ces trois souches 

appartiennent tous au genre dôAspergillus, alors ils ont été sélectionnés pour construire un 

consortium. Donc, le consortium utilisé dans cette étude est constitué de trois souches 

fongiques : A. terreus (PB2), A. ustus (HM3) et A. fumigatus (S2.2). 
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  Evaluation de la mycoremédiation en microcosmes de sol  V.8.3

 Lôefficacit® du protocole de biorem®diation des sols artificiellement contamin®s par les 

hydrocarbures pétroliers avec nos souches fongiques a été évaluée par le dosage des 

hydrocarbures totaux résiduels au temps 0, 45 et 90 jours dôincubation.  

 Le modèle cinétique de premier ordre définit par Aggary et al. (2013) a été appliqué 

pour déterminer la constante de biodégradation des hydrocarbures (k) et le temps de demi-vie 

(t1/2) dans les différents microcosmes de sol pollué. 

 Mycoremédiation du sol pollué par le pétrole V.8.3.1

 Les résultats de dégradation des hydrocarbures dans les sols pollués au pétrole par les 

souches individuelles et le consortium sont présentés par la figure 57. 

  

Figure 57. Biodégradation des hydrocarbures pétroliers totaux dans les microcosmes de sols 

pollués au pétrole 

Les résultats montrent que nos souches fongiques sont capables de dégrader les 

hydrocarbures pétroliers dans le sol. Cette capacité est confirmée par la réduction dans la 

quantit® initiale des TPH dans tous les microcosmes de sol durant les 90 jours dôincubation. 

Le consortium a été le plus efficace dans la biodégradation de pétrole par rapport aux 

champignons inoculés individuellement en éliminant environ 78% de la quantité initial des 

TPH. La dégradation de pétrole par les deux souches A. fumigatus (S2.2) et P. lilacinum 

(HM4) a été comparable en éliminant tous les deux 47% de la quantité initiale des TPH 

présente dans le sol. Contrairement aux autre souches et au consortium qui ont dégradé une 

grande partie des hydrocarbures durant les premiers 45 jours dôincubation, A. terreus (PB2) a 

montr® une tr¯s faible d®gradation durant cette p®riode dôincubation et son pouvoir de 

d®gradation nôa ®t® apparus que dans les derniers 45 jours dôincubation. 
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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 des potentiels de dégradation 

diff®rents. Une ®tude qui a investigu® la capacit® dôune souche Aspergillus niger dans la 

biorem®diation dôun sol contamin® par le p®trole brut a montr® une ®limination de 30 % des 

TPH pr®sents dans le sol apr¯s 96 jours dôincubation à 30 °C, le sol a été précédemment 

stérilisé pour éliminer la flore microbienne présente (Kurnaz  et Buyukgungor, 2016). Une 

autre étude menée sur la dégradation de pétrole par une souche de Fusarium en microcosme 

de sol a permis dô®liminer 43 et 27% des TPH à partir des sol pollués par 10 et 50 g/kg de 

p®trole, respectivement, apr¯s 5 mois dôincubation (Azin et al., 2018). 

 Le consortium composé par les trois souches A. terreus, A. ustus et A. fumigatus a 

montré la plus grande diminution de TPH dans le sol pollué au pétrole, par rapport aux 

souches inoculés séparément. Des résultats similaires ont été obtenus par Maddela et al. 

(2017) qui ont observés que le traitement du sol pollué au pétrole brut par un mélange de 4 

microorganismes, deux bactéries du genre Bacillus et deux champignons du genre Geomyces, 

a permis dôobtenir le taux de d®gradation des hydrocarbures le plus élevé en éliminant 87.45% 

des TPH du sol apr¯s 90 jours dôincubation. Une ®tude plus r®cente port®e sur la 

bioremédiation des échantillons de sols pollués par le pétrole et additionnés au pyrène, 

naphthalène, diesel et asphaltène dans des mini-bioréacteurs a comparé la biodégradation des 

TPH par des souches fongiques individuelles et 3 consortiums fongiques, le taux de 

dégradation le plus élevé a été enregistré chez un consortium constitué par 4 souches 

fongiques (A terreus-SRF-15, Fusarium proliferatum-SRF-50, Fusarium sp-SRF-58 et 

Aspergillus sp-SRF-67) qui a éliminé 90 % des TPH présents dans le sol suivi par les deux 

autres consortiums (64%  et 76%). La dégradation des hydrocarbures par les trois consortiums 

a été plus importante que les souches individuelles (10 à 65% des TPH) (Ramoutar et al., 

2019).  

 Plusieurs travaux sur la bioremédiation bactérienne ont également montré que 

lôapplication des cultures mixtes de bactéries dégradant les hydrocarbures pour remédier les 

sols contamin®s aux hydrocarbures p®troliers donne des r®sultats mieux que lôutilisation des 

souches individuels (Ghazali et al., 2004 ; Yu et al., 2005 ; Benchouk, 2017). 

Ghazali et al. (2004) ont reporté que les microorganismes individuels peuvent 

min®ralier un nombre limit® dôhydrocarbures, alors que lôassemblage dôune population 

microbienne mixte avec des capacités enzymatiques variées aide à augmenter le taux de 

dégradation des hydrocarbures pétroliers. 
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Les paramètres de la cinétique de biodégradation de pétrole ont été en ligne avec les 

résultats de dégradation des TPH dans le sol (tableau 16). Le consortium, qui a montré la 

capacité de dégradation la plus élevée, a permis dôobtenir la constante de d®gradation la plus 

élevée (k= 0.017 jour
-1
) et le temps de demi-vie le plus court (t1/2= 40 jours). Cependant, la 

cinétique de dégradation de pétrole dans les microcosmes inoculés par les trois souches PB2, 

HM4 et S2.2 séparément a été identique en montrant la même constante k (0.007 jour
-1
) et le 

même t1/2 (99 jours). Le microcosme du sol t®moin qui nôa pas re­ue une inoculation 

microbienne a montré une faible dégradation des TPH (environ 34 %). Cette dégradation est 

favorisée par des phénomènes abiotiques de type volatilisation qui augmente la perte des 

hydrocarbures de faibles masses molaires (Fayeulle et al., 2019). Lô®tude de ces ph®nom¯nes 

abiotiques a montré que la volatilisation peut être responsable de 30% des pertes en 

naphtalène dans des sols contaminés artificiellement et que des réactions abiotiques sont 

responsables dôune diminution de 2 ¨ 20% des concentrations extraites en Hydrocarbures 

polyaromatiques de 2 et 3 cycles (Park et al., 1990). 

Tableau 16. Les paramètres de la cinétique de biodégradation du pétrole dans les 

microcosmes de sol 

Isolats k (jours
-1
) t1/2 r

2
 

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
2
: Coefficient de détermination du modèle cinétique du 1

er
 ordre.  

 Mycoremédiation du sol pollué par le diesel V.8.3.2

 Les quantités des hydrocarbures totaux dégradées dans les sols pollués par le diesel sont 

illustrées dans la figure 58.  

 Lôinoculation des sols contaminés au diesel par les souches fongiques a augmenté le 

taux de dégradation des TPH par rapport au témoin stérile sauf pour le sol inoculé par la 

souche A. ustus (HM3) qui nôa pas montr® une d®gradation diff®rente au t®moin. Le 

consortium et les souches P. glabrum (DSL1) et A. fumigatus (S2.2) ont montré une capacité 

de décontamination comparable en éliminant, respectivement, 53.20%, 52.82% et 51.46% de 

la quantité initial des TPH présents dans chaque sol. 

 Des rapports récents ont également montré un succès dans l'élimination des 

hydrocarbures dans des sols pollués par le diesel en utilisant des champignons filamenteux. 

Une expérimentation de biodégradation des hydrocarbures par des champignons filamenteux 

dans des mini-bioréacteurs avec un sol pollué au diesel et 3 fractions de pétrole (pyrène, 
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naphthalène et asphaltène) a été réalisée par  Ramoutar et al. (2019). Les taux de dégradation 

de diesel ont été les plus élevés par rapport aux autre fractions pétrolières allant de 55 à 68%, 

les souches fongiques utilisées par cette étude sont des Aspergillus sp. et Fusarium sp.  

 La dégradation des hydrocarbures pétroliers dans un sol pollué par 65000 mg (TPH)/kg 

de sol, qui a été exposé a une contamination par le diesel durant 20 ans, a été étudiée chez 

trois champignons filamenteux. Les taux de dégradation obtenus par une souche Penicillium 

glabrum ont été 72.5% et 65% dans les microcosmes qui contiennent des échantillons de sols 

pollué stérile et non stérile, respectivement (Pérez-Armendáriz et al., 2010).  

 Le consortium de trois souches fongiques et les souches DSL1 et S2.2 inoculées 

séparément ont montré le même pouvoir de dégradation de diesel dans les microcosmes de 

sol. Des résultats similaires ont été reportés par Márquez-rocha et al. (2001) qui nôont 

observé aucune différence significative entre les taux de dégradation de diesel dans des petits 

échantillons de sol traités par un consortium bactérien et un champignon individuel Pleurotus 

ostreatus (basidiomycètes) apr¯s 6 semaines dôincubation. 

 

Figure 58. Biodégradation des hydrocarbures totaux dans les microcosmes de sols pollués par 

le diesel 

 Les paramètres de la cinétique de biodégradation de diesel présentés dans le tableau 17 

sont en accord avec les taux de dégradation des TPH dans les microcosmes de sol pollué par 

le diesel. Le consortium ainsi que les deux souches DSL1 et S2.2 ont montré la même 

constante de dégradation k=0.008 jour
-1
 et le même temps de demi-vie t1/2= 86 jours, ce que 

signifie que le comportement de chacun des deux souches DSL1 et S2.2 dans le sol vis-à-vis 

la biodégradation du diesel est comparable à celui du consortium fongique utilisé dans cette 

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

de sol 

Isolats k (jours
-1
) t1/2 r

2
 

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 

 

 Mycorem®diation du sol pollu® par lôhuile usag®e V.8.3.3

Les résultats de d®gradation de lôhuile usag®e dans les microcosmes de sols inocul®s par 

les souches PB2, HM3, S2.2 et le consortium ainsi que le témoin stérile sont illustrés dans la 

Figure 59.   

 
 

Figure 59. Biodégradation des hydrocarbures totaux dans les microcosmes de sols pollués par 

lôhuile usag®e 

 Contrairement aux résultats obtenus précédemment dans les milieux minérales liquides, 

la biod®gradation de lôhuile usag®e dans le sol par nos souches fongiques a r®v®l®e plus 

efficace en montrant une capacit® dô®limination des TPH tr¯s importante. Le consortium ®tait 

le plus efficace dans la bioremédiation en éliminant 70.54 % de la quantité initiale des TPH 

présente dans le sol suivi par la souche A. ustus (HM3) qui a dégradé 63.49 % des TPH.  

Les souches PB2 et S2.2 ont ®galement montr® un pouvoir de d®gradation de lôhuile usag®e 

dans le sol en éliminant 41.83% et 48.80% des TPH, respectivement.  

 Les param¯tres de la cin®tique de biod®gradation de lôhuile usag®e calcul®s par le 

modèle cinétique du premier ordre sont présentés dans le tableau 18. La constante de 

dégradation la plus élevée (k=0.014 jour
-1
) et le temps de demi-vie le plus court (t1/2= 49.51 
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jours) ont été enregistrés dans le microcosme de sol traité par  le consortium. Les paramètres 

de biodégradation observés chez la souche HM3 (k = 0.011jour
-1
/ t1/2= 63 jours) ont été 

également intéressants ce que confirme la capacité de cette souche à décontaminer les sols 

pollu®s par lôhuile usag®e. 

 Les TPH ont été éliminés par la même cinétique dans tous les microcosmes témoins 

préparés dans cette étude. La constante de dégradation (k= 0.005 jour
-1
) et le temps de demi-

vie (t1/2= 138 jours) ont été les même dans le témoin contaminé au pétrole et le témoin pollué 

par le diesel ainsi que celui contamin® par lôhuile usag®e, ce qui implique que la 

d®contamination  des sols t®moins a subi les m°me facteurs abiotiques vu quôils ont été 

incubés dans conditions identiques durant cette étude. 

Tableau 18. Les paramètres de la cinétique de biod®gradation de lôhuile usag®e dans les 

microcosmes de sol 

Isolats k (jours
-1
) t1/2 (jours) r

2
 

PB2 0,006 115,52 0,99 

HM3 0,011 63,01 0,97 

S2.2 0,007 99,02 0,99 

Consortium 0,014 49,51 0,91 

Témoin 0,005 138,63 0,92 

 

 Si les applications dans le domaine de la bioremédiation des hydrocarbures sont 

majoritairement focalisées sur la décontamination des sols pollués par le pétrole brut, la 

bioremédiation des sols contaminés par les huiles des moteurs usagées faits, de plus en plus, 

lôobjet des recherches scientifiques dans ce domaine (Adenipekun et Ishikhuemhen, 2008 ; 

Abioye et al., 2010 ; Daccò et al., 2020). 

La composition des huiles usagées en hydrocarbures et autres composés organiques 

varient consid®rablement dôune huile ¨ autre (Kumar et al., 2014), cette différence dépend 

surtout du type de fuel, du temps de travail du moteur et des conditions m®caniques de lôengin 

(Vazquez-Duhalt, 1989). Les huiles usag®es peuvent entrer dans lôenvironnement par 

plusieurs voies comme les fuites des réservoirs dôhuiles, les rejets des industries 

pétrochimiques, les stations de lavage des véhicules et les garages de la mécanique (Bhurgri 

et al., 2018). Un milliard de gallons d'huile lubrifiante usée sont générés lors des processus de 

vidange d'huile dans les ateliers automobiles et mécaniques, une partie de cette énorme 

quantité est recyclée et la plupart sont éliminés par incinération ou mise en décharge 

(Ibrahim, 2016). Toutes ces données ont exigé la recherche de nouveaux isolats capables  de 

dégrader et minéraliser la majorit® des compos®s toxiques dans lôhuile usag®e. 
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Les recherches publi®es sur la  biorem®diation des sols pollu®s par lôhuile usag®e ont 

montré des résultats différents selon le type de microorganisme utilisé et les protocoles 

expérimentaux appliqu®s. Lôinoculation dôun sol contamin® par lôhuile moteur usag®e par 

deux souches fongiques Aspergillus clavatus et Candida tropicalis, séparément, a montré des 

taux de dégradation très élevés en éliminant, respectivement, 90.63 et 90.42% des TPH 

présent dans le sol apr¯s 56 jours dôincubation (Mbachu et al., 2018). Une autre étude 

conduite dans un m®socosme de sol pollu® par lôhuile usag®e durant 60 jours a enregistr® le 

taux de dégradation maximal des TPH de 70% par un consortium constitué par trois souches 

bactérienne différente (Bagherzadeh-Namazi et al., 2008). Dôautre part, un taux de 

dégradation très faible des TPH (28%)  a été observé dans un sol naturellement contaminé par 

lôhuile usag®e qui a ®t® inocul® par une culture mixte de deux bact®ries Bacillus thuringiensis 

et B. cereus, durant 90 jours de traitement ¨ lô®chelle de parcelle (Raju et al., 2017).  

La comparaison de nos résultats avec tout ce que précède met en évidence le potentiel 

de nos souches fongiques inoculés séparément ou en consortium pour une décontamination 

effective des sols pollués aux huiles des moteurs usagées.  

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

 Afin dôam®liorer g®n®tiquement le potentiel de d®gradation de p®trole, de diesel et de 

lôhuile usagée, deux souches fongiques HM3 (A. ustus) et PB1 (A. niger) ont été traitées par le 

rayonnement UV. 

  Effets des rayons UV sur les souches étudiées V.9.1

 Le protocole de mutagénèse consiste à exposé les spores des souches fongiques 

sélectionnées aux rayonnements UV dans une chambre fermé. Lôirradiation a ®t® r®alis®e ¨ 

des temps fixés : 0 ; 1 ; 2 ; 4 ; 16 ; 24 et 32 minutes.  

 Afin dô®valuer lôeffet des UV, les spores survivantes sont d®nombr®es sur g®lose PDA 

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

 Les résultats montrent que les rayons UV ont un effet létal sur la survie des spores 

irradi®es. Lôexposition aux rayonnements UV a diminué considérablement le pourcentage de 

survie des spores fongiques, 4 minutes dôirradiation ont diminu® le pourcentage de survie de 

la souche HM3 jusquô¨ 1.6%. Les spores de la souche PB1 semblent plus r®sistantes, leur 

pourcentage de survie a atteint une valeur de 3.44 % apr¯s 16 minutes dôexposition. 

 Les microorganismes répondent aux rayons UV par différentes manières : par 

changement de croissance, formation de spores, production de pigment et autres réponses 

(Carlile, 1970). Osman et al. (1989) ont observé une inhibition de germination des spores de 

Penicillium notatum et Aspergillus flavus suite ¨ lôirradiation par des rayons UV, cette 

inhibition d®pend de la p®riode dôexposition au UV. 

  Sélection des mutants V.9.2

 La boite de PDA qui représente la dose létale (5% de survie) a été utilisée pour 

sélectionner les mutants. Les colonies qui ont montré un aspect macroscopique différents de 

la souche originale (taille, forme et couleur) ont été sélectionné (figure 61). Trois mutants 

pour chaque souche ont été sélectionnés pour le test du pouvoir de dégradation des 

hydrocarbures pétroliers.  
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Figure 61. Aspect macroscopique des souches mères HM3 et PB1 et quelques souches 

mutantes sélectionnées 

 Biodégradation des hydrocarbures par les mutants sélectionnés (la  V.9.3

méthode gravimétrique) 

 Le potentiel de dégradation des hydrocarbures pétroliers des souches mutantes 

sélectionnées a été évalué par la méthode gravimétrique en mesurant le pourcentage de 

biodégradation de p®trole, diesel et de lôhuile usag®e en milieu BH liquide, apr¯s 40 jours 

dôincubation. Les pourcentages de d®gradation des hydrocarbures par les souches mutantes 

sont comparés avec ceux obtenus par les souches mères et présentés dans les figures 62 et 63. 

 
Figure 62. Pourcentage de dégradation des hydrocarbures pétroliers par la souche mère PB1 

et ses mutantes 
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Figure 63. Pourcentage de dégradation des hydrocarbures pétroliers par la souche mère HM3 

et ses mutantes. 

 Les résultats obtenus montrent une amélioration dans le pouvoir de dégradation des 

hydrocarbures pétroliers chez quelques mutantes et une diminution de ce pouvoir chez 

dôautres, alors quôaucune modification dans la capacit® de d®gradation nôa été observée pour 

certaines mutantes. Le taux de dégradation de pétrole chez les trois mutantes des deux 

souches PB1 et HM3 était moins important que celui des souches mères. Les deux mutantes 

PB1M1 et PB1M2 ont montré un taux de dégradation de diesel un peu plus élevée par rapport 

à la souche mère (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 mère. Une amélioration très importante dans la biod®gradation de lôhuile usag®e a 

été notée chez la souche mutante PB1M2 (11.89%) en comparaison avec sa souche mère PB1 

(3.88%). La biod®gradation de lôhuile usag®e a reconnu également une amélioration chez la 

mutante HM3M2 en éliminant 19.14% de la quantit® initiale de lôhuile par rapport ¨ 16% chez 

la souche mère HM3. Des résultats similaires ont été obtenus par Benchouk (2017) qui a 

appliqu® le m°me protocole de mutag®n¯se sur des bact®ries afin dôam®liorer leur pouvoir de 

dégradation des hydrocarbures, la 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 mutagènes différents pour l'amélioration des souches a été déjà 

démontrée par Parekh et al. (2000). De plus, lôirradiation de Fusarium oxysporum avec des 

rayons UV suivi de N-méthyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) a été utilisé pour améliorer 

la production de carboxyméthyl cellulase (CMCase) (Kuhad et al., 1994). La production des 

protéines extracellulaires et les activités cellulase correspondantes chez A. terreus D34 ont été 
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significativement améliorées après des traitements combinés des UV et de mutagénèse 

chimique (Kumar et al., 2015). 

 Les r®sultats ont montr® aussi que malgr® le changement dans lôaspect morphologique 

de quelques souches mutantes de HM3 suite ¨ lôirradiation par les UV, la capacit® de 

biod®gradation des hydrocarbures p®troliers nôa pas ®t® trop affect® ce que signifie que les 

gènes codant pour les enzymes impliquant dans les processus de biodégradation chez cette 

souche sont résistante aux mutagènes.       
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Conclusion & perspectives 

La contamination des sols par le pétrole brut et ses dérivés constitue une préoccupation 

sérieuse pour la santé humaine et écologique. Les champignons filamenteux telluriques 

apparaissent intéressants pour la bioremédiation des hydrocarbures pétroliers du fait de leur 

diversité métabolique et de leur adaptation à la vie dans les sols. Ainsi, notre étude porte à la 

fois sur des aspects fondamentaux de compréhension du processus de biodégradation des 

hydrocarbures pétroliers par ces microorganismes et sur des essais en microcosmes de sol au 

laboratoire dans une démarche pour le d®veloppement dôun protocole efficace pour la 

bioremédiation des sols pollués. 

Tout dôabord, les ®chantillons de sol ont ®t® pr®par®s pour lôisolement des champignons 

filamenteux d®gradants les hydrocarbures. Deux types dô®chantillons ont ®t® utilisés pour 

lôisolement ; des sols proviennent de la raffinerie dôArzew, Alg®rie, qui sont soumis depuis 

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

deuxième échantillon constitue des sols contaminés artificiellement, au laboratoire, par le 

p®trole, le diesel ou lôhuile moteur usag®e. 

Dans un premier temps, une phase dôisolement des champignons filamenteux pr®sents 

dans les deux types dô®chantillons de sol a permis dôisoler et de purifier 35 isolats fongiques 

par deux techniques dôisolement diff®rentes qui permettre dôavoir acc¯s ¨ la fois ¨ des souches 

métaboliquement actives et des souches majoritairement sporulentes. La caractérisation 

morphologique des isolats fongiques obtenus met en évidence une grande diversité 

macroscopique des champignons isolés. Six de ces isolats ont également été identifiés 

g®n®tiquement par s®quen­age des s®quences ITS de lôADN ribosomale. Il en ressort ainsi 

que les souches identifiées correspondent à des espèces saprotrophes telluriques appartenant à 

la division des Ascomycota, avec dominance du genre Aspergillus. 

Suite ¨ la premi¯re ®tape descriptive de lôisolement des souches qui constituent la 

mycoth¯que de cette ®tude, la deuxi¯me partie du travail se focalise sur lô®tude du potentiel de 

ces souches ¨ d®grader le p®trole brut, le diesel et lôhuile moteur usag®e dans des milieux 

min®rales liquides. La premi¯re ®tape dans lô®tude du potentiel de biod®gradation consiste ¨ 

des tests préliminaires pour sélectionner les souches fongiques capables dôutiliser les 

hydrocarbures p®troliers comme source de carbone et dô®nergie. Le test de lôindicateur r®dox 

DCPIP et le test utilisant un milieu spécifique pour les champignons adaptés aux 
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hydrocarbures (HAF) ont permis de sélectionner 6 souches fongiques qui ont été identifiées 

préalablement comme étant Aspergillus terreus (PB2), Penicillium chrysogenum (HM1), A. 

ustus (HM3), Purpureocillium lilacinum (HM4), Penicillium glabrum (DSL1) et A. fumigatus 

(S2.2). 

Ensuite, des études quantitatives pour estimer les taux de dégradation des trois huiles 

pétrolières par les souches sélectionnées ont été conduites en milieu minéral liquide pendant 

40 jours dôincubation. Le pourcentage de d®gradation des hydrocarbures p®troliers totaux 

(TPH) a été calculé par la méthode gravimétrique, la quantité de biomasse accumulée dans les 

milieux de cultures suite à la dégradation des hydrocarbures a été mesurée et la cinétique de 

biod®gradation de chaque huile p®troli¯re durant la p®riode dôincubation a ®galement ®t® 

étudiée. Les résultats obtenus ont montré que les souches fongiques sélectionnées ont des 

capacités différentes de dégradation des hydrocarbures. Le pétrole brut a été le plus dégradé 

par les souches fongiques, suivie par le diesel. Le meilleur pourcentage de dégradation de 

pétrole a été 55.98% chez la souche DSL1 suivi par un taux de 54.11% enregistré chez PB2. 

Les meilleurs taux de dégradation de diesel ont été également observés chez les deux souches 

PB2 et DSL1 en éliminant, respectivement, 54.61% et 48.56% des hydrocarbures. La 

d®gradation de lôhuile usag®e a ®t® plus faible o½ le meilleur taux de d®gradation ®tait 23.38% 

obtenus par la souche PB2. 

Les condition de cultures optimaux pour la biodégradation des hydrocarbures pétroliers 

ont été recherchés en évaluant les pourcentages de dégradation de chaque huile pétrolière en 

milieu liquide ¨ des intervalles de pH de 5, 6, 7, 8 et 9 et ¨ des temp®ratures dôincubation de 

20, 25, 30, 35 et 40°C. La température optimale pour la biodégradation ainsi que le meilleur 

pH initial du milieu de culture d®pendent des souches fongiques et de lôhuile p®troli¯re 

dégradée. Généralement, les souches testés préfèrent des pH neutres à basiques et des 

conditions m®sophiles ¨ des temp®ratures dôincubations de 25 ¨ 35ÁC. N®anmoins, certaines 

souches ont montré une dégradation importante des hydrocarbures à des températures élevées 

(40°C) et à des pH plus basique (pH8 et pH9) ainsi que des pH plus acides (pH5).  

Lô®tape suivante concerne lôapplication des souches fongiques s®lectionnées dans un 

processus de dépollution des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers. Des 

microcosmes de 300 g de sols stérilisés et contaminés artificiellement par le pétrole, le diesel 

ou lôhuile usag®e ont ®t® pr®par®s puis inocul®s par les isolats fongiques individuels ou par un 

consortium de trois souches fongiques. La biodégradation a été évaluée par le dosage des TPH 
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r®siduels apr¯s 90 jours dôincubation. Il en ressort que lôinoculation des sols pollu®s par les 

souches fongiques a amélioré la biodégradation 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 

quantité initiale des TPH pr®sente dans les sols pollu®s par le p®trole, diesel et lôhuile usag®e, 

respectivement. Les essais de biod®gradation en ®chantillons de sol et lô®tude de lôeffet de 

lôintroduction de nos souches fongiques sur lô®limination des polluants p®troliers représentent 

ainsi une premi¯re ®tape dans le d®veloppement dôun protocole de biorem®diation ¨ grande 

échelle. 

Enfin, une approche g®n®tique appliquant la mutag®n¯se a ®t® effectu®e afin dôam®liorer 

le pouvoir de dégradation des hydrocarbures pétroliers chez deux souches fongiques 

sélectionnées. La mutagénèse a été appliquée par des rayons Ultra-violets dans le but dôavoir 

des mutations aux niveaux des gènes impliqués dans la biodégradation. Certaines souches 

mutantes obtenues ont montré une amélioration dans la dégradation des hydrocarbures 

p®troliers alors quôune diminution de ce pouvoir a ®t® not®e chez les autres.  

Lôensemble des r®sultats obtenus au cours de ce travail de th¯se doctorale fournit un 

aperçu sur la capacité des champignons filamenteux telluriques à sôadapter ¨ des 

environnements pollués par des hydrocarbures pétroliers. Les études en milieu liquide et en 

microcosmes de sol confirment le potentiel de nos souches fongiques pour la tolérance et la 

biodégradation des hydrocarbures. 

Des études complémentaires sont en effet requises à la compréhension des mécanismes 

impliqu®s dans le processus de d®contamination afin dô®laborer des protocoles effectives pour 

la bioremédiation fongique des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers : 

- Etudier la relation entre le métabolisme fongique et la biodégradation des 

hydrocarbures pétroliers : étude des enzymes impliqués dans la dégradation des 

hydrocarbures. 

- Evaluer la capacité des souches fongiques à produire des biosurfactants (des 

tensioactifs de faibles masses molaires qui réduisent les tensions de surface aux 

interfaces eau/air ou eau/huile, ils ont un grand pouvoir dans la remobilisation des 

hydrocarbures et lôacc®l®ration de leur biod®gradation), ainsi que leur caract®risation. 
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- Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) constituent la partie la plus 

toxique des huiles pétrolières vue leur pouvoir mutagène et cancérogène très élevé, il 

serait donc intéressant de tester la capacité de désorption et de dégradation de ces 

molécules par nos souches fongiques ainsi que lô®tude des m®canismes impliqu®es 

dans leur biodégradation. 

- Lôidentification des g¯nes fonctionnels responsables de la d®gradation des 

hydrocarbures pétroliers chez les souches fongiques sélectionnées pourraient 

permettre de mieux comprendre les voies de dégradation des hydrocarbures chez les 

champignons filamenteux.  

- Les essais de mycoremédiation décrits au sein de cette thèse représentent un premier 

pas dans le d®veloppement dôun protocole de biorem®diation ¨ grande ®chelle, 

dôautres ®tudes complémentaires sont nécessaires : inoculation des souches fongiques 

dans des sols non stérile au sein des microflores endogènes (bioaugmentation), 

bioremédiation des échantillons de sols proviennent des sites naturellement 

contaminés aux hydrocarbures, tester la concentration minimale des spores fongiques 

n®cessaires pour lôinoculation des sols contamin®s, optimiser lôa®ration des sols durant 

la p®riode de biorem®diationéetc. 
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Annexe 

Annexe n°1 : Composition des milieux de culture 

Potato Dextrose Agar (PDA)  

Filtrat dôinfusion de 200g de pomme de terre 

Glucoseéééééééééééééééééééé.20g 

Agar ééééééééééééééééééé.éé20g 

Eau distill®eéééééééééééééééé..1000 ml 

* Autoclavage à 121 °C pendant 20 min. 

pH= 5.6 ± 0.2  

Malt Extract Agar (MEA)  

Extrait de Maltééééééééééé.éééééé. 30g 

Peptone mycologiqueééééééééééééé..éé.5g 

Agaréééééééééééééééééééé.éé15g 

Eau distill®eéééééééééééééé.ééé1000 ml 

* Autoclavage à 115 °C pendant 10 min. 

pH= 5.4 ± 0.2 

Czapek Yeast Autolysate agar (CYA, Pitt 1979) 

Concent® de Czapek ééééééééééééééé10 ml 

Saccharose ééééééééééééééééééé..30 g 

Extrait de levure ééééééééééééééééé...5 g 

K2HPO4 ééééééééééééééééééééé1 g 

Trace elements stock solution ééééééééééé...1 ml 

Agar éééééééééééééééééééééé20 g 

Eau distill®e ééééééééééééééééé..1000 ml  

* Autoclavage à 121 °C pendant 15 min. 

   pH = 6.2 ± 0.2. 

Concenté de Czapek 

NaNO3ééééééééééééééééééééé 30 g 

KCl ééééééééééééééééééééééé5 g 

MgSO4ééééééééééééééééééééé.. 5 g 

FeSO4ééééééééééééééééééééé. 0.1 g 

Eau distill®eéééééééééééééééééé. 100 ml 

* Conservation à 4ï10 °C 

Trace elements stock solution  
CuSO4ééééééééééééééééééééé..0.5 g 

ZnSO4ééééééééééééééééééééé...0.1 g 

Eau distill®eéééééééééééééééééé.. 100 ml 

* Conservation à 4ï10 °C 
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Sabouraud Dextrose Agar (SDA)  

Peptoneéééééééééééééééééééééé.10 g 

Glucoseéééééééééééééééééééééé.20 g 

Agarééééééééééééééééééé..éééé15 g 

Eau distill®eééééééééééééééééééé1000 ml 

pH= 6 

* Autoclavage à 121 °C pendant 15 min. 
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Annexe n°2 : Protocole dôextraction dôADN fongique 

Le kit Qiagen Dneasy mini Plant a ®t® utilis® pour lôextraction de lôADN g®nomique ¨ partir 

des mycéliums fongiques. 

1- Broyer le tissue fongique en poudre fine ¨ lôaide dôun mortier et dôun pilon en 

pr®sence dôazote liquide. Transf®rer la poudre dans un tube de taille appropri®e et 

laisser lôazote liquide sô®vaporer. Ne pas laisser lô®chantillon se r®chauffer. Continuer 

directement ¨ lô®tape 2. 

2- Ajouter 400 µl de tampon AP1 et 4µl de RNase A (100 mg/ ml) à 100 mg maximum 

(poids frais) ou 20 mg (poids sec) de broyât de tissu fongique et vortexer 

vigoureusement. Aucun agrégat tissulaire ne doit être visible. 

3- Incuber le m®lange 10 min ¨ 65ÁC. Pendant lôincubation, m®langer 2-3 fois en 

inversant le tube. Cette étape permet de lyser les cellules. 

4- Ajouter au lysat 130 µl de tampon AP2, mélanger puis incuber 5 min sur la glace. 

Cette étape permet de précipiter le détergent, les protéines et les polysaccharides. 

Certains échantillons peuvent produire des lysats très visqueux et des précipités en 

grande quantit®. LôADN dans lô®tape suivante sera alors fragment®. Dans ce cas, des 

résultats optimaux peuvent être obtenus en éliminant les précipités par une 

centrifugation de 5 min à vitesse maximale. Après centrifugation, déposer le 

surnageant dans la colonne QIAshredder et continuer ¨ lô®tape 5. 

5- Déposer le lysat dans la colonne QIAshredder (de couleur lilas) placée dans un tube 

collecteur de 2 ml et centrifuger 2 min à vitesse maximale. 

6- Transférer lôeffluent obtenu ¨ lô®tape 5 dans un nouveau tube, sans entrainer le culot 

de débris cellulaires. 

Généralement, le volume de lysat récupéré est de 450 µl. pour certaines espèces, la 

quantité récupérée est inférieure. Dans ce cas, déterminer le volume pour lô®tape 

suivante. 

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

pipetant. 

Il est important dôajouter le tampon AP3/E directement au lysat clarifi® et de les 

mélanger immédiatement. 

8- D®poser 650 Õl du m®lange obtenu ¨ lô®tape 7, y compris les précipités, dans la 

colonne DNeasy plac®e dans un tube collecteur de 2 ml. Centrifuger 1 min ¨ Ó6000 x 

g (Ó8000 rpm) et jeter lôeffluent. 

R®utiliser le tube collecteur ¨ lô®tape 9. 

9- R®p®ter lô®tape 8 avec le reste de lô®chantillon. Jeter lôeffluent et le tube collecteur. 

10- Placer la colonne DNeasy dans un nouveau tube collecteur de 2 ml, ajouter 500 µl de 

tampon AW et centrifuger 1 min ¨ Ó6000 x g (Ó8000 rpm). Jeter lôeffluent et r®utiliser 

le tube collecteur ¨ lô®tape 11. 

11- Ajouter 500 µl de tampon AW dans la colonne DNeasy et centrifuger 2 min à 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 

dô®thanol peuvent interf®rer les r®actions en aval. La centrifugation permet dô®viter 

toute r®cup®ration dô®thanol pendant lô®lution. Jeter lôeffluent et le tube collecteur. 

NB : Après centrifugation, sortir avec précaution la colonne DNeasy du tube 

collecteur afin que la colonne ne touche pas lôeffluent et ®viter ainsi dôentraîner de 

lô®thanol. 

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

centre de la membrane 100 µl de tampon AE préchauffé à 65 °C. Incuber 5 min à 

temp®rature ambiante, puis centrifuger 1 min ¨ Ó6000 x g (Ó8000 rpm). 

NB : Lô®lution avec des volumes de 50 Õl (au lieu de 100 µl) augmente la 

concentration finale de lôADN dans lô®luat de fa­on significative, mais r®duit 

l®g¯rement le rendement total. Pour des ®chantillons contenant plus de 20 Õg dôADN, 

un volume dô®lution de 200 Õl (au lieu de 100 Õl) am®liorera lôefficacit® dô®lution. 

13- R®p®ter lô®lution (®tape 12) comme d®crit. 

Pour la deuxi¯me ®tape dô®lution il est possible dôutiliser un nouveau tube afin de ne 

pas diluer les premier éluats. 

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

peut entrer en contact avec lô®luat. 
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Annexe n°3 : La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gène codant 

la sous unité ribosomale pour les souches fongiques identifiées  

ü La souche Aspergillus terreus strain PB2.aaa (PB2) 

 
 

ü La souche Penicillium chrysogenum strain HM1.aaa (HM1) 
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ü La souche Aspergillus ustus strain HM3.aaa (HM3) 

 
 

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

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


