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Résumé

Le besoin de réhabiliter notre environnement a mené au développement d’un nombre
important de technologies, vu que le phénoméne de pollution par les hydrocarbures a une
dangerosité de plus en plus grande. Cependant, la région de Hassi-Messaoud (Sud-Est
d’Algérie) est caractérisée par une industrie pétroliére trés forte car elle renferme le plus
grand gisement de pétrole d'Algérie qui ne cesse de générer des dechets dangereux ainsi que
la prolifération des bourbiers pétroliers. Notre travail repose sur la collecte d’échantillons de
bourbiers situés au complexe GEA (Agreb, Gassi et Zotti) et d’apprécier leur degré de
pollution par I’analyse de différents parametres de caractérisation (parametres
physicochimiques, granulométrique et les hydrocarbures (totaux et BTX)). Les résultats
témoignent de [I’installation d’une forte pollution hydrocarbonnée avec présence
d’hydrocarbures persistants. Il est connu que de nombreuses classes de microorganismes ont
été décrites comme aptes a dégrader des hydrocarbures, y compris les champignons dits
« hydrocarbonoclastes », ayant des propriétés biochimiques/structurelles spécifiques. La
population fongique isolée et identifiée des différents bourbiers pétroliers a différentes
profondeurs, indique une présence variée et une distribution hétérogéne sur les sites étudiés,
de 69 souches appartenaient aux genres Aspergillus (40 %), Trichoderma (24 %), Penicillum
(15%), Cladosporium (5%), Epicoccum, Pestalotiopsis, Acremonium et Mucor ont enregistrés
un taux de 2% et Bipolaris et Cladophialophora avec un taux d’apparition de 1%. Dans une
optique de mycoremédiation des sites contaminés, on a testé la tolérace de cing souches
fongiques a 3% de pétrole brut et de gasoil en culture en batch sous des conditions de pH, et
température pendant 4 semaines, aussi que, la biodégradation de cing molécules du pétrole
brut. Les résultats sont prometteurs du faite que les souches ont montré un grand potentiel
d’utilisation des hydrocarbures. Une attention particulaire pour Trichoderma ghanense strain
18ASMAO011(MT671930.1) qui a degrader 100% le benzo[b]fluoranthéne et le
benzo[a]pyréne, et Aspergillus niger CBS 101883 (XM _025601974.1) pour le
benzo[a]pyréne. Dans une autre optique de phytoremediation des sols contaminés par le
pétrole brut (10%), est expérimentée en utilisant deux légumineuses (Soja et arachide) et
bioaugmentée par deux souches fongiques, ainsi que la population mixte. Nos résultats
impliquent les relations entre les agents actifs de ce procédé : le substrat, la plante, le polluant,

les souches individuelles et la popoulation fongique.

Mots clés : Réhabilitation, bourbier pétrolier, hydrocarbures, champignons

hydrocarbonoclastes, mycoremediation, phytoremediation.



Abstract

The need to rehabilitate our environment has led to the development of a significant number
of technologies, given the increasing dangerousness of hydrocarbon pollution. However, the
region of Hassi-Messaoud (Southeast Algeria) is characterized by a robust oil industry as it
houses Algeria's largest oil field, which continues to generate hazardous waste and the
proliferation of oil quagmires. Our work revolves around collecting samples of sludge located
at the GEA complex (Agreb, Gassi, and Zotti) and assessing their pollution levels by
analyzing various characterization parameters (physicochemical, granulometric, and
hydrocarbons - both total and BTX). The results indicate a substantial hydrocarbon pollution
presence with the existence of persistent hydrocarbons.

It's known that numerous classes of microorganisms have been identified as capable of
degrading hydrocarbons, including fungi known as "hydrocarbonoclastic™ fungi, possessing
specific biochemical/structural properties. The fungal population isolated and identified from
different oil quagmires at various depths indicates a diverse presence and a heterogeneous
distribution at the studied sites. Among these, 69 strains belonged to various genera:
Aspergillus (40%), Trichoderma (24%), Penicillium (15%), Cladosporium (5%), while
Epicoccum, Pestalotiopsis, Acremonium, and Mucor recorded a 2% occurrence, and Bipolaris
and Cladophialophora appeared at a rate of 1%.

With the aim of mycoremediation of contaminated sites, the tolerance of five fungal strains to
3% crude oil and diesel was tested in batch culture under varying pH and temperature
conditions for four weeks. Additionally, the biodegradation of five crude oil molecules was
examined. The results are promising as the strains demonstrated a significant potential for
hydrocarbon utilization. Particularly noteworthy is Trichoderma ghanense strain
18ASMAO011 (MT671930.1), which degraded 100% of benzo[b]fluoranthene and
benzo[a]pyrene, as well as Aspergillus niger CBS 101883 (XM_025601974.1) for
benzo[a]pyrene.

In another perspective, phytoremediation of soils contaminated by crude oil (10%) was
experimented using two legumes (soybean and peanut) and bioaugmented by two fungal
strains, along with a mixed population. Our findings implicate the relationships between the
active agents in this process: the substrate, the plant, the pollutant, individual strains, and the

fungal population.

Keywords: Rehabilitation, oil quagmires, hydrocarbons, hydrocarbonoclastic fungi,

mycoremediation, phytoremediation.



C’est une triste chose de penser que la nature parle et que le genre humain n’écoute
pas (Victor Hugo)
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Les progrés de la science et de la technologie depuis la révolution industrielle ont
permis 1’exploitation des ressources naturelles. Toutefois, le développement et I’amélioration
de la société grace a l’industrialisation et a 1’urbanisation s’accompagne du colit d’une
détérioration constante et dégradation de ’environnement naturel par la production de
polluants toxiques et dangereux. Le phénomeéne de pollution par les hydrocarbures a une
importance de plus en plus grande sur les plans environnemental, sanitaire et économique
(Kuppusamy et al., 2020) ; (Yap et al., 2021). Le pétrole brut est un mélange complexe
d’hydrocarbures de nature diverse et sa composition typique varie selon différentes sources. Il
contient également de 1’azote, du soufre, de I’oxygene et des traces de métaux comme le
vanadium et le nickel. Le pétrole posséde une stabilité chimique, une nature persistante et une
toxicité élevée. Certains de ses composés ou dérivés sont reconnus comme carcinogenes,
mutageénes, terratogéne et cytotoxiques (Oyibo et al., 2018).

En effet, ’exploitation du pétrole dans le Sud Algérien aurait comme conseéquence la
contamination de 1I’environnement, la disparition de quelques espéces végétales et animales, la
stérilité du sol et la contamination des nappes souterraines. La région pétrolifere de Hassi
Messaoud (HMD), ou le pétrole a surgit pour la premiére fois, abrite plusieurs puits de pétrole
et est jusqu’a I’heure actuelle le plus grand gisement de pétrole en Algérie et de tout le
continent africain. HMD est connue par ses puits productifs de pétrole a savoir EI Agreb,
Zotti, El Gassi, Rhoude El Baguel et Mesdar. Cependant, aprés plusieurs années d’activité
industrielle et d’exploitation du brut dans cette région, de nombreux bourbiers de superficies
différentes ont été créés pour recevoir de différentes quantités de rejets (liquides et solides).

En fait, plusieurs lois et décrets sont formulés, dans le monde entier y compris 1’ Algérie,
afin de protéger les écosystémes et leurs composants des rejets des déblais de forages, le
danger de contamination par les produits pétroliers ou ses dérivés persiste toujours. Cette
situation, suscite plusieurs questions auxquelles les industriels dans le domaine doivent
répondre, par exemple : que seraient les effets environnementaux (a moyen et a long terme)
des bourbiers du desert algerien, quelle méthode de décontamination pour quel type de
polluant, quel est le sort de ces bourbiers avant et apres traitement et enfin 1’efficacité du
traitement lui-méme reste en suspens.

Dans le besoin de remedier ou de réparer les dommages causés a notre
« environnement », un certain nombre de procédés d’interventions correctives sont apparus:
réaménagement, revégétalisation, restauration, réhabilitation, ...etc (Richardson, 2016). La

réhabilitation d’un site consiste a restaurer la zone contaminée selon les critéres
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environnementaux en lien avec 1’usage d’une propriété. Il existe plusieurs méthodes de
réhabilitation environnementale y compris la remédiation biologique (biotechnique) (Huang et
al., 2021 ; Kang et al., 2020), dont on cite : la bioremediation et la phytoremediation.

La bioremediation est 1’approche écologique la plus simple, durable et tres efficace a
appliquer (Chen et al., 2019), pour minéraliser ou convertir les hydrocarbures sous une forme
moins toxique et moins mobile (Imam et al., 2019 ; Liu et al., 2020). Si les applications dans
le domaine de la bioremediation se sont focalisées sur les bactéries et leur diversité
métabolique, 1’utilisation fongique se révele également prometteuse (Kumar et al., 2021).

Dans la nature, de nombreuses classes de champignons microscopiques ont été décrites
comme capables d’assimiler et a dégrader des hydrocarbures pétroliers, ce sont des
champignons hydrocarbonoclastes. Récemment, ces derniers ont fait 1’objet d’une attention
considérable en raison de leur capacité a synthétiser différents types d’enzymes telles que des
monooxygénases, des dioxygénases, des oxydoréductases, des hydroxylases, des
déshydrogénases, ...etc (Harms et al., 2011), ce qui leur a permis de dégradaer un large
éventail de polluants récalcitrants tels que les hydrocarbures et leurs dérivés et les pesticides
(Deshmukh et al., 2016 ; Hasan Al-Jawhari, 2019). La mycoremédiation fait appel a plusieurs
de ses agents spécifiés dans la remediation des sites contaminés par les hydrocarbures, c’est
I’exemple des especes appartenant aux genres Trichoderma, Fusarium, Aspergillus et
Penicillium (Gaur et al., 2022; Prenafeta-Boldu et al., 2018), Cladosporium, Cunninghamella
et Mucor (Amend et al., 2019). Le choix de cette mycoflore repose essentiellement sur les
capacités métaboliques du regne fongique qui leur permettent de dégrader des molécules
naturelles complexes, en particulier la lignine, un polymeére de structure complexe contenant
des noyaux aromatiques (Kumar et al., 2011). En effet, il est a souligner que les conditions
environnementales (pH, température, salinité, .) peuvent affecter les caractéristiques
intrinseques des hydrocarbures pétroliers, le méme constat peut étre fait en ce qui concerne
leur biodégradabilité par les agents microbiens actifs de ces milieux. Ils peuvent empécher,
inhiber ou favoriser leur croissance et prolifération. La mycomédiation des hydrocarbures et
leurs dérivés doit étre ajustée aux conditions spécifiques des sites contaminés et aux
parameétres environnementaux qui interagissent avec le processus, y compris la population
microbienne autochtone déja présente sur le site. Cependant, isoler une souche capable de
dégrader un large éventail d’hydrocarbures pourrait étre trés utile, mais des résultats valables
ont été obtenus grace a l'utilisation de consortiums (populations mixtes), dans lesquels une
synergie microbienne peut les atténuer et les éliminer progressivement au lieu de les
accumuler. sous une autre forme (Liu et al., 2019). Au regard des informations apportées dans

notre etude bibliographique, il est indéniable que les connaissances concernant le
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fonctionnement des communautés microbienne dans les environnements pollués par les
hydrocarbures ont largement été améliorées. Il est possible d’isoler en laboratoire des
microorganismes qui présentent une capacité accrue de dégradation des hydrocarbures, mais
de tels agents risquent de ne pas avoir un effet important dans I'environnement.

La phytoremédiation est une technique verte émergente, qui s’appuie sur les plantes
pour séquestrer ou détoxifier I’environnement, notamment des polluants organiques tels que
les hydrocarbures (Song et al., 2017). Généralement, elle repose sur les interactions entre les
plantes, le sol et ses micro-organismes. Lorsqu’il s’agit de sol contaminé par les
hydrocarbures, les plantes agissent par plusieurs mécanismes, y compris la phytodégradation,
la rhizodégradation, la phytovolatilisation et la rhizofiltration (Corami, 2021). Habituellement,
la sélection des plantes est essentielle pour réussir ce procédé et les plantes doivent avoir une
croissance et une production de biomasse élevée, un systéme racinaire largement développé,
et un potentiel de tolérance et d’accumulation (Khan et al., 2023). Il est a noter que la
mycoremédiation préconise entre autres ’utilisation de plantes colonisées par des
champignons tolérants pour la végétalisation de sites perturbés par des contaminants de toute
sorte. En phytoremediation, le choix de la plante (tolérante, accumulatrice ou
hyperaccumulatrice) est base sur ses caractéristiques de production de biomasse, sa tolérance
aux contaminants et le temps nécessaire pour atteindre une remédiation adéquate du sol
(Balseiro-Romero et al., 2017).

Notre thése comporte cing grands chapitres. Le premier et le second chapitre présentent
des concepts généraux sur les hydrocarbures, ainsi qu’une description de Hassi Messaoud et
de ces bourbiers pétroliers Les quatres autres chapitres mentionnent une requete
bibliographique, I'ensemble du matériel et des méthodes utilisées, ainsi que les résultats
obtenus et leur discussion. C’est alors que dans le quatriéme chapitre, une évaluation de la
contamination des bourbiers échantillonnés est présentée, le chapitre qui suit, dévoile la
présence des champignons hydrocarbonoclastes, de leur distribution et structure dans les sols.
Le dernier chapitre explique deux processus complémentaires dans la nature qui sont la
mycoremediation et la phytoremediation. Une conclusion générale, des perspectives et une

bibliographie complétent cette rédaction.
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Intérét et objectifs de I’étude

L’importance et le développement de I’industrie pétroliére dans le Sud algérien a génére
des rejets industriels dangereux a cause de I’exploitation des forages pétroliers et la
prolifération des bourbiers. Depuis 1’émergence de la réhabilitation des sites contaminés, ainsi
que ses outils, de nombreuses recherches se sont penchées sur la compréhension des
techniques impliquées, la séléction des agents actifs et I’énumération des différentes
conditions qui régissent ces procédés, afin de les’améliorer, de les développer et de les
optimiser. Cependant, la complexité du processus de biodégradation choisi, la diversité
génétique et métabolique des agents microbiens mis en jeu, des facteurs environnementaux
affectant aussi bien le pétrole lui-méme que les microorganismes dans leur fonction de
biodégradation et enfin par la difficulté de prévoir précisément les effets de la bioremédiation
sur les microorganismes autochtones ; nous invite a selectionner plusieurs techniques de
réhabilitation (mycoremediation et phytoremediation) afin de mieux cerner le probléeme des
sites contaminés par les hydrocarbures.

Pour tenter d’apporter notre contribution a cette problématique environnementale, et
proposer une ou des alternatives qui soient prometteuses, dans ce travail de thése, nous avons
mené une investigation dans une thématique focalisée sur divers objectifs et qui visent non
seulement de se débarrasser des bourbiers polluants (sites trés peu abordés dans la littérature),

mais aussi de les rendre utiles. De ce fait, nous avons abordé les problématiques suivantes :

1. Evaluation des paramétres environnementaux qui interviennent dans la dépollution des
sites, afin d’évaluer leur influence sur l'efficacité du traitement naturel par la microflore

autochtone du milieu.

2. Mettre en valeur la nature du point de vue quantitatif et qualitative de la mycoflore des
biotopes contaminée par les hydrocarbures et d’en dresser un inventaire non exhaustif des

agents actifs peuplant ces sites (bourbiers) ;
3. L’adoption d’une méthodologie permettant la réhabilitation des bourbiers pétroliers par :

3.1. Evaluer les capacités mataboliques de quelques souches fongiques
hydrocarbonoclastes autochtones isolées des bourbiers pétroliers, a dégrader le
pétrole brut et le gasoil sous des conditions physicochimiques controlées. La
mycoremediation adoptée met en évidence la tolérance et la biodégradabilité de

quelques composeés du pétrole brut en conditions aérobies.
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3.2. Mettre en évidence la complexite du systeme impliqué dans phytoremédiation des
hydrocarbures par I’utilisation d’une bioaugmentation, ou les divers acteurs sont
ainsi mis en relation : le substrat, la plante, le polluant, les souches individuelles et la
popoulation fongique.

L’intérét de cette étude se situe a un triple niveau :

v D’abord, aux professionnels dans le domaine de I’industrie pétroliére, que cette étude
pourra leur faire prendre conscience de I’impact de la pollution pétroliére et du danger de
la creation des bourbiers, vu que les risques de contamination par les hydrocarbures sont
tragiques.

v" Ensuite, aux scientifiques par I’utilisation d’une part de microorganismes, notamment des
champignons microscopiques producteurs d’enzymes trés specifiques pour palier a cette
pollution, sans porter atteinte a I’environnement. La selection d’un microorganisme
individuel ou d’une population mixte nécéssite des études approfondies. D’autre part,
I’utilisation et la séléction d’espéces végétales tolérantes, accumulatrices ou
hyperaccumulatrices de polluants, afin de remédier et de particulariser I’idée du paysage
dans les catégories esthétiques.

v/ Enfin, la réutilisation des déchets pétrolier dans des domaines vitaux (agronomie,

batiments,..) pour assurer un développement durable.
Valorisation du theme

Il est utile de procéder a un bilan global pour marquer I'itinéraire parcouru, dans le cadre
de cette modeste étude. Le sujet proposé a fait 1’objet d’une production scientifique riche :
communications orales et affichées dans des séminaires, ainsi que la publication d’un article
scientifique classe A. Il est aussi a signaler que ce théme de these a bénéficier de formation en
Master de recherche, nous a permis aussi d'explorer en profondeur ce vaste domaine d'étude,
de générer des idées et méme d’en développer une expertise qui a €té essentielle pour

proposer une idée de StartUp innovante et prometteuse.

KOUT S. 5



(

N

AN

- G)
Chapitre .1.
Les hydrocarbures :
concepts généraux
(G



Chapitre.1. Les
hydrocarbures : concepts généraux

Chapitre .1. Les hydrocarbures : concepts généraux

Les hydrocarbures sont une ressource énergétique qui présente des avantages pour
I'économie d'un pays (Faria, 2020) ; (Arent et al., 2017), mais beaucoup de désavantages pour
I'environnement (Patel et al., 2019). Ils sont majoritairement utilisés comme combustible a
des fins énergétiques, domestiques ou professionnelles. Leurs propriétes se révelent tres utiles
pour évaluer leurs impacts potentiels dans I’environnement. Elles vont notamment permettre
de mieux prévoir leur répartition, ainsi que leur comportement dans les différents
compartiments de I’environnement (eau, sol, sSédiments, atmospheére, végétaux, étres vivants).
1. Définition

Les hydrocarbures comprennent de nombreux produits pétroliers allant du pétrole brut
jusqu’aux produits pétroliers raffinés. Leurs molécules résultent de la combinaison d’atomes
de carbone tétravalents et d’atomes d'hydrogéne monovalents, ou le carbone présente 83 a
87% en volume et 1’hydrogene 10 a 14 % (Durousset, 1999). Ils possédent en conséquence
une formule brute de type: C,Hm, ou n et m sont deux entiers naturels (Favennec, 1998). Les
hydrocarbures sont, selon les conditions de température et de pression : solides (paraffine),
liquides (essences, pétrole, etc.) ou gazeux (méthane, butane, etc.). Les hydrocarbures peuvent

aussi comprendre des atomes d’oxygene, d’azote et de souffre (Lefebvre, 1986) et des métaux

a I’état de traces (nickel, vanadium, etc.) (BastienVentura et al., 2005).

Le terme «Hydrocarbure» est une appellation générique qui désigne le pétrole sous
toutes ses formes (pétrole brut, le fuel-oil, les résidus d’hydrocarbures et les produits raffinés,

«condensatsy, huiles minérales, gasoils et essences...etc.) (Cabane, 2012).

2. Les familles des hydrocarbures pétroliers
Les pétroles bruts sont constitués de différentes familles des composés dont la
composition chimique varie énormément selon leur origine geographique et géologique. Les
composeés pétroliers (pétroles bruts ou produits raffinés) peuvent étre aussi classés en fonction
de leur structure. C’est le classement le plus employé en raison de I’importance de

I’arrangement moléculaire sur le devenir et la mobilité de ces molécules dans I’environnement

(Gomez, 2010) (Figl).
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Figure 1. Classes des hydrocarbures pétroliers (Kuppusamy et al., 2020)

Les produits pétroliers, sont alors groupés en quatre familles principales qui sont
présentés en proportions variables selon l'origine: les asphalténes (0 a 10 %), les composés
polaires (5 a 25 %), les hydrocarbures saturés (30 a 70 %), les hydrocarbures aromatiques et
poly-aromatiques (20 a 40%) (Soltani, 2004).

2.1 Les hydrocarbures saturés (alcanes)

Cette famille est composée uniquement de carbone et d’hydrogeéne, avec deux types de

configuration :

» Les aliphatiques de formule CnHyn+,, sont aussi appelés respectivement paraffines et
isoparaffines en industrie pétroliére. Ils regroupent les alcanes linéaires et les alcanes
ramifiés et constituent une des classes les plus abondantes (10 a 40 % des hydrocarbures

totaux d’un brut pétrolier).

» Les cycloalcanes de formule générale CnHan, sont aussi appelés respectivement naphténes
ou cycloparaffines en industrie pétroliere. Ils referment des composés cycliques (a 5 ou 6
atomes de carbone) saturés et le plus souvent substitués. Cette famille représente entre 30
et 50 % des hydrocarbures totaux d’un pétrole brut.
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2.2. Les hydrocarbures insaturés
Cette classe possede au moins deux atomes de carbones reliés par une liaison multiple

(double ou triple). On distingue :

> Les alcénes (oléfines) de formule CnHan, sont linéaires, cycliques ou ramifiés et
comprennent une ou plusieurs liaisons doubles. Le pétrole brut d’origine fossile ne contient
en général pas d’alcénes (Soltani, 2004).

> Les alcynes autrefois appelés hydrocarbures acétyléniques, sont des hydrocarbures
insaturés. Leur formule générale est CnHyn-,. Ils sont aussi linéaires, cycliques ou ramifiés
et comprennent une ou plusieurs liaisons triples.

» Les hydrocarbures aromatiques : plusicurs familles d’hydrocarbures aromatiques dont le
nombre de noyaux varie de 2 a 6 sont présentes dans le pétrole brut. Ces composés sont
dominés par des composés mono-, di- et tri- aromatiques. Les hydrocarbures aromatiques
sont répartis en deux familles d’hydrocarbures insaturés :

¢+ Des hydrocarbures aromatiques monocycliques (HAM) tels que les BTEX ;

¢+ Des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP).

2.3 Les composeés polaires

Cette fraction correspond aux constituants mineurs d’un pétrole brut, ce sont des
molécules hétérocycliques dont le cycle excepté I’atome de carbone, renferme un ou
plusieurs hétéroatomes, tels que :
* D’azote et I’hétérocycle est dit composé azoté tels que les pyridines, les quinoléines,....
* le soufre ici I’hétérocycle est dit composé soufté, tels que les mercaptans, les sulfures, les
disulfures,...
* l’oxygene, I’hétérocycle est dit composé oxygéné comme exemple les phénols, les acides

carboxyliques, les alcools, les aldéhydes,....

2.4 Les asphaltenes et les résines

Les résines contiennent des structures aromatiques (polycondensées ou non) dont le
nombre de cycles est supérieur a 6 (Speight, 2004). Les composés appartenant a la fraction
des résines et asphalténes peuvent étre liés a d’autres éléments outre I’hydrogéne et le carbone
tels que I’azote, ’oxygene et le soufre pour former des hétéroéléments. Ils constituent une
faible partie du pétrole brut, 1 a 5 % du pétrole 1éger alors qu’un pétrole lourd peut contenir
plus de 25 % d’asphaltenes et 20 % de résines (Soltani, 2004).
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Enfin, des métaux sont présents dans les pétroles bruts a 1’état de traces. Le vanadium,
le nickel sont généralement les plus abondants mais du fer, du cuivre et de I’uranium ont

également été détectés (Bertrand et al., 1989).
3. Produits pétroliers commerciaux

3.1. Pétrole brut

Le pétrole brut est présent, en général, dans des formations géologiques particuliéres,
telles que les anticlinaux, les piéges de faille et les domes de sel, que 1’on trouve sous divers
types de terrains et dans des climats trés divers. En pratique, le lieu d’accumulation appelé
"piége" constitue une nouvelle couche imperméable formant le plus souvent une espece au-
dessus de la roche poreuse dans laquelle le pétrole circule. La roche qui contient le pétrole
s'appelle un réservoir. En s’accumulant en profondeur dans les terrains poreux et fissurés, les
hydrocarbures forment ce qui est appelé des gisements. Le pétrole est un mélange
extrémement complexe comprenant plusieurs milliers de molécules différentes. Mis a part les
produits acétyléniques, tous les types d’hydrocarbures sont présents dans le pétrole brut. C’est
en fait, un mélange complexe d’hydrocarbures, ainsi que des traces d’hétéroatomes (soufte,
d'azote, d'oxygeéne), d'eau salée, de métaux (Fer, nickel), ainsi que de vanadium, de nickel, et
aussi de 1’'uranium (Soltani, 2004). La proportion de chaque élément (carbone ou hydrogene),
surtout des hétéroatomes et métaux, dépend fréquemment de l'origine géographique du
gisement de pétrole (Tabl). Ces éléments cités sont engages dans des structures chimiques
complexes (phénols, furannes, amines, amides,...etc), ou concentrées dans les fractions
lourdes comme les résines et les asphaltenes (Darmendrail, 2000).

Les pétroles bruts sont produits essentiellement sous de hautes pressions et
températures sur la matiére organique a travers les éres géologiques. En effet, les bruts sont
uniques et diversifiés en raison de leur composition, leur nature chimique et de leur origine
(Fingas, 2013), aussi leur provenance : les bruts légers sont tres riches en hydrocarbures
saturés et trés pauvres en asphalténes (Arabian Light) (Syakti, 2004). Cette diversité dans la

composition d’un brut est un aspect tres important dans 1’industrie du raffinage.
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Tableau 1. Composition élémentaire de quelques pétroles bruts (Speight, 2014)

Composition Bruts

Brent Oural Sahara Blend Athabasca
Origine géographique  Royaume Russie Algérie Canada

Uni

Carbone (% poids) 86.1 85.8 88.2 83.9
Hydrogene (% poids) 13.14 12.6 11.6 10.8
Soufre (% poids) 0.4 1.4 0.13 4.8
Azote (ppm) 948 2050 310 4775
Métaux (ppm) 17.3 75.8 9.2 198.8
Densité a 15°C 0.833 0.869 0.804 1.011

3.2. Les produits pétroliers

La production des produits pétroliers s’effectue par le biais de différentes étapes de
séparation et transformation du pétrole brut. On parle alors de raffinage du pétrole (Fig2) ; ou
il est séparé en plusieurs sous-mélanges dénommés coupes pétroliéres ou fraction pétroliere.
Ces derniéeres sont traditionnellement caractérisées par un intervalle de distillation, exprimé en
température d’ébullition normale ou en nombre d’atomes de carbone équivalent des
paraffines. Selon le niveau de transformation, les dérivés du pétrole peuvent étre des
carburants, des gaz de pétrole liquéfié pour les voitures, du kérosene pour les avions ou
encore toutes sortes de fioul pour les usages domestiques. Généralement, on regroupe les
produits pétroliers en trois grandes catégories :
> Les produits légers : gaz de pétrole liquéfié (GPL: butane et propane), carburants auto

(essences) et naphta pour la pétrochimie;

> Les produits intermédiaires: Jet Al (aviation), gasoil moteur et fuel-oil domestique (FOD);
> Les produits lourds: fuels lourds industriels, bitumes, bases pour lubrifiants.

Tour de distillation

. f— GAZ
20- 70" : Essence
e Essence
70 - 160° : Nafta )
( i 51 U
S— Nafta
160 - 250".: Kérozéne
o L‘ |—;§ Kérozéne
Injection 250 - 300° : Gazole
pétrole /\
brut a 400° . { \" % Gazole
- 2, L) ! §
lFiouI lourd

Figure 2. Produits de raffinage du pétrole
(Naudot, 2019)
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3.3. Gaz de Pétrole Liquefié (GPL)

Les GPL sont utilisés comme combustible dans les cuisines domestiques, la production
d’eau chaude ou de chauffage, et dans une moindre mesure comme carburant pour les
véhicules. Ce sont un mélange d’hydrocarbures légers constitués principalement d'environ
80% de propane et de 20 % de butane, incolores et inodores, extrémement inflammables et
volatiles qui sont stockes sous forme liquide (250 litres de GPL gazeux égale a un litre de
GPL liquide). Pour déceler d’éventuelles fuites, un additif est ajouté au mélange de gaz pour
permettre une détection olfactive (mercaptan additif tel que le diéthylmercaptane ou le
diméthylsulfide).

3.4. Essences
L’essence est un liquide inflammable, issu de la distillation du pétrole et utilisé comme
carburant dans les moteurs a combustion interne. D’aprés Marchal et al. (2003), les essences
sont des liquides qui possedent une grande densité d’énergie dont le nombre de carbone est
compris entre 4 et 10. Ce sont des mélanges d’hydrocarbures, auxquels peuvent étre ajouté
d’autres produits combustibles ou adjuvants (Colombano, 2010). On y trouve en moyenne
(Fig3):
e 20 % a 30 % d’alcanes (hydrocarbures saturés) ;
e 5% de cycloalcanes (hydrocarbures saturés cycliques) ;
e 30 % a45 % d’alceénes (hydrocarbures insaturés) ;
e 30 % a 45 % d’hydrocarbures aromatiques, parmi lesquels les BTEX, dont la
répartition est décrite dans la Figure 4.
L’essence se présente sous une couleur jaune trés pale voir transparente. Elle est par

ailleurs fortement odorante, facilement inflammable et trés volatile.

Autres
aromatiques; 14%

Cydoaicanes; 2%

Alcéne; 4%

n-aicanes; 9%

Figure 3. Composition de I'essence Figure 4.Répartition en masse des BTEX
(Lemiere et al., 2001) dans l'essence (Ata Mitra & Roy, 2011)
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3.5. Le kérosene

Le kéroséne ou pétrole lampant, est un mélange d’hydrocarbures issu de la distillation
et du raffinage du pétrole brut. De formule chimique allant de C1oH2, & C14H30; le kéroséne
est constitué de plus de 80 % d’hydrocarbures aliphatiques et de 0 a 15 %.d’hydrocarbures
aromatiques en Cg-Cy5. Sa teneur en soufre est négligeable. Le kéroséne est un liquide blanc

ou léegérement jaune qui présente une Iégere odeur de pétrole.
3.6. Le diesel

Le diesel ou gasoil, est tres largement utilisé comme carburant automobile dans les
moteurs a allumage par compression. Sa présentation est plus détaillée dans la partie

« Analyses et protocole expérimental » du Chap5.

3.7. Autres produits
% Le fioul domestique fait partie des énergies de chauffage. Comme il possede les mémes

caractéristiques gque le gazole, un colorant rose lui est rajouté pour le différencier.

% Les bitumes sont des mélanges d’hydrocarbures a poids moléculaire élevé, utilisés

fréquemment dans le fagonnage des routes.

% Les lubrifiants sont utilisés pour réduire les frottements et limiter I’usure des piéces des

moteurs et des machines.

% Additifs oxygénés qui sont rajoutés aux produits pétroliers, tels que les additifs
antidétonants de 1’essence ou ceux du gasoil. Les additifs les plus courants sont des éthers
(le MéthylTertButyEther (MTBE) et I’EthylTertButyEther (ETBE), des alcools (alcool
isopropinique et alcool isobutylique) (Bocard, 2006).

4. Forages, Fluides de forage et bourbiers pétroliers

4.1. Forage pétrolier

L'opération de forage est considérée comme I'une des principales opérations par laquelle
les produits pétrochimiques sont extraits des terres (Onshore) et des eaux profondes
(Offshore) (Hassan et al., 2017). Le systéeme de forage peétrolier est un ensemble structurel,
visant a accéder aux roches sédimentaires pouvant contenir des hydrocarbures, c’est
également le trou résultant de I’opération de forage. Dans 1’industrie pétrolicre le systeme de
forage le plus répondu est le systeme de forage rotary qui necessite des équipements sur la

surface «l'installation» reliée avec d’autres équipements qui s'étend sous terre «la garniture»
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(Fig5). Généralement son principe consiste a utiliser un outil qui détruit la roche sous 1’effet
du poids et de la rotation. Parmi les forages pétroliers les plus couramment connus on note :
(1) forage d’exploration pour confirmer la présence d’hydrocarbures, (2) forages d’évaluation
qui permettent d’estimer la viabilité économique du développement et forages de production
pour aboutir a ’exploitation d’un gisement avec des puits de développement pour la mise en

production

Installation de forage

derrich

Garniture de forage

Figure 5. Plateforme de forage (Ba, 2010)

4.2. Fluides de forage

Un fluide de forage, appelé aussi boue de forage, est un systéme composeé de différents
constituants liquides (eau, huile) et/ou gazeux (air ou gaz naturel) contenant en suspension
d‘autres additifs minéraux et organiques (argiles, polymeéres, tensioactifs, déblais,
ciment,....etc) (Malo et al., 2015) (Tab2). Ils sont exploités pour la réalisation des excavations
en terrains difficiles lors des travaux en forages dirigés. Le type de boue est choisi en fonction
des performances recherchées et désigne les propriétés physico-chimiques du fluide de forage.
Trois types de boues sont souvent employés : la boue a base d’eau (Water Based Mud,
WBM), la boue a base d’huile (Oil Based Mud, OBM) et la boue synthétique (Synthetic
Based Mud, SBM). Les boues de forage doivent avoir des propriétés telles qu‘elles facilitent,
accélérent le forage, favorisent ou tout au moins ne réduisent pas d‘une manicre sensible et
permanente les possibilités de production des sondages (Lummus et Azar, 1986). Elles sont
généralement employé€es pour stabiliser les parois d’excavation (les parois latérales) et pour

évacuer les déblais de forage.

KOUT S. 13



Chapitre.1. Les
hydrocarbures : concepts généraux

Tableau 2. Composition des fluides de forages (Parigot et Garcia, 1974)
Composants Exemples

Les colloides argileux les bentonites, les attapulgites

Les colloides organiques  1’amidon ; CMC (carboxyle Méthyle cellulose.)

les polyphosphates de sodium, les tanins, les lingosulfonates

Fluidifiants et défloculants L . : _
les lignines ; les tourbes, acides humique et lignites.

soude caustique (NaOH) ; le carbone de soude (Na,Cos)

le bicarbonate de sodium (NaHCO3)

le gybse (CaSO4 hydraté) ; la chaux éteinte (Ca(OH) »,)

le chlorure de sodium (NacCl) ; le chlorure de calcium (CaCl,)

Les additifs minéraux

les antiferments ; les anti-mousses ; les agents de déecoincement
Les produits organiques les antifrictions et extréme-pression ; les anti-corrosions
les anti-bourrant et accélérateurs de vitesse d’avancement.

la braytine ou sulfate de baryum (BaSOy, densité : 4,3)
Alourdissants carbonate de calcium (CaCOs, densité : 2,7).
la galéne ou sulfure de plomb (PbS, densité : 7)

colmatant granulaires ; colmatant fibreux ; colmatant gonflants

Les colmatants . C :
colmatant lamellaires ; colmatant a prise (liant hydraulique)

4.3. Les lagunes a hydrocarbures

Les lagunes a hydrocarbures sont définies, comme étant des cavités naturelles ou
artificielles creusées dans le sol, non équipées d’un fond étanche, d’une paroi latérale, d’une
membrane ou de toute autre forme d’étanchéité. Les origines des lagunes ont été regroupées
en cinq catégories distinctes: 1) I’exploration et la production pétroliére; 2) le raffinage des
produits pétroliers; 3) la pyrolyse de la houille; 4) les accidents impliquant des hydrocarbures;
et, 5) des origines autres (ex. lagune de déballastage des navires). En général, deux types de
dépots liés aux activités d’exploration et production pétrolicre s’apparentent a des lagunes a
hydrocarbures ; on distingue : (1) les dépdts de boues de forage ou « bourbiers » et (2) les
fosses de brilage (« burn pits »). La création d’un bourbier préalablement aux opérations de

forage répond a plusieurs nécessités :

v' la récupération et le stockage temporaire des déchets solides (cuttings) provenant de

I’exécution du forage ;
v la récupération de I’écrémage de la boue de forage associée aux déchets solides ;

v' le stockage temporaire de la boue de forage avant tout changement de phase (ex :

passage d’une boue salée a une boue a 1’eau douce) ;
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v’ le stockage temporaire des résidus liquides non pétroliers lors des essais de
production (eau de la formation géologique), les residus pétroliers pouvant étre

détruits dans une fosse de brdlage (« burn pit »).

Le bourbier est une fosse de 2000 & 3000 m® qui sert & recevoir les rejets d’effluents
liquides et les déchets solides issus d’un forage. Il est aujourd’hui équipé d’un revétement
plastique étanche (liner) (Fig6a) qui joue le role d’une plateforme, et d’un déshuileur aprés la
surverse. Les résidus sont ensuite récupérés par pompage a partir de camions sous vide et
dirigés vers des décharges autorisées. Ce processus implique une ségrégation organisée des
rejets au niveau du chantier de forage. A titre d’exemple, un bourbier 4 HMD, en fin de
forage, peut contenir jusqu’a 600 m® de gasoil perdu par encapsulation. Ces quantités seront
par la suite lessivées sous ’action des eaux de rejets qui peuvent atteindre jusqu’a 12000 m®,
Cependant, les hydrocarbures non solubles dans 1’eau se retrouvent en flottaison sur la surface
du bourbier, alors que ceux solubles se verront entrainés en profondeur par infiltration du
fluide vecteur, en 1’occurrence 1’eau de rejet (Lounis et Daoud, 2005). Dans le passé, les
bourbiers étaient débarrassés de la phase liquide par infiltration dans les sols puis remblayes
par une couche de matériaux terrigenes. Ces sites de dép6t de boues de forage (Fig 6b) sont
principalement contaminés par des molécules toxiques telles que les hydrocarbures (gasoil ou
pétrole), des métaux lourds et des metalloides (arsenic), du H,S ou d’autres produits soufrés
indésirables, voire méme des radionucléides. La boue peut aussi étre chargée de composes
organiques ou explosifs inflammables (tels que du gaz naturel ou d'autres hydrocarbures
gazeux). Vu le risque d’infiltration vers les nappes phréatiques qui sont trés vulnérables a
toutes contaminations, il est strictement indispensable d’imperméabiliser les bourbiers, avant
le démarrage du forage pétrolier et de les compartimenter en bassin pour séparer les types de

rejets huileux et a base d’eau. L’imperméabilisation se fait par :
*  Enduit spécial (terre fine + argile).
*  Asphalte plus un produit bitumineux.
*  Bentonite qui présente aussi une action de détoxication.

*  Reveétir les parois du bourbier par de larges piéces en plastique.
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Figure 6. Préparation d’un bourbier (a) et bourbier a Hassi Messaoud (b) (Hadj Abbas, 2023)

5. Empreinte du secteur énergétique sur I’environnement

Les hydrocarbures sont des contaminants environnementaux omniprésents qui peuvent
étre introduits dans 1’environnement par diverses sources naturelles (éruptions volcaniques et
incendies naturels) (Liu et al., 2014) et anthropiques (incinération des déchets, émissions des
véhicules a moteur, combustion du charbon, raffinage du pétrole, combustion des
combustibles fossiles, industrie du coke et de I'acier) ( Gupte et al., 2016 ; Liu et al., 2018 ;
Chen et al., 2015 ; Callen et al., 2014 ; Jang et al., 2013 ; Hedberg et al., 2005 ; Adeniji et al.,
2019). lIs constituent une classe des produits chimiques organiques dangereux et représentent
une menace pour la santé publique (Kim et al., 2018 ; Miri et al., 2019). Ils sont persistants

présentant des toxicités cancérigenes, tératogenes et mutagenes (Grimmer, 2018).

Les hydrocarbures pétroliers sont souvent détectés dans diverses matrices
environnementales, y compris le sol, I'eau, les sédiments et les micro-organismes aquatiques
(Wang et al., 2019). Les HAP pétrogéniques et pyrogénes sont les plus abondants et
généralement formés par la réduction des précurseurs biogenes (Tongo et al., 2017 ; Xiao et
al., 2014). Ills présentent un certain nombre de problémes s'ils sont rejetés dans
I’environnement sous forme de matiéres premiéres ou de pétrole brut. Parmi ces problémes,
mentionnons les dangers d'explosion et d'incendie, la migration dans le sol, I'eau et I'air, les
odeurs, et la perturbation des processus édaphiques comme la rétention d'eau et le cycle des
éléments nutritifs.
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5.1. Les hydrocarbures dans I’air

L'extraction, le transport et l'utilisation des produits pétroliers produit une grande quantité
de substances chimiques qui sont émises dans l'atmosphére. Cela se remarque visiblement
dans les puits de pétrole d'ou jaillit un géant feu entretenu nuit et jour par une géante
cheminée visible a des kilométres a la ronde. Au cours de cette operation, des milliers de
polluants et autres gaz nocifs sont rejetés dans I'atmosphere et s'incrustent dans la
stratosphére. Il s'agit notamment du dioxyde de souffre, du monoxyde de carbone et d'azote,
du souffre, du fluor, du plomb, etc. Il est & noter aussi que la croissance rapide de
I'industrialisation a augmenteé les émissions quotidiennes de HAP (Lang et al., 2008 ; Zhang et
Tao, 2009).

Les hydrocarbures pétroliers existent dans I'air ambiant en phase vapeur ou dans les
aerosols en fonction de conditions atmosphériques (température ambiante, humidité, etc.), la
nature de lI'aérosol (origine et propriétés) et les propriétés de chaque hydrocarbure (Zhang et
Tao, 2009 ; Wang et al., 2017). Les hydrocarbures légers réagissent avec d'autres polluants
environnementaux tels que lI'ozone, les oxydes d'azote et le dioxyde de soufre et forment des
diones, nitro- et des dinitro-hydrocarbures, ainsi que des acides sulfuriques.

Cependant, les émissions des véhicules a moteur demeurent une source signifiante
d’hydrocarbures dans les aérosols atmosphériques (Kumari et al., 2011) ce qui exprime leur
concentration dans les environnements urbains. En général, les hydrocarbures entrainent des
risques a l'atmosphere par le fait qu'ils réduisent la couche d'ozone et contribuent au

phénomene planétaire du réchauffement climatique avec les gaz a effet de serre.
5.2. Les hydrocarbures dans I’eau

Les cours d'eau sont des milieux renouvelables. Ils sont dotés, comme le sol d'un
pouvoir de régénération naturelle et d'une capacité de dilution. Les hydrocarbures pétroliers
qui arrivent dans lI'environnement marin peuvent avoir quatre origines majeures: les sources
géochimiques, I'extraction de pétrole, le transport et la consommation, entrainant des risques
de pollution (accidentelle et chronique) (Soltani, 2004). Une fois déversé en mer, le pétrole est
soumis a différents processus qui vont entrainer des modifications de son aspect général et de
ses caractéristiques physico-chimiques (Fig7). On distingue généralement une phase
d’évolution a court terme qui intervient dans les premiers jours qui suivent le déversement

marquee par :
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« [’¢étalement de la nappe,

» [’évaporation des fractions légeres,

» La dissolution des composés les plus solubles,

* L’émulsification du produit sous 1’effet de 1’agitation,

* La sédimentation par fixation du produit sur les matiéres en suspension.

C’est durant cette phase d’évolution que plusieurs phénomenes majeurs sont observés:
le déplacement des nappes d’hydrocarbures a la surface de 1’eau sous 1’effet des vents et des
courants, la pollution éventuelle du littoral, la dispersion des hydrocarbures dans la masse
d’eau, la contamination des fonds marins, les effets écologiques immédiats par mortalités
massives et fortes contaminations des espéces marines. On remarque aussi une phase
d’évolution a long terme qui se déroule sur des semaines, des mois, voire plusieurs années.
Cette seconde phase d’évolution est associée a la phase de décontamination de
I’environnement sous 1’effet du niveau d’énergie des sites contaminés : énergie solaire (photo-
oxydation), énergie mécanique du milieu (dispersion naturelle), énergie biologique
(biodégradation, métabolisation in vivo). Selon Noemie et al. (2003), 15% du pétrole brut
s’évapore dans D’atmosphére, 16% se dispose dans [’eau, 22% est biodégradé, 3%
s’agglomeére en haute mer, 15% s’échoue sur les cotes et 28% non dégradé pénetre dans le

sédiment.

Etalement
Evaporation

Oxydation Etalement
Emulsification l
T PO, e® @ e ey -, AL N - S R T T o

- .
- - - - . -

o so @ @ . _..0..,-.... . Rafar S AR S
5% - T ce® - 5 e e .®

." - Dissoluton *_ = . * ® _-* . Dispersion i s
- R > - - - STt Zia = alw

5 .

- -

coar : 3 Biodégradation
Sedimentation

Figure 7. Comportement des hydrocarbures lors d’un déversement en milieu
aquatique (GENIVAR, 2013)

5.3. Les hydrocarbures dans les sols

Le sol est un milieu dynamique et complexe. Il représente une interface entre la
lithosphere dont il est la partie la plus superficielle, I'atmosphére, la biosphére, les activités
humaines et I'nydrosphere (eaux superficielles ou de nappes). La contamination des sols a des

origines diverses, qui résultent souvent de zones sources, autour desquelles se développent
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des zones diffuses. A la suite d’un déversement, sous I’influence de processus de transports
horizontaux et verticaux, les hydrocarbures vont se propager dans le sol. Ils seront également
soumis a différents processus d’altération physique, chimique et biologique qui vont modifier
leur composition chimique et leurs propriétés physiques ainsi que leur devenir dans le milieu.
I s’agit respectivement des processus de photo-oxydation et de biodégradation,
d’évaporation, d’adsorption, de percolation, de dissolution et de sédimentation (Fokou
Mbogne, 2017) (Fig8). Il a été rapporté que quelques jours aprés un déversement de pétrole,
le taux de perte d'hydrocarbures dans le sol par évaporation atteint 5-10% pour les fractions
lourdes, 40% pour les produits pétroliers bruts et 70% pour les fractions volatiles (Lee et al.,
2013).
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Figure 8. Le devenir des polluants dans le sol (Maes et al., 2007)

5.3.1. Cas des bourbiers pétroliers

Le bourbier est un lieu d'isolement et de stockage des déchets de boue du forage. Les
éléments essentiels qui constituent ces déchets sont des hydrocarbures (gasoil), de I'eau, des
déchets solides (déblais de forage) qui contiennent des métaux lourds, des radionucléides,
...etc, et les sels. Ces substances chimiques sont connues pour le risque, la pollution et
I’endommagement de 1’environnement qu’elles présentent. Leur toxicité change de maniere

significative, de non toxique a extrémement toxique.

Sur le plan environnemental, en plus des pertes de circulation des fluides pendant et
apres le forage, le bourbier, en tant que collecteur des produits liquides et solides issus du
forage, représente une grande source de pollution et de danger. Dans la plupart des cas, les
rejets et liquides de forage (boue de forage, cutting , ...,etc) sont déversés directement sur le
sol sans aucune protection dans des fosses non conformes et non protégées. Les impacts

environnementaux des activités de forage seraient minimaux si les déchets demeuraient a
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leurs points de rejet. Malheureusement, ces déchets peuvent étre transportés d'un point a un
autre selon certaines voies de migration. La libération des polluants contenus dans la source
vers l'environnement ne s'effectue pas de fagon homogeéne, et elle dépend aussi bien des

polluants que de la nature des solides porteurs. Elle s'effectue par les vecteurs suivants :

» Ruissellement des eaux de pluie ou de surface a la surface de la zone polluée, ou du tas de

solides pollues; les polluants sont alors transportes par I'eau, jusqu'a infiltration dans le sol

> Infiltration des eaux de pluie ou de surface a travers la surface de la zone polluée, ou de
tas de solides pollués, puis dans la zone non saturée sous-jacente ; les polluants sont alors

déplacés par I'eau percolant vers les nappes ;

> Dispersion aérienne des polluants (poussieres au vent, évaporation des polluants volatils),

suivie de retombées sur les sols environnants sous forme de pollution diffuse.

Le bourbier peut aussi représenter un danger pour les animaux, en effet apres avoir fini le
forage du puits et I'avoir mis en production I’appareil est démonté puis évacug, il ne reste que

le bourbier en attente d'étre traité qui constitue un piége pour les animaux.
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Chapitre .2. Le champ pétrolier de Hassi Messaoud

1. Présentation de la ville de Hassi Messaoud

La ville de Hassi Messaoud (HMD) est considérée comme le poumon économique du
pays étant donné qu’elle renferme des gisements de 1’or noir. Cependant, ’activité pétroliére
des différentes sociétés nationales et internationales qui y sont implantées, attire une
population tributaire de 1’extérieur, ce qui rend Hassi Messaoud un pdle cosmopolite. En
effet, la commune de Hassi Messaoud (Fig9) se situe au Sahara septentrional, au sud-est
d'Ouargla. Elle compte une population d’enivrent 45 147 habitants (ONS, 2008) et occupe
une superficie d’ordre de 71 237 km? représentant 43.64% de la surface totale de la wilaya
(DPAT OQuargla, 2013). Il est a noter que la moitié de cette surface est occupée par des
grandes accumulations sableuses d’altitude qui dépassent 200 m formant des Ergs. Le climat

est hyperaride avec une faible précipitation annuelle et une forte température.

Hassi Messaoud est le nom d’un puits d’eau ancien, halte caravaniére sur les routes du
Sud. Le premier puits pétrolier foré dans le Sahara algérien I’a été a proximité. Or, il s’est
révélé par la suite que ce lieu était approximativement au centre géographique d’un vaste
bassin pétrolifére. La ville de Hassi Messaoud est née du pétrole et vit aujourd’hui du pétrole
(Seghiri, 2002). Cependant, les bassins les plus productifs d’hydrocarbures en Algérie
demeurent ceux de I’Oued Mya ou se trouvent les gisements géants de Hassi Messaoud et de
Hassi R’mel, et de Berkine ou se trouvent les gisements d’Ourhoud et Hassi Berkine Sud. Les
forages dans le Sahara algérien se succédaient a un rythme rapide, tant sur 1’énorme champ de
gaz de Hassi R’Mel, que sur le gisement de pétrole géant de Hassi Messaoud, qu’on allait
bientdt ranger ce dernier parmi les plus grands et plus complexes gisements de 1’ Algérie, de

I’ Afrique et du monde.

De nos jours, la création de la nouvelle ville de Hassi Messaoud résulte de 1’application
directe de la loi n° 04-20 du 25 décembre 2004 relative a la prévention des risques majeurs et
a la gestion des catastrophes ; pour (1) faire face aux perspectives de développement des
activités d’exploitations minieres en direction de la ville existante et (2) prendre en compte les
risques encourus par la population en égard a la proximité des installations pétroliféres et

gazieres.
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Figure 9. Carte de la localisation géographique de Hassi Messaoud (In Bouselsal, 2017)

2. Geneéralités sur le champ de Hassi Messaoud

2.1. Historigque du champ

Aprés la mise en évidence par la sismique réfraction de la structure de Hassi Messaoud
(HMD) comme étant un vaste déme structural (une structure géologique capable de constituer
un piege pour les hydrocarbures), les ingénieurs géologues et techniciens de la compagnie
francaise SN.REPAL (Société Nationale de recherche pétroliére en Algérie EIf actuellement)
ont amorcé le 1* forage du puits MD1 (MD pour Messaoud) le 16 janvier 1956, non loin du
puits chamelier de Hassi Messaoud du fameux Messaoud ROUABEH. Le 15 juin de cette

méme année, ce forage a découvert a 3338 metres de profondeur de I'huile dans les grés du
Cambrien.

En mai 1957 et a 7 km au Nord-Ouest de MD1, le forage OML1 foré par la C.F.P(A)
(Compagnie Francaise des Pétroles (Algérie) TOTAL actuellement) confirmait I'existence
d'une quantité tres importante d'huile dans les grés du Cambrien. Depuis ces deux découvertes
le forage n’a pas cessé. La mise en production avait commencé en 1958 avec 20 puits
d'exploitation et vu la demande nationale et internationale en pétrole et a partir des mesures de
nationalisation des hydrocarbures, le 24 Février 1971 en 2004 le nombre de puits forés est
d’environ 1200. Par la suite, le champ de Hassi-Messaoud fut divisé en deux concessions
distinctes : C.F.P(A) pour le champ Nord. SN.REPAL pour le champ Sud. De ce fait, le
champ de Hassi Messaoud a connu plusieurs périodes de développement. Il a d’abord connu
une phase de développement des « zones de production » par forages verticaux jusqu’a I’an
2000, et une phase de développement des zones structuralement complexes ainsi que des

réservoirs de faibles propriétés matricielles (R2 supérieur) par forages non conventionnels,

KOUT S. 22



Chapitre.2. Le champ pétrolier de Hassi Messaoud

depuis 1997. On peut distinguer deux (2) phases majeures, chacune comprend plusieurs

périodes :

= Phase de développement par forages verticaux (1958-2000) ou le développement des
«zones de production» s’est effectuée a travers le forage de 80 % des puits verticaux du
gisement, dont 14 % sont des injecteurs. Des opérations de fracturation hydraulique ont

concerné 250 puits verticaux,

» Phase de développement par forages non conventionnels (1997-2005) ou des programmes
de forages type short radius ont été effectues. Plus de cent puits verticaux inexploitables
ont été repris en short radius depuis 1997. Les statistique jusqu’a Mars (2008) ont montré

que le nombre de puits foré est de 1369 puits.

2.2. Situation géographique et géologique

Hassi Messaoud se situe au Sahara septentrional a 850 km au sud-est d’Alger, a 350 km
de la frontiere Algéro-Tunisienne et a 86 km au sud-est de la ville d’Ouargla dont elle fait
partie administrativement. Le gisement pétrolier de HMD occupe la partie centrale de la
province triasique (vaste formation évaporitique du trias) dans le bassin de Berkine et s’éléve

a une altitude de 142 m. Sa localisation en coordonnées géographique est la suivante :

au nord par la latitude 32°15.

au sud par la latitude 31°30.

a ’ouest par la longitude 5°40.

a Dest par la longitude 6°35.
Sa localisation en coordonnées Lambert est la suivante : X= 790,000 — 840,000 Est. Y=
110,000 — 150,000 Nord. Le champ HMD est aussi limité (Fig 10):

« au Nord, par les structures de Djamaa-Touggourt ;

* 2 1'Ouest, par la dépression d’Oued M’ya,

« au Sud par le fond d’Amguid El-Biod ;

« a I'Est, par les hauts fonds de Dahar, Rhourd-EI-Baguel et la dépression de Ghadames.
* Au NW par les gisements de Ouargla (Gellala, Ben Kahla et Houd Berkaoui )

* Au SW par les gisements d’El-Gassi, Zotti et EI Agreb.

* Au SE par les gisements Rhoude El Baguel et Mesdar.
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Figure 10. Localisation du champ pétrolier de Hassi Messaoud (Zeroug et al., 2007)

2.3. Structure du champ HMD

Le champ HMD est un vaste déme anticlinal de 45 km de diametre, de direction :
N-NE/SS-O. Il est trés fortement érodé et cisaillé par un jeu de failles qui sont dues aux
mouvements tectoniques des plaques, faisant apparaitre une géométrie en Horst et Grabens.
Ces failles sont détectées soit par décalage structural des formations ou encore lors de la
répétition des séries sédimentaires. Ce gisement produit de I'huile dans le réservoir Cambro-
Ordovicien formé essentiellement de grés compacts fins a grossiers est caractérisé par sa
fissuration et son hétérogénéité qui se traduit remarquablement par les variations extrémes des
propriétés petro physiques, conduisant au changement de pression et de production d'une zone

a une autre. Les accidents affectant le réservoir sont:

= Les failles de direction subméridienne et ainsi que d’autres failles qui sont perpendiculaire

de direction Nord-Ouest / Sud-Est, ce qui fait ressortir le caractére tectonique ;
= Les cassures sans rejets qui ont un grand effet sur la fracturation du réservoir.

Les puits secs sont généralement liés aux accidents tectoniques aux fractures qui leurs sont
associees. Du point de vue caractéristique du réservoir, le gisement de Hassi Messaoud est

défini dans une trilogie parfaite :
e Hétérogene : sur une verticale et sur un plan.
e Discontinu : par I’écoulement des fluides.

e Anisotrope : par la présence de silt.
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2.4. Zonation du champ HMD

L’évolution des pressions des fluides en fonction de la production a permis de
subdiviser le gisement de Hassi Messaoud en 25 zones productrices numérotées et séparées
par des hors zones (Figll). Une zone de production est définie comme un ensemble de puits
qui peuvent communiquent entre eux du fait de 1’hétérogénéité du réservoir et/ ou de
compartimentages structuraux dus a des blocs faillés (Farhat et al., 2010). Le contour
géologique de ces zones est constamment révise au regard des nouvelles données obtenues
(implantation de nouveaux puits). Il est a noter qu’une méme zone (ex : la zone 1) peut étre
subdivisée en sous zones (ex : la, 1b, 1c). Le champ de Hassi Messaoud demeure
traditionnellement divisé en Hassi Messaoud Nord et Hassi Messaoud Sud a chacun sa propre

numérotation :

* La numérotation du champ Nord est une numérotation géographique complétée par une

numérotation chronologique, exemple : Omo38
O : Majuscule, permis d’Ouargla ; m: superficie de la zone & huile: 1600 km?;
o: Minuscule, superficie de la zone & huile de 100 km?; 3 : Abscisse et 8 : Ordonnée

* La numérotation du champ Sud est principalement chronologique complétée par une
numérotation géographique basée sur des abscisses et des ordonnées d’intervalle égale a

1,250 km et harmonisée avec les coordonnées Lambert. Exemple : MD10 (33) — (15).
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Figure 11. Zones et numérotation des puits de HMD (Sonatrach, 2002)
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2.5. Description du réservoir du champ de HMD

Le gisement de Hassi Messaoud est a une profondeur qui varie entre 3100 et 3380 m.
Son épaisseur va jusqu'a 200 m, il comprend trois réservoirs gréseux dage Cambrien,
reposants directement sur le socle granitique. Il est représenté par une serie gréseuse dont
I'érosion post paléozoique affecte une partie dans le centre du champ. Il se subdivise de haut

en bas de :

» Reéservoir Ri : c’est une zone isométrique dont I'épaisseur est de 45 m essentiellement
quartzite a grains fins et a tigillites. Ce réservoir correspond au drain D5, qui est subdivisé

en trois tranches 7, 8 et 9.

« Résrvoir Ra : réservoir principal de Hassi Messaoud ou tous les puits sont producteurs.
Cette zone possede des caractéristiques pétrophysiques aptes a la production (68% des
réserves). Elle est anisométrique dont I'épaisseur moyenne est de 120 m environ, composée
de grés a ciment silico-argileux de grains moyens a grossiers. ce niveau se divise en trois

zones de sédimentologie :

*  Zone | : grossiere inférieure subdivisee de bas en haut :
v  Drain D1;
v" Drain ID (Inter Drain) ;
v Drain D2 ;

* Zone 11 : fine intermédiaire (D3) ;
*  Zone 11 : grossiere supérieure (D4).
« Réservoir R2 : série gréseuse a ciment argileux, d'une épaisseur moyenne de 80 m.

« Réservoir R3 : d'une hauteur d'environ 300 m, c'est une série gréseuse tres grossiere a
micro conglométriques, tres argileuse reposant sur le socle granitique qui a été rencontré a
une profondeur inférieure a 4000 m, c'est un granite porphyroide rose. 1l se divise en deux

sous niveaux ; le R2c et le R2ab. Cette zone est sans aucun intérét pétrolier
3. Activites industrielles du champ HMD

Selon les données de 1’Agence internationale de I’énergie (AIE) les réserves de pétrole
de I’Algérie, a partir de 2021, s’¢lévent a 12,2 milliards de barils. Ce chiffre place notre pays
a la 16°™ place du classement mondial des 20 plus grandes réserves de pétrole. Le champ
pétrolier de HMD, considéré comme 1’un des dix plus grands champs pétroliers au monde,

produit actuellement plus de 400 000 barils par jour et aurait une durée de vie de 80 ans. La
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commune de Hassi Messaoud est considéree comme un ensemble de zones servant comme
base opérationnelle pour les nombreuses entreprises nationales et internationales ayant une
relation avec le pétrole soit pour la recherche des gisements soit pour la fouille des puits...,
comme ENTP (Entreprise Nationale des Travaux Pétroliers), ENSP (Entreprise Nationale des
Services des Puits), ENAFOR (Entreprise Nationale des Forages), ENGTP (Entreprise
Nationale des Grands Travaux Pétroliers)....etc, travaillant en collaboration avec
SONATRACH, ainsi qu’une concentration de logements (les bases de vie) construits

provisoirement. Jusqu’au 10/09/2009, il compte 1393 puits de différents types, a savoir :

* 921 Puits producteurs de brut ;

* 62 Puits producteurs d’eau ;

* 57 puits injecteur d’eau ;

« 115 Puits injecteur de gaz ;

« 112 Puits abandonnés (huile + gaz + eau) ;

« 85 puits inexploitables ;

* 41 puits secs

Le gisement de HMD est caractérisé par ses puits productifs de pétrole, se formant

principalement dans les réservoirs cambriens. Généralement, plusieurs gisements ont été mis
en évidence, a savoir EI Agreb, Zotti, EI Gassi, Rhoude EI Baguel et Mesdar. En plus des

puits pétroliers, il en existe deux centres industriels :

» Au Nord : le Centre Industriel NAILI Abdelhalim (C.I1.N.A) et deux unités stellites OMP-
53 et OMN-77. Il est a noter que ce centre, recevant le brut du champ Nord de HMD est

doté d’une unité de traitement de brut, d’une unité de GPL et d’une unité de compression.

> Au Sud : le Centre Industriel Sud (C.1.S) et six unités satellites W-1A, W-2A, E-1C, E-2C,
S-1A et W-1C. Cependant, ce centre est constitué d’une unité de traitement de brut, de
deux unités de GPL, d’une raffinerie (RHM2), d’une unité de compression et d’un

laboratoire de qualité des produits finis.

Cependant, dans ces deux centres se fait le traitement du brut, qui sera par la suite
acheminé vers le centre de collecte de Haoud El Hamra, puis expédié vers les centres
industriels et les complexes d’exportation d’Arzew, Alger, Bejaia et Skikda. En effet,
I’activité et la vocation de HMD est spécialement la production et I’exploitation du brut,

secteur tres convoité de par ses avantages.
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4. Problémes d’exploitation du gisement

Le champ HMD présente des probléemes de forage et de production qui sont
géneralement aggraveés par les conditions sévéeres de températures et de pression régnant dans
le gisement. Cependant, le premier probleme est di essentiellement aux pertes de boues et au
temps de forage. Le second est d( aux depbts d'asphalténes dans le tubing a la présence, dans
la formation, d'eau salée saturée dans les conditions de fond. Ces dép6ts entrainent des

bouchages et diminuent fortement la productivité des puits.
4.1. Problémes de forage

Sur le champ de Hassi Messaoud, 1’expérience montre que dans la méme zone, avec une
formation identique, en utilisant le méme fluide, on peut rencontrer des problémes différents.
Lors de 1’opération de forage, on rencontre des pertes de boues parfois brutales sont dues a la
présence de fissurations assez développées, c’est le cas du puits OMOZ#84 qui fut abandonné
en Septembre 2002 & la profondeur 334 m suite a un affaissement de la plate-forme di a une
perte importante de boue, provoquant la formation de caves. Plusieurs approches ont aborde le
probleme des vibrations et de la qualité des outils. L'analyse statistique montre que sur un
nombre de 44 outils neufs de type PDC de diamétre 16" utilisés sur le champ de Hassi
Messaoud entre 2002 et 2003, seulement 23 outils ont pu faire toute la phase, tandis que les
autres outils ont été endommagés avant d'atteindre la cote finale, souvent a cause de
vibrations excessives (Rachedi et al., 2004). Ceci a eu comme conséquence I’utilisation d'un
nombre supplémentaire d'outils de forage et une augmentation de la durée de realisation de la
phase 16", a la fois par une réduction de la vitesse d'avancement et par les manceuvres
supplémentaires nécessaires pour changer l'outil de forage et pour nettoyer le trou des débris
métalliques. En effet, les probléemes de vibration ménent souvent a une augmentation de la
durée de forage, a l'usure prématurée des outils et a la fragilisation des parois du trou. Dans
une autre optique, le risque de venues trés probables d’eaux chlorurées calciques dans les
niveaux de dolomie vacuolaire du lias dolomitique (LD2). C’est une formation caractérisée
par une eau chlorurée calcique et une pression trés élevée et il n’est pas possible de
I’équilibrer par la pression hydrostatique sans provoquer des pertes : ¢’est I’exemple du puits
OMKZ#712 ou les opérations de logging intermédiaire furent annulées suite a la
manifestation du LD2. Enfin, les pertes de boue dans le réservoir constituent une partie
importante des incidents qui surviennent pendant la phase 6" ; une difficulté subsiste dans la
facon de contrbler ces pertes sans endommager le réservoir. Elles sont liées a des zones de

fissuration dont 1’extension et ’intensité sont variables.
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4.2. Les dépbts organiques

L’évacuation des hydrocarbures vers la surface provoque alors une sursaturation des
alcanes les plus lourds. Il existe différents types de dépdts organiques (asphalténes, résines,
paraffines, cires ...etc.). Les asphalténes et les paraffines sont des composés constituant la
partie lourde du pétrole. Ils peuvent se déposer partout (matrice, les perforations, tubing) a
cause du changement des conditions thermodynamiques (température ou/et pression).
Généralement, le dépot d’asphalténe est trés fréquent dans les zones 1A, 1B, 1C et 23, par

contre celui des paraffines s’observe le plus souvent en téte de puits.
4.3. Les dép6ts minéraux

Les eaux des gisements pétroliferes sont en générale tres chargées en sels et méme
saturées. On y trouve en prédominance le chlorure de sodium, il est toujours accompagné de
sels de calcium, potassium, magnésium, baryum, strontium, en quantités tres variables sous
forme de sulfates, carbonates, bicarbonates, chlorures, iodures et bromures. La présence d'eau
salée dans la formation provoque des dépots de cristaux de sel dans le tubing dés que des
quantités d'eau, méme trés faible, sont produites avec l'huile. C’est le résultat d'un
changement des conditions thermodynamiques. Pour inhiber ces dép6ts de sel, une injection

d'eau douce en continu ou par bouchons est préconisée.

Il est a noter que le dépbt des sulfates représente le probleme généralement le plus
rencontré dans le champ de HMD. Les Sulfates (sulfate de calcium, sulfate de strontium ou
sulfates de baryum) sont des dép6ts difficiles a enlever chimiquement. lls se forment
principalement a cause de I’incompatibilité entre les eaux d’injection (eau d’injection-Albien
qui est chargée en élément sulfate SO,*) et les eaux de formation (eau de gisement-Cambrien-
qui est chargée en baryum Ba?") soit pour ’adoucissement des puits salés ou pour le maintien
de pression. lls peuvent étre présents dans le tubing, dans les perforations et méme dans la
formation. La formation de ces dép6ts de sels donne des résultats néfastes sur les équipements
utilisés lors le dessalage : bouchage des puits et corrosion des installations. Ces dépbts sont

treés difficiles a éliminer malgré I'injection d'un inhibiteur de dép6ts (AD32).
4.4. Autres problémes

Les particules fines qui proviennent d’habitude du réservoir, peuvent se déplacer et
migrer avec la production du fluide et boucher les abords du puits causant ainsi une réduction
de la production. La solution adoptée dans ce cas est le Mud acid. Aussi, les percées de gaz et

d'eau dans les puits producteurs en zone d'injection posent des problémes de production.
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Un puit nécessite a court terme du gaz lift pour le maintenir en production d'ou des
investissements supplémentaires. Les percées de gaz sont moins dramatiques mais demandent
une exploitation des puits a des pressions en téte élevées et occasionnent des pertes de charges

supplémentaires dans la collecte.
5. Les rejets d’un champ pétrolier

Les bourbiers de forage posent des problématiques au niveau des volumes cumulés aux
files des années d’exploitation. Au d’épis des efforts fournis par la SONATRACH le nombre
de bourbiers traités reste plus inférieurs & celui accumulé. Les activités pétrolieres sont
accompagnees de rejets qui sont généralement de trois types :

% Rejets gazeux représentés essentiellement de NOy, de CO et d’hydrocarbures imbrulés
émis des torches des centres industriels.

* Rejets liquides qui proviennent des centres de production ou de réalisation de forage, sont
principalement constitués d’eau de purge, d’eau de nettoyage et eau de refroidissement.
Ces rejets sont caractérisés par des teneurs élevées en hydrocarbures et en métaux lourds et
d’une forte salinité. Ajoutons a cette catégorie de rejets ceux des bases de vie. Lors d’un
forage, une panoplie de produits chimiques est employée dans la formulation des boues de
forage. En plus des hydrocarbures, on note des additifs spéciaux. Ces rejets liquides sont
généralement stockés dans des bourbiers.

“ Rejets solides renferment généralement des déchets industriels tels des batteries, des
bidons, des cables et méme des cartouches de filtration. Ces déchets une fois triés sur site,
seront envoyés vers des sites appropriés pour leur élimination. Les déblais de forages
représentent la majorité des déchets générés lors du projet et leur composition reflete la
géologie du sol. Il est a noter que ce type de rejet est généralement stocké dans des
bourbiers.

Apres plusieurs années d’activité industrielles et d’exploitation du brut dans la région de
Hassi Messaoud, de nombreux bourbier de superficies différentes (Tab 3) ont été créés pour
recevoir des différentes quantités d’eaux huileuses, voire du brut dans le cas de déversements
accidentels. A titre d’exemple, deux principaux points de rejets a ’environnement des
effluents liquides industriels du complexe CIS sont :

% Un bourbier d’une superficie de 5000 m? environ recevant les effluents liquides de

I’unité RHM2, situé au nord-ouest du CIS ;

R/

¢ Un bourbier Sud d’une superficie de 270 000 m2 environ, recevant les eaux en sortie

de I'unité de traitement des eaux huileuses (UTEH).
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Ces deux bourbiers principaux (bourbier nord-ouest et bourbier sud) ne sont pas équipés

d’un liner et ne sont pas étanches. Le bourbier nord-ouest a été réalisé par excavation du sol et

compactage sommaire des berges. Le bourbier sud est une lagune endiguée dans une

dépression naturelle et contenue par surcreusement. Ils ne sont pas équipés d’une cloture

grillagée mais situés tous deux a I’intérieur de I’enceinte cloturée du CIS. Une opération de

forage pétrolier, dans le champ pétrolier de Hassi Messaoud, génére en moyenne 1500 m® de

déchets solides, composés principalement de fluides résiduels et de déblais stockés en

bourbier avant traitement (Ighilahriz et al., 2020).

Tableau 3. Les principaux bourbiers de la région de Hassi Messaoud

Nom du Superficie du Type de Rejet Distance Distance par | Date de
bourbier bourbier par rapport | rapport aux mise en
aux établissements | service
habitations | limitrophes du
les plus bourbier
proches
Bourbier | Le 1% bassin: | Eau huileuse 12 km 05 Km 1980
Unité 15000 m? provenant de la
Satellite Le 2°™ bassin: | purge d’eau des
OMN 77 | 15000 m? séparateurs
Bourbier | Le 1% bassin : | Eau huileuse 05km 05km 1972
Unité 2400 m? provenant de la
Satellite Le 2°™ bassin : | purge d’eau des
S1A 5000 m? séparateurs (lors de
I’arrét du bassin
API)
Bourbier 40000 m* Eau huileuse 15 km 15 km 1972
Unité provenant de la
Satellite purge d’eau des
WI1A séparateurs
Bourbier 220 000 m® Eau huileuse 17 km 05 Km 1978
Unité provenant de Ila
Satellite purge d’eau Des
E1C séparateurs
Bourbier | Le 1* bassin: Eau huileuse 15 km 10 Km 1975
Unité 2000 m? provenant de la
Satellite Le 2°™ bassin: | purge d’eau des
W2A 3000 m? séparateurs
Bourbier 20 000 m* Eau huileuse 02 km 02 km 1973
Unite provenant de la
Satellite purge d’eau des
E2A séparateurs
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Bourbier | Le 1* bassin: Eau huileuse 01 km 15 km 1989
Unité 300 m? provenant de la
Satellite Le 2°™ bassin | purge d’eau des
wic 3000 m? séparateurs

Le 3°™ bassin:

1200 m?
Bourbier02 | 800 m® avec une | Eau huileuse 03 km A T’intérieur du 1979
Centre extension provenant des CIS
Industriel piscines et des
Sud (CIS) purges.
Bourbier 270 000 m” Eau huileuse 02 km -Centre 1959/
Centre pellicule d’huile | provenant enflteur de 1960
Industriel | qui flotte sur | de la purge d’ecau NAFTAL
Sud (CIS) | environ 10 des déférentes Centrale

unités. électrique
SONELGAZ

6. Impact des bourbiers sur I’environnement

Le bourbier est un lieu d'isolement et de stockage des déchets de boue du forage. Les
éléments essentiels qui constituent ces déchets sont des hydrocarbures (gasoil), de I'eau, des
déchets solides (déblais de forage) qui contiennent des métaux lourds, des radionucléides,
...etc, et les sels. Ces substances chimiques sont connues pour le risque, la pollution et
I’endommagement de 1’environnement qu’elles présentent. Leur toxicité change de maniére
significative, de non toxique a extrémement toxique.

Sur le plan environnemental, en plus des pertes de circulation des fluides pendant et
apres le forage, le bourbier, en tant que collecteur des produits liquides et solides issus du
forage, représente une grande source de pollution et de danger. Dans la plupart des cas, les
rejets et liquides de forage sont déversés directement sur le sol sans aucune protection dans
des fosses non conformes et non protégées. Les impacts environnementaux des activités de
forage seraient minimaux si les déchets demeuraient a leurs points de rejet. Malheureusement,
ces déchets peuvent étre transportés d'un point a un autre selon certaines voies de migration.
La libération des polluants contenus dans la source vers I'environnement ne s'effectue pas de
facon homogene, et elle dépend aussi bien des polluants que de la nature des solides porteurs.
Elle s'effectue par les vecteurs suivants :

» Ruissellement des eaux de pluie ou de surface ou les polluants sont alors transportés
jusqu'a infiltration dans le sol ;

> Infiltration des eaux de pluie ou de surface a travers la surface de la zone polluée, ou de tas
de solides pollués, puis dans la zone non saturée sous-jacente ; les polluants sont alors

déplacés par I'eau percolant vers les nappes ;
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> Dispersion aerienne des polluants (poussieres au vent, évaporation des polluants volatils),
suivie de retombées sur les sols environnants sous forme de pollution diffuse.

Le bourbier peut aussi représenter un danger pour les animaux, en effet aprés avoir fini

le forage du puits et I'avoir mis en production I’appareil est démonté puis évacué, il ne reste

que le bourbier en attente d'étre traité qui constitue un piége pour les animaux.

7. Stratégies de I’état Algérien dans le domaine environnemental

L’importance et 1’augmentation de ’activité¢ industriel pétrolicre en Algérie, crée de
grands problémes environnementaux. C’est ainsi que des lois et des décrets et des accords ont
été formulés, dans le monde entier afin de protéger les écosystemes et leurs composants des
rejets des déblais de forages (Tab4). En Algérie, les grands principes qui régissent la
réglementation en matiere de protection du sol et du sous-sol sont formulés par les textes
suivants :

e La loi n°83-03 du 05/02/1993, prend en considération la pollution du sol. Le législateur
définit les déchets et pose les principes et les regles générales de leur gestion. Concernant
cette dernicre, la loi fait obligation a tout détenteur ou producteur de déchets d’assurer ou de
faire assurer leur élimination en évitant seulement, et non en supprimant, les effets néfastes

sur le sol, la faune, la flore, etc....

e Le décret exécutif n°93-160 du 10/07/1993, réglemente le déversement des huiles et

lubrifiants aussi bien dans le milieu naturel que dans le réseau d’assainissement.

e Le décret exécutif n°93-162 du 10/07/1993, fixe les modalités de récupération et de

traitement des huiles usagées.

e Le décret exécutif n°94-43 du 30/01/1994, fixe les régles de conservation des gisements

d’hydrocarbures et de protection des aquiféres.

e Le décret du : 18/12/1992, agissant en tant que norme européenne, publiée au Journal
Officiel de la République Francaise le 30/03/1993, est la norme suivie par SONATRACH,
pour le traitement des déblais de forage. Ce décret définit les parametres qui devraient étre
analyseés et leurs limites maximales a ne pas excéder pour que les déblais puissent étre rejetés

dans la nature.

e Décret exécutif n°09-19 du 23 Moharram 1430 correspondant au 20 janvier 2009

portant réglementation de I'activité de collecte de déchets spéciaux ;
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e Décret exécutif n°06-104 du 28 février 2006 fixant la nomenclature des déchets, y compris

les déchets spéciaux dangereux ;

e Décret exécutif n°® 05-314 du 10 septembre 2005 fixant les modalités d’agrément des

groupements de producteurs et/ou détenteurs de déchets spéciaux ;

e Décret exécutif n°05-315 du 10 septembre 2005 fixant les modalités de déclaration des

déchets spéciaux dangereux ;

e Décret exécutif n° 04-409 du 2 Dhou El Kaada 1425 correspondant au 14 décembre

2004 fixant les modalités de transport des déchets spéciaux dangereux ;

e Décret exécutif n° 04-410 du 2 Dhou El Kaada 1425 correspondant au 14 décembre
2004 fixant les regles générales d’aménagement et d’exploitation des installations de
traitement des déchets et les conditions d’admission de ces déchets au niveau de ces

installations ;

e Décret exécutif n° 04-410 du 14 décembre 2004 fixant les regles générales
d’aménagement et d’exploitation des installations de traitement des déchets et les conditions

d’admission de ces déchets au niveau de ces installations ;

e Loi n° 01-19 du 27 Ramadhan 1422 correspondant au 12 décembre 2001 relative a la

gestion, au contrdle et a I'élimination des déchets.

Tableau 4. Valeurs limites pour la mise en décharge des déblais de forage selon le Standard

Européen
Eléments Abréviation  Standard Européen
Les hydrocarbures totaux HC <5% (massique)
Chrome hexa valent Cr'® <10mg/kg ou 1mg/I
Total chrome Cr <100mg/kg ou 10mg/I
Plomb Pb <100mg/kg ou 10mg/I
Zinc Zn <500mg/kg ou 50mg/I
Cadmium Cd 50mg/Kg ou 5mg/I
Cyanure CN 10mg/Kg ou 1mg/I
Nickel Ni <100mg/kg ou 10mg/I
Arsenic As <10mg/kg ou 1mg/I
Mercure Hg <10mg/kg ou 1mg/I
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Chapitre. 3. Evaluation de la contamination du sol de la zone d’étude

La région de Hassi-Messaoud est caractérisee par une industrie pétroliere tres forte, elle
renferme le plus grand gisement de pétrole d'Algérie - et de tout le continent africain. Le
développement de cette industrie a permis de créer des rejets industriels dangereux sur
I’écosystéme a cause des forages pétroliers, de 1’exploitation des unités de production ainsi
que la prolifération des bourbiers. Le probléme est ancien mais il se pose avec plus d’acuité
aujourd’hui, étant donné 1’accroissement préoccupant de ces rejets caractérisés par des teneurs
¢levées d’hydrocarbures et de métaux lourds. Qu’ils soient issus de forage, de Work Over des
puits en production, ou tout type de rejet pétrolier solide ou semi-liquide, une caractérisation
et gestion des projets de traitement de bourbiers y compris ceux ayant subi une transformation
par solidification s’est avéré une nécessité.

Dans cette partie, sera présenté 1’ensemble des moyens mis en ceuvre pour pouvoir
répondre a la problématique abordée dans cette thése. Cependant, il est impératif d’apprécier
le degré de pollution du sol du bourbier échantillonné, par 1’analyse de différents paramétres

de caractérisation.

1. Description de la zone d’étude

La zone étudiée est constituée par les gisements pétroliers de Gassi EI Agreb, désigné
par «complexe GEA » (Fig 12); qui se trouve dans le Sahara, a environ 900 km au sud-est
d’Alger, dans le territoire de la wilaya d’Ouagla a environ 120 km et plus exactement au sud-
ouest de la commune de Hassi Messaoud a 100 kms. Ces champs pétroliers sont situés entre
la latitude 30° 48°N et la longitude 5° 30’ E avec une altitude de 195 métre.

Le complexe GEA est composé de trois champs producteurs de pétrole brut : El Gassi
(ou Gassi), Zotti et EI Agreb (ou Agreb), de quatre centres de traitement de brut (West Agreb,
ARO06, Old Zotti et GSO1), d’un centre de réinjection d’eau (AR02) et d’un centre de
compression et de réinjection de gaz (New Zotti). Toutefois, ces trois gisements indépendants
sont caractérises par :

e Gassi, découvert en 1956, est d’une superficie de 207 km?. 1l est divisé en deux principales
entités : Gassi-North et Gassi-Core. Ce gisement est constitué de 24 puits producteurs de
pétrole ou le brut est transporté via des pipes vers Haoud-El-Hamra « H.E.H » ;

e Zotti, découvert en 1959, est d’une superficie de 77 km? et contient 5 puits. Il est composé
de deux centres Old Zotti et New Zotti ;
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e Agreb, découvert en 1963, est d’une superficie de 162 km?, et est formé de 34 puits. Il est
constitué¢ de deux unités de traitement d’huile WEST Agreb et ARO06 et une autre unité
d’injection d’eau ARO02.

La production saharienne de pétrole occupe une place modeste a I'échelle mondiale,
mais son importance est grande pour I'Algérie. En 2000, la société nationale algérienne en
charge de la gestion de la filiere des hydrocarbures SONATRACH a signé avec la société
américaine Amerada HESS un contrat d’association (Production Sharing Agreement, ou
PSA), constituant la société SONAHESS, en charge de poursuivre et étendre 1’exploitation
des champs dans des conditions de rentabilité, de sécurité et de préservation de
I’environnement satisfaisantes. Cependant, les déchets solides ou bourbiers produits par les
champs pétroliers du complexe Gassi EI Agreb sont entreposes dans 90 Bourbiers répartis sur
les 03 champs dont 49 bourbiers sont localisés au niveau du champ de Gassi d’un volume
total estimé & 46 300 m®, 03 bourbiers se situent au niveau du champ de Zotti avec un volume
total estimé & 2 300 m* et 38 au niveau du champ de Agreb d’un volume total de ces bourbiers

est estimé & 30 200 m®.
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Figure 12. Localisation du complexe Gassi EI Agreb et ses trois gisements (Agreb, Zotti et

Gassi)

Parmi les activités et substances recensées dans le complexe GEA et figurant dans la
nomenclature des installations classées (Décret exécutif 07-144), il y en a une qui requiert une
autorisation ministérielle, il s’agit de la rubrique N° 1531 correspondant aux « liquides
inflammables (fabrication industrielle de, dont le traitement de pétrole et de ses dérives,
désulfuration). Donc, conformément a 1’article 03 du décret exécutif 06-198 (J.0.R.A.D.P. N°
37, 2006), le complexe GEA exploité par le Groupement SONAHESS est un établissement
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classé de premiére catégorie. Il est par conséquent soumis a la réglementation en vigueur
applicable aux établissements classés, et requiert une étude d’impact et une étude de danger

avant obtention de 1’autorisation d’exploitation.

2. Prélevement des échantillons

Notre travail consiste a prélever des échantillons de sol de bourbier aléatoirement de
différents endroits de la zone d’étude. Le choix des sites de prélévement tient compte de leur
position vis-a-vis du champ pétrochimique, I’accessibilité et la qualit¢é de sol prise.
L’échantillonnage a été¢ accompli le 28/03/2018. Un prélévement total de neufs échantillons
des bourbiers a partir des trois champs du GEA : Agreb, Gassi et Zotti & raison de trois
échantillons de 1Kg environ par site pris d’une maniére aseptique a 1’aide d’une tariére
manuelle. L’échantillonnage a été réalisé sur une profondeur de 20 cm de la surface, comme
suit :

e Echantillon 1 (E1) : entre 20cm et70cm ;
e Echantillon 2 (E2) : entre 70cm et 1,20m ;
e Echantillon 3 (E3) >1,20m.

Aprés réception des échantillons au laboratoire, le sol est séché, puis tamisé sur une
maille inférieure & 2 mm (Baize, 2018). La conservation des échantillons se fait ensuite dans
des sacs en polyéthyléne et a 4°C avant préparation pour analyses selon les normes francaises
NF 1SO 11464.

3. Les analyses physico-chimiques et quantification des fractions

d’hydrocarbures

3.1. Les analyses physico-chimiques des sols

L’analyse des sols est un procédé complexe de par la multiplicit¢ des parametres a
mesurer pour caractériser completement un échantillon. La connaissance de certains
parameétres physico-chimiques donne une appréciation préliminaire de la qualité et le degré de
la pollution d’un sol. Les parametres étudiés ont €té déterminés par des méthodes
standardisées selon le guide général pour la conservation et la manipulation. Il s’agit des
parametres physiques et chimiques (pH, conductivité, densité, salinité, azote, ...etc) et analyse

granulométrique (Tab 5).
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Tableau 5. Méthodes d’analyse des différents paramétres étudiés

Parametres Méthodes d’analyses / Normes Unités
Granulométrie Méthode a la pipette de Robinson NF X31-107 %
Température Thermometre °C
pH Méthode électro métrique (pH-métre type

HORIBA L-PG7730)
Conductivité Méthode Electrochimique (un rapport sol/eau puSm/cm
électrique 1/5) NF 1SO 11265 (1995)
Matiere séche Gravimétrie NF 1ISO 11465 (1994) %
Humidité Gravimetrie NF 1SO 11465 (1994) %
Densité Pycnometre ASTM C 128-97
Dosage de Sodium Spectrophotometre a flamme NT ISO 9964-3 mg /Kg dw
(1993)
Potassium, Calcium, Spectrophotométrie d’absorption atomique mg / Kg dw
Magnesium (SAA) - ICP NT ISO 11885 (2007)
Nitrogen Kjeldhal NF ISO 13878 mg / Kg dw

Remarque : on a utilis¢ une échelle d’interpretation du pH ci-dessous

.....

Tableau 6. Echelle d’interprétation de pH extrait 1/5 (Soil Survey Staff, 1999)

Valeur du pH | Classe
<45 Extrémement acide
4,5-5,0 Tres fortement acide
5,1-5,5 Fortement acide
5,6-6,0 Moyennement acide
6,1-6,5 Légerement acide
6,6-7,3 Neutre
7,4-7,8 Iégerement alcalin
7,9-8,4 Moyennement alcalin
8,5-9,0 Fortement alcalin
>9,0 Tres fortement alcalin

Tableau 7. Classe de la qualité des sols selon 1’échelle de Durand (1983)

et celle de la

Classes CE (ps/cm a 25°C) | Qualité des sols
Classe 1 0a500 Non salé

Classe 2 500 a 1000 Légérement salé
Classe 3 1000 a 2000 Salé

Classe 4 2000 a 4000 Tres salé

Classe 5 Plus de 4000 Extremement salé
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3.2. Analyses des hydrocarbures pétroliers
3.2.1.Détermination des hydrocarbures totaux (THC)

Les hydrocarbures totaux ont été deéterminés a l'aide de la méthode gravimétrique
décrite par Fusey et al. (1973, 1976, 1981). Cette méthode peut étre réalisée simplement en
évaporant le solvant d'extraction et en pesant le résidu. La perte abiotique (évaporation) a été
précédemment estimée dans les flacons stériles marques. Pour I'extraction du sol, la technique
a été legérement modifiée. Selon cette technique, on pourrait déterminer la quantité
d'’hydrocarbures présente dans I'échantillon a analyser. Le principe de la méthode consiste en
les points suivants :

(1) L'échantillon & analyser a été versé dans une ampoule a décanter.

(2) Quelques gouttes de méthyl orange et 0,2 mL de HCI a 50 % ont été ajoutés afin
d'acidifier I'échantillon.

(3) Du chloroforme a été ajouté pour un volume égal a la moitié du volume de I'échantillon.
(4) Le mélange a été bien agité en ouvrant de temps en temps pour laisser s'‘échapper le gaz
puis il a été décanté pendant quelques minutes. Enfin, la phase supérieure a été filtrée sur
Na,SO, pour éliminer toute trace d’humidité. Le solvant contenant la phase organique a été
récupéré dans un bécher préalablement pesé et placé dans une étuve jusqu'a évaporation
totale. L'échantillon final a été pesé et la quantité obtenue de résidu a été calculée a l'aide de la
formule ci-dessous : Qotar (PpM) = Ws -W; / Vs

OU : Qrotar - st la quantité d'hydrocarbure total,

W:s : la pesée finale de I'échantillon,

Wi : la pesee initiale de I'échantillon

Vs : le volume de I'échantillon.

3.2.2. Analyses des fractions d’hydrocarbures pétroliers

Cette analyse permet de connaitre la teneur en hydrocarbure des sols (C10-C40) Les
analyses chromatographiques des hydrocarbures pétroliers ont été effectuées conformément a
la méthode de référence de niveau 1 du CCME pour le Standard pancanadien relatif aux
hydrocarbures pétroliers (SP - HCP) dans le sol (CCME, 2001). Les quatre fractions
d'’hydrocarbures testées étaient de F1 a F4. Les hydrocarbures volatils sont la fraction F1
(gamme des hydrocarbures C6 a C10) et le Benzéne, le Toluéne, I'Ethylbenzene et le Xylene
(BTEX). Les hydrocarbures extractibles sont les fractions F2 a F4 (F2 est la gamme des
hydrocarbures C10 a C16, F3 est la gamme C16 a C34 et F4 est la gamme C34 a C50).
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La description compléte de la méthode est fournie dans CCME (2001). Brievement, les
hydrocarbures volatils (fraction F1) ont été extraits d'un échantillon de sol de 10 g avec du
méthanol (en séparant le méthanol du sol puis en ajoutant le méthanol dans un récipient de
purge utilisé pour la détermination des composés organiques volatils). Pour les fractions F2,
F3 et F4, un mélange de solvants acétone/hexane (50:50) dans un appareil Soxhlet a été utilisé
pour I'extraction. Le solvant récupéré de I'échantillon extrait a été séché a l'aide de sulfate de
sodium puis traité par chromatographie sur colonne avec du gel de silice pour éliminer la

matiére polaire.

Une aliquote de 1,0 pL a été injectée dans un systeme de chromatographie en phase
gazeuse Agilent Technology 7890A équipé d'un échantillonneur automatique 7693 (Agilent
Technology) et d'un détecteur a ionisation de flamme (FID). Les données ont été acquises et
traitées a l'aide d'Agilent OpenLAB Chromatography Data System (CDS) Chemstation
Edition pour les zones de pics intégrés, les hauteurs de pics et les temps d'élution et d'analyse.
Le GC a utilis¢ une colonne MXT®-1 (phase non polaire ; Crossbond® diméthyl
polysiloxane) avec une capacité de température maximale de 450 °C, dimension 15 m x 250
pum x 0,1 pum. L'injection sans division a été utilisée pour toutes les expériences. Le gaz
porteur utilisé était I'nélium, le gaz d'appoint était I'azote et I'nydrogene était utilisé comme

gaz combustible. La température de I'injecteur et du détecteur a été fixée a 350°C.

L'assurance et le contr6le de la qualité (AQ/CQ) consistaient en I'analyse de blancs de
terrain et de laboratoire, de duplicatas de terrain et d'analyse et de contrdles dopés. Dans notre
étude, la méthode blank et blank spike utilisait du sable propre. La pointe vierge et la pointe
de matrice ont été extraites apres I'ajout des normes commerciales. Pour le mélange standard
de F1-BTEX, BTEX, la solution mére contenait 2000 mg L-1 de n-décane, n-hexane, toluéne,
benzéne, éthylbenzene, o-xylene, m-xylene et p-xyléne. Les étalons F2 et F3 contenaient 5
000 mg L-1 de phytane, de pristine, de n-octadécane, de n-heptadécane, de n-décane, de n-
hexadécane, de n-tétratriacontane et d'o-terphényle. Tous les standards chimiques ont été
achetés chez Sigma-Aldrich. Les critéres ont été remplis : les blancs étaient inférieurs a la
limite de détection, les valeurs en double étaient a moins de 30 % les unes des autres et les
contrbles dopés ont été renvoyés a moins de 10 % de la valeur cible. La méthode CWS

prescrit des proceédures complétes d’/AQ/CQ qui ont été respectees (CCME 2001).
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3.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel XLSTAT (Inc. corporation.
2014). La normalité des données a été vérifiée a l'aide du test de Shapiro-Wilk. Etant donné
que les ensembles de données étaient normalement distribués, ils ont été analysés a l'aide
d'une ANOVA et la comparaison des moyennes a été effectuée par le test de Tukey de
différence franchement significative (HSD:Honestly Significative Difference) pour évaluer
les variations des caracteristiques physicochimiques et des concentrations d'hydrocarbures des
sites. En outre, I'analyse en composantes principales (ACP) a été appliquée pour mettre en
évidence les principaux facteurs qui influencent la distribution des hydrocarbures, étudier la
relation de dépendance entre eux et les parametres physico-chimiques. Le niveau critique de

signification a été fixé a (p < 0,05) pour tous les tests.
4. Reésultats & discussion

4.1. Les analyses physico-chimiques des sols
4.1.1. Granulométrie

L’analyse granulométrique des sols des trois bourbiers pris a différentes profondeurs
montre la dominance de la fraction sableuse, essentiellement la fraction sable fin aux sites
Gassi et Zotti a 1m de profondeur avec respectivement 67,53% et 65, 31%. Il est a noter que
les taux d’argile et limon sont faibles (Fig 13). Le sol de Gassi est le plus riche en argile a
plus de 1,20 m de profondeur avec 12,67% et le plus pauvre entre 70cm et 1,20m de
profondeur avec 0,82%. Cet élément n’existe pas ou peu dans les échantillons pris entre 20cm
et70cm de profondeur. Le limon est fréquent dans tous les sols a toutes les profondeurs avec
des pourcentages qui oscillent entre 3,28% (valeur minimale enregistrée au site Zotti E1) et

27,41% (valeur maximale enregistrée au site Agreb E1).
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Figure 13. Composition granulométrique des sols étudiés
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4.1.2. Valeurs du pH

On constate que selon 1’échelle d’interprétation de pH extrait 1/5 (Tab 6), les sols des
bourbiers des trois sites ont un pH fortement alcalin qui oscille entre 8 et 10, avec une valeur
maximale de 11,2 (trés fortement alcalin) dans 1’échantillon E2 de Agreb (Fig 14).

12
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mE2

5 6 - E3
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2_
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Figure 14. Valeurs du pH des sites étudiés

4.1.3. Température

Les valeurs de la température varient selon la profondeur de 1’échantillon et selon le site
étudié (Figl5). La valeur maximale est celle enregistrée au site Agreb de 21.7°C a
I’échantillon E1 (pris entre 20cm et 70cm) et une minimale de 20.2°C notée en E2 des sites
Agreb et Gassi. Le site Zotti quand a lui, a enregistré des valeurs qui diminuent avec la
profondeur : 21,4 ; 20,9 et 20,3°C.
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Figure 15. Valeurs de la température des sites étudies
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4.1.4. Conductivité électrique (CE)

On observe que les valeurs enregistrées de la CE sont trés variables entre les sites (Fig
16). L’échelle de Durand (1983) (Tab 7) a été utilisée pour indiquer la classe de salinité des
sols sur extrait 1/5. Pour la plus part des sites a différentes profondeurs, les sols sont classés
« extrémement salés » : il s’agit de E1 et E2 de Agreb, E1 de Gassi et les trois prises de Zotti
E1l, E2 et la maximale valeur notée a E3 (57600 pcm /cm). L’échantillon de Agreb E3 quand
a lui est classé « Trés salé » avec une CE de 2210 pcm /cm, vient ensuite E2 de Gassi qui est
supposé « Salé » avec une CE de 1964 pcm /cm et enfin, en tenant compte la valeur minimale

de 956 pucm /cm enregistrée a E3 de Gassi, il est classé « 1égérement salé ».
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Figure 16. Valeurs de la CE des sols

4.1.5. Matiere seche

Les teneurs de sol en matic¢re seche varient d’un site a un autre et d’une profondeur a
une autre au niveau du méme site (Fig 17). Malgré que les valeurs maximales et minimales de
matiére seche ont été observées dans le site Agreb avec 88,8% dans E3 et 32,1% dans E1, on
percoit que les échantillons des sites Zotti et Gassi sont plus riche en matiere séche par

rapport a Agreb.
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Figure 17. Valeurs des matieres seches
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4.1.6. Humidité

Les valeurs de I’humidité des sols sont illustrées sur la figure 18. Vu que le sol est
sableux, nos résultats montrent que le sol de ’E1 de Agreb est nettement humide (29,1%),
puis diminue en allant en profondeur jusqu’a la valeur de 11,2% en E3 du méme site. Le taux
d’humidité des autres sites oscille entre 17 et 25%.
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Figure 18. Valeurs de I’humidité des sols

4.1.7. Densité

Selon la figure 19, on remarque que la densité du sol dans les trois sites varie entre une

valeur minimale de 2,25 g/cm® dans E2 de Gassi et une maximale de 2,55 g/cm® dans E3 de

Zotti.
mEl
mE2
E3
0 a

Agreb Gassi Zotti  Sites

N
N o w
1 ]

[N
I

Densité (g/cm3)
=
(6)]

o
(6]
1

Figure 19. Valeurs de la densité des sols

4.1.8. Les cations échangeables

L’analyse des cations échangeables illustrée dans la figure 20, montre que le sol du site
Zotti est riche en ions sodium (Na’) avec une valeur maximale de 72500 mg/kgMS

enregistrée dans E3 de Zotti et une valeur minimale de 1450mg/kg MS notée dans E2 du site
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Gassi (Fig 20a). En ce qui concerne les ions potassium (K+), on distingue aussi que le sol du
site Gassi en est riche avec une valeur maximale de 5780 mg/kg MS enregistrée dans E1, la
valeur minimale est de 667 mg/kg MS présente dans E3 du méme site (Fig 20b). Pareil pour
les ions magnésium (Mg?*) avec une valeur maximale de 18200 mg/kg MS enregistrée dans
E3 de Zotti et une valeur minimale de 1460 mg/kg MS présente dans E1 du méme site (Fig
20c). Les ions de calcium (Ca®") sont présents dans tous les échantillons étudiés, avec une
valeur maximale de 221000 mg/kg Ms enregistrée dans E3 Gassi et une valeur minimale de
6880 mg/kg Ms présente dans E1 du site Zotti (Fig 20d).
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Figure 20. Valeurs des cations échangeables : ions sodium (a), ions potassium (b), ions
magnésiums (c) et ions calcium (d)

4.1.9. Azote Kjeldahl

Les sols des trois sites d’étude a différentes profondeurs, sont riches en azote avec une
valeur maximale de 781 mg/kg MS enregistrée dans E3 de Gassi et une valeur minimale est
de 435 mg/kg MS présente dans E3 dans le site Zotti (Fig 21).
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Figure 21. Valeurs de I’azote Kjeldhal

4.2. Analyses des hydrocarbures pétroliers

En se référant a la figure 22, I’indice des hydrocarbures (C10-C40) est indiqué le plus
dans les deux sites : Gassi et Agreb dont la valeur maximale (120000 mg/kg de matiére seche)
est enregistrée a E2 du site Agreb. L’on remarque aussi que cet indice est inversement
proportionnel & la profondeur des échantillons du site Gassi. L’indice des hydrocarbures
(C10-C40) du site Zotti en est de degré moindre, mais proportionnel a la profondeur du sol ;

avec une valeur minimale de 18100 mg/kg de matiére seche présente dans E1.
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Figure 22. Indice des hydrocarbures (C10-C40) dans les
sites étudiés

Indice des hydrocarbures
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4.2.1. Fractions d’hydrocarbures pétroliers

a. La fraction (F1) (C6-C10) : represente la fraction volatile de la plupart des melanges
d'hydrocarbures. En effet, elle est présente dans presque tous les sites étudiés ou il est
possible de reconnaitre deux situations : dans I'une F1 est proportionnelle avec la
profondeur de [D’échantillon (Gassi) et dans 1’autre, elle est inversement
proportionnelle & Agreb ; avec une valeur maximale de 914 mg/kg MS recensée dans
E2 de Zotti (Fig 23a).
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b. La fraction (F2) : représente la fraction semi-volatile des composés appartenant a
I'intervalle d'équivalents en carbone C10-C16. Les sites Agreb et Gassi sont plus
riches en F2 que Zotti (Fig 23b). On remarque que cette fraction est inversement
proportionnelle a Gassi. La valeur maximale est notée a E2 (52300 mg/kg MS) du site
Agreb, tandis que la valeur minimale (7930 mg/Kg MS) est enregistrée a E1 de Zotti.

c. La fraction (F3) : englobe I'intervalle d'équivalents en carbone allant de C>16 a C34
et comprend les composes aromatiques et aliphatiques. On constate que cette fraction
est plus marquee dans Agreb et Gassi (Fig 23c), ou 1’on note une valeur maximale de
69500 mg/kg MS a Agreb E2. Les valeurs de la fraction F3 du site Zotti sont les plus
faibles et oscilles entre 10 et 12 mg/Kg MS.

d. La fraction (F4) : les hydrocarbures pétroliers inclus dans cet intervalle représentent
souvent une proportion importante des huiles brutes et des produits pétroliers de faible
mobilité (volatilité et solubilité). Nos résultats montrent une trés faible quantité de

cette fraction < 6 mg/Kg MS dans tous les sites.
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Figure 23. Les fractions des hydrocarbures des sites : F1 (a), F2 (b) et F3 (¢)
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4.2.2. BTEX : Benzéne, Toluéne, Ethyl benzéne et (O, m+p)-Xylene

Les BTEX sont présents dans tous les sites étudiés a différentes profondeurs des sols,
avec une domination des Ethyl benzéne et (O, m+p) Xyléne (Fig 24). Il en ressort que ces
hydrocarbures sont repérés a des quantités importantes dans E1 (entre 20 et 70 cm) de Agreb
et Zotti et a E3 (>1,20 m) du site Gassi. De ce fait, on peut déduire que le site Gassi possede
les valeurs les plus grandes des BTEX, suivit par Zotti et enfin Agreb, avec des valeurs
maximales de Benzéne, Toluéne, Ethyl benzene et (O, m+p)-Xylene enregistrées
respectivement de 112 mg/kg MS, 108 mg/kg MS, 116 mg/kg MS et (129 et 109) mg/kg MS.
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Figure 24. Les valeurs des BTEX selon les profondeurs des sites etudies

4.3. Analyse statistique
L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel IBM SPSS Statistics 25.
4.3.1. Analyse descriptive des différentes caractéristiques des sols

Les statistiques descriptives sont I'ensemble des méthodes et des techniques permettant
de présenter, de décrire et de résumer, des données nombreuses et variées ; elles nous

permettent de connaitre les caractéristiques de notre échantillon : moyenne, médiane, et écart-
type.
4.3.1.1. Sol d’Agreb

Les sols de Agreb sont sablo-limoneux avec des taux moyens de 1’ordre de 78,53%,

19,92% et 6,54% pour le sable, le limon et ’argile respectivement. Le minimum d’argile est

enregistré a la surface du sol (entre 20 et 70cm) avec 1,17% et il atteint son maximum entre
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70cm et 1,20m de profondeur avec 10,65%. Pour le limon, le maximum est enregistré a la
surface avec 27,41% et il diminue avec la profondeur. Le sable est omniprésent dans le sol
dont le taux maximal de sable trés fin et fin est enregistré a plus de 1,20m de profondeur et a
la surface du sol pour le sable grossier. Ces sols sont riches en matiére seche avec taux moyen
de 63,93%. Le taux de la matiére séche augmente avec la profondeur du sol ou il atteint son

maximum avec 88,88% a 2m de profondeur.

Les cations échangeables et 1’azote sont présents avec des taux élevés. Pour les ions
sodium et calcium les taux maximaux sont enregistrés a la surface avec 34400 mg/Kg et
70500 mg/Kg de mati¢re séche respectivement et ils diminuent avec 1’augmentation de la
profondeur jusqu’a 13900 mg/Kg pour I’ion sodium et 51800 mg/Kg de matiere séche pour
I’ion calcium a 2m de profondeur. Le maximum des ions Potassium et Magnésium est
enregistré a 1m de profondeur avec 5780 mg/Kg et 7180 mg/Kg de matiére seche et il
diminue a 667 mg/Kg et 1890 mg/Kg de mati¢re séche a 2m de profondeur. Le taux d’azote
augmente avec la profondeur, il est minimal a la surface avec 586 mg/Kg de matiére séche et
atteint son maximum avec 664 mg/Kg de matiére séche a 2m de profondeur.

Les sols d’Agreb sont trés alcalins avec un pH moyen égal a 10,02. Ils sont peu humides
avec un taux d’humidité moyen égale 22,73%. Ils sont caractérisés par la faible densité et la
température et la conductivité électrique €élevée avec une moyenne de 2,49, 20,96°C et
15003,33uSm/cm respectivement.

Par rapport a la moyenne de l'ensemble des variables a 1’exception de taux d’azote,
I’écart-type est plus petit donc la dispersion des mesures autour de la moyenne est plus étroite

ce qui indique que les résultats sont donc plus cohérents.
4.3.1.2. Sol de Gassi

Les sols de Gassi sont sablo-limoneux avec des taux moyens de 1’ordre de 79,91%,
14,65% et 5,44% pour le sable, le limon et ’argile respectivement. Le minimum d’argile est
enregistré & 1 m de profondeur avec 0,82% et il atteint son maximum & 2m de profondeur
avec 12,67%. Pour le limon, le maximum est enregistré a 1m de profondeur avec 20,52% et le
minimum a la surface avec 4,96%. Le sable est omniprésent dans le sol dont le taux maximal
de sable fin et grossier est enregistré a la surface du sol et a 2m de profondeur pour le sable
trés fin. Ces sols sont riches en matiére séche avec taux moyen de 76,3%. A la surface du sol,

le taux de la matiere seche atteint son maximum avec 78,3%.
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Les cations échangeables et 1’azote Kjeldahl sont présents avec des taux élevés. Pour
I’ion sodium le taux maximal est enregistré a la surface avec 3310 mg/Kg de matiére séche et
le minimum a 1m de profondeur avec 1450 mg/Kg. Pour les ions Potassium, le maximum est
noté a la surface du sol avec 1090 mg/Kg de matiére séche et il diminue avec 1’augmentation
de la profondeur jusqu’a 850 mg/Kg a 2m de profondeur. Le taux des ions Calcium et
Magnésium et de I’ Azote Kjeldahl augmente avec la profondeur, ou les valeurs les plus basses
sont enregistrées a la surface et le maximum est atteint @ 2 m de profondeur avec 221000

mg/Kg, 2650 mg/Kg et 781 mg/Kg de matiére seche.

Un pH moyen égal a 9,37 rend les sols de Gassi tres alcalins. Le pH minimal est
enregistré a la surface avec 8,52 et il augmente en allant en profondeur jusqu’a 10,2 a 2m de

profondeur.

Ces sols sont peu humides avec un taux d’humidité moyen égale 23,7%. Ils sont
caractériseés par la faible densité et la température et la conductivité électrique élevée avec une

moyenne de 2,38, 20,36°C et 2916,67 pSm/cm respectivement.

L'écart-type est influencé par les valeurs extrémes dans 1’argile ; ces valeurs pourraient
avoir une grande influence sur les résultats de I'écart-type. Ceci dit, plus il y a d’hétérogénéité
des scores, plus I'écart-type correspondra a une valeur élevée. A l'inverse, dans les autres
variables ou les scores sont relativement proches de la moyenne, I’écart type est plus petit, ce

qui indique une homogénéite des échantillons vis-a-vis les parametres étudiés.
4.3.1.3. Sol de Zotti

Les sols de Zotti sont a dominance sableuse avec un taux moyen égale a 82,28% tandis
que les taux moyens sont de l'ordre de 10,72% et 6,99% pour le limon et D’argile
respectivement. Le minimum d’argile, de limon et de sable fin, qui est de 1’ordre de 1,4%,
3,28% et 1,39% respectivement, est enregistré la surface du sol et plus en allant en profondeur
le taux augmente. A D’inverse, le taux de sable fin et de sable grossier diminue avec
I’augmentation de la profondeur ou le maximum est enregistré a la surface du sol avec

65,31% et 28,62% pour le sable fin et le sable grossier respectivement.

Le taux maximal de la matiere seche est enregistré a la surface du sol avec 82,2% et le
minimum a 1M de profondeur avec 77,9%. Généralement, les sols de Zotti sont trés riches en

matiere seche avec taux moyen égale 80,4%.

Dans les sols de Zotti, les cations échangeables sont présents avec des taux élevés. Le

taux des ions sodium, potassium, calcium et de magnésium augmente en allant en profondeur.
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Le taux minimum de ces cations est enregistré a la surface du sol; Il est de I’ordre de 4360
mg/ Kg pour I’ion sodium, 703 mg/Kg pour 1’ion potassium, 6880 mg/Kg pour 1’ion calcium
et 1460 mg/Kg pour I’ion magnésium. A 2m de profondeur le sol devient trés riche en cations
échangeables par rapport a la surface ou les taux atteignent 72500 mg/Kg de matiére seche,
2860 mg/Kg, 95300 mg/Kg et 18200 mg/Kg pour le Na* K*, Ca** et Mg** respectivement. Le
taux minimal d’Azote est enregistré a 2 m de profondeur avec 435 mg/Kg et le maximum a 1
m de profondeur avec 676 mg/Kg de matiére séche. Ce contenu en ions rend les sols de Zotti

salins avec une moyenne de conductivité électrique de 1’ordre de 3218,67 uSm/cm.

Les sols de Zotti sont tres alcalins ce qui est dii a un pH moyen de ’ordre de 9,27. Le
pH augmente en allant en profondeur ou le minimum est enregistré a la surface avec 8,59 et il

atteint 10,4 a 2m de profondeur.

Ces sols sont peu humides avec un taux d’humidité moyen égale 19,6%. La densité
augmente en allant en profondeur mais elle est faible avec une moyenne de 2,44. La

température moyenne de ces sols est de I’ordre de 20,86°C.

L'écart-type est influencé par les valeurs extrémes dans le Sodium, le Magnésium, le
limon et le sable tres fin ; ces valeurs pourraient avoir une grande influence sur les résultats de
I'écart-type. Ceci dit, plus il y a d'hétérogénéité des scores, plus I'écart-type correspondra a
une valeur élevée. A l'inverse, dans les autres variables ou les scores sont relativement
proches de la moyenne, 1’écart type est plus petit, ce qui indique une homogénéité des

échantillons vis-a-vis les parametres étudiés.
4.3.2. Comparaison des caractéristiques des sols étudiés
432.1. pH

Les sols du complexe Gassi El agreb (GEA) sont trés fortement alcalins avec des
valeurs de pH qui dépassent 9. Les boites a moustaches (Fig 25) montrent que les sols
d’Agreb ont un pH plus ¢élevé que ceux de Gassi et de Zotti. Ceci est confirmé par la médiane
qui est de I’ordre de 9,85 pour les sols d’Agreb, 9,41 pour les sols de Gassi et 8,84 pour les
sols de Zotti. Malgré que tous les sols soient trés alcalins, seulement les sols de Gassi sont
homogenes alors que les sols d’Agreb et de Zotti sont hétérogénes avec des boites a

moustaches asymétriques.
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Figure 25. Distribution des sols en fonction de leurs pH

4.3.2.2. Température

Les sols des trois sites représentent une certaine homogénéité de point du vue
température ce qui attribue une symétrie des boites a moustaches (Fig 26). Les sols d’Agreb
ont la température la plus élevée avec une médiane égale 21. Les sols de Zotti viennent dans
le second rang avec une médiane de 20,9 suivis par les sols de Gassi qui ont les faibles

températures avec une médiane égale 20,4.
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Figure 26. Distribution des sols en fonction de leurs températures
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4.3.2.3. Conductivité électrique

L’asymétrie des moustaches (Fig 27) indique une hétérogénéité de la conductivité
¢lectrique (CE) des sols d’Agreb, Gassi et Zotti. Les valeurs de ce parameétre permettent de
classer les sols du complexe EI Agreb du plus conducteur au moins conducteur comme suit :
les sols d’Agreb, les sols de Zotti et les sols de Gassi avec une médiane de ’ordre de 13600

pSm/cm, 4110 uSm/cm et 1964 pSm/cm respectivement.
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Figure 27. Distribution des sols en fonction de leurs CE

4.3.2.4. Matiére séche

Les boites a moustaches (Fig 28), montrent 1’hétérogénéité des sols de Agreb vis-a-vis
leur teneur en matiere seche alors que les sols de Zotti et de Gassi sont homogeénes. Les sols
de Zotti sont les plus riches en matiére seéche, suivis par les sols de Gassi et les sols d’Agreb
qui sont les moins riches avec une meédiane de D’ordre de 81,1%, 76,1% et 70,9%

respectivement.
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Figure 28. Distribution des sols en fonction de leur teneur en matiére seche

4.3.2.5. Humidité

La distribution des sols en fonction de leur humidité (Fig 29), montrent que les sols
d’Agreb sont les plus humides avec une médiane égale 27,9%. Les sols de Gassi viennent en
second rang suivis par les sols de Zotti qui sont les plus secs avec une médiane de 1’ordre de
23,9% et 18,9 % respectivement. Les sols de Zotti et Gassi sont homogene du point de vue
humidité tandis que dans les sols de Agreb une grande hétérogénéité de 1’humidité est

remarquée ce qui di aux valeurs extrémes a savoir le minimum qui est 11,2%.
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Figure 29. Distribution des sols en fonction de I’humidité

4.3.2.6. Densité

La figure 30 montre que les sols du complexe GEA sont hétérogenes du point de vue
densité dont les sols de Gassi et Zotti sont plus hétérogénes que ceux d’Agreb. Cette
hétérogénéité est due aux valeurs extrémes. Les sols d’Agreb sont les plus denses avec une

médiane égale 2,5 suivi par les sols de Zotti et les sols de Gassi sont les moins denses.
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Figure 30. Distribution des sols en fonction de leurs densités

4.3.2.7. Les cations échangeables

a.

lons sodium (Na") : les sols de Agreb, Gassi et Zotti sont des trés riches en ions
sodium mais une grande différence est remarquable dans chaque site ce qui a rendu les
moustaches asymétriques (Fig 31a). Les sols de Zotti sont les plus riches en ions
sodium suivis par les sols de Agreb tandis que les sols de Gassi en sont les plus
pauvres. La médiane est 14900, 6900 et 2880 mg/Kg de matiere seche pour les sols

d’Agreb, Zotti et Gassi respectivement.

lons potassium (K*): I’asymétrie des moustaches (Fig 31b) indique une hétérogénéité
des teneurs en potassium des sols d’Agreb, Gassi et Zotti. Ces teneurs permettent de
classer les sols du complexe GEA du plus au moins riches en potassium comme suit :
les sols d’Agreb, les sols de Zotti et les sols de Gassi avec une médiane de 1’ordre de

2660 mg/Kg, 908 mg/Kg et 895 mg/Kg de matiére seche respectivement.

lons magnésium (Mg?") : malgré que les sols de Zotti en sont les plus riches, une
grande hétérogénéité de la teneur du sol en ces ions est remarquée ce qui est du aux
valeurs extrémes, le minimum et le maximum qui sont respectivement 1460 mg/Kg et
18200 mg/Kg de matiére seche (Fig 31c). Les sols d’Agreb viennent en deuxiéme rang
suivi par les sols de Gassi qui sont les plus homogenes. La médiane pour les sols de
Zotti, Agreb et Gassi respectivement est 2240 mg/Kg, 5220 mg/Kg et 2300 mg/Kg de

matiére séche.

lons calcium (Ca®") : la teneur des sols du complexe GEA en ions calcium varie d’un
site a 1’autre et d’une profondeur a 1’autre au niveau de méme site ce qui donne des

moustaches asymétriques (Fig 31d). Cette teneur atteint son maximum dans les sols de
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Gassi avec une médiane de 160000 mg/Kg de matiere séche. Les sols de Zotti sont
moins riches en ions calcium que les sols de Gassi et plus riches que les sols d’Agreb.
La meédiane est 91300 mg/Kg et 66200 mg/Kg de matiere seche pour les sols de Zotti

et Agreb respectivement.
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Figure 31. Distribution des sols en fonction de leur teneur en cations échangeables : ions
sodium (a), ions potassium (b), ions magnésiums (c) et ions calcium (d)

4.3.2.8. Azote Kjeldahl

Les sols du GEA contiennent 1’azote avec des concentrations trés proches. La médiane
est 660 mg/Kg, 649 mg/kg et 554 mg/Kg de matiére seche pour les sols de Gassi, Agreb et
Zotti respectivement. Les concentrations les plus élevées sont enregistrées dans les sols de
Gassi, par contre, les sols de Zotti présentent les concentrations les plus faibles. Les boites a
moustaches (Fig 32) montrent que la teneur en azote est homogene dans les sols de Zotti, tres

hétérogénes dans les sols de Agreb et Iégerement hétérogéne dans les sols de Gassi.
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Figure 32. Distribution des sols en fonction de leurs teneurs en azote

4.3.3. Les hydrocarbonée dans les sols
4.3.3.1. Indice des HC (C10- C40)

L’analyse des hydrocarbures (C10-C40) dans les sols varient d’un site a un autre et
d’une profondeur a une autre au niveau du méme site (Fig 33). La moyenne la plus élevée est
enregistrée a Gassi avec 64633,33 mg/Kg de matiére seche et la moyenne la plus faible est
celle des sols de Zotti avec 19266,666 mg/Kg de matiére séche. Ces résultats indiquent que
les sols de Gassi sont les plus pollués a la surface et en profondeur, suivis par les sols d’Agreb
tandis que les sols de Zotti sont les moins pollués.
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Figure 33. Indices des hydrocarbures (C10- C40) dans les sols en fonction des
sites

4.3.3.2. Les fractions des hydrocarbures
a. Lafraction F1 (C6- C10) : Les teneurs de sol en hydrocarbures de la fraction F1 (C6-
C10) varient d’un site a un autre et d’une profondeur a I’autre au niveau du méme site
(Fig 34a). La moyenne la plus élevée est enregistrée a Gassi avec 608,666 mg/Kg de

matiere séche et la moyenne la plus faible est celle des sols d’Agreb avec 429,333
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mg/Kg de matiére séche. Ces résultats indiquent que les sols les plus pollués a la
surface sont les sols de Agreb, a 1m de profondeur sont les sols de Zotti, et a 2m de

profondeur les sols de Gassi.

La fraction F2 (C10-C16) : a partir de la figure (34b), on constate que la plus faible
teneur est relevée a Zotti a la surface et la plus grande valeur a Agreb a une profondeur
de 1 m avec les valeurs respectives 7930 mg/Kg de matiere seche et 52300 mg/Kg de
matiere séche. Les résultats montrent que les sols de Agreb sont les pollués en F2

suivis par ceux de Gassi et de Zotti.

La fraction F3 (C16-C34) : la moyenne la plus élevée en fraction F3 est enregistrée a
Agreb avec 45866,66667 mg/Kg de matiere séche et la moyenne la plus faible est
celle des sols de Zotti avec 11,0666 mg/Kg de matiére seche (Fig 34c). Ces résultats
indiquent que les sols de Gassi sont les sols les plus pollués a la surface et a 2m de

profondeur tandis que les sols d’Agreb sont les plus pollués a 1m de profondeur.

La fraction F4 (C34-C40) : les teneurs des sols en hydrocarbures F4 (C34-C40) est
identique dans les sols de trois sites malgré la variation de la profondeur (Fig 34d).
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Figure 34. Teneur des sols en fractions d”hydrocarbures : F1 (a), F2 (b), F3 (c) et F4(d)
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4.3.3.3. LesBTEX

a. Benzene: on constate sa présence dans les sols de Gassi en profondeur et ceux
d’Agreb a la surface avec les valeurs respectives 112 mg/Kg de matiére séche et 45,3
mg/Kg de matiere séche (Fig 35a). En matiere de pollution benzénique : les sols de

Gassi sont les pollués suivis par ceux de Agreb et enfin ceux de Zotti.

b. Toluene : la moyenne la plus élevée en teneur des sols en toluéne est enregistrée a
Gassi avec 44,633 mg/Kg de matiére seche et la moyenne la plus faible est celle des
sols de Zotti avec 18,323 mg/Kg de matiere séche (Fig 35b). Ces résultats indiquent
que les sols d’Agreb sont les sols les plus pollués en toluéne a la surface, les sols de
Zotti sont les plus pollués a 1m de profondeur et les sols de Gassi sont les plus pollués
a 2m de profondeur.

c. Ethylbenzene : On constate que les sols pollués sont ceux de Gassi en profondeur et
ceux de Agreb en surface avec les valeurs respectives 129 mg/Kg de matiere seche et
90,8 mg/Kg de matiere seche tandis que les sols de Zotti sont les plus pollués a 1m de
profondeur avec 40 mg/Kg de matiére seche (Fig35c). En général, selon le degré de
pollution, on peut classer les sols en ascendance : sols de Gassi, ceux de Zotti et ceux
d’Agreb.

c. Xyléne: A partir de la figure (35d), on constate que la pollution des sols aux O-
Xyléne est & Gassi en profondeur et ceux d’Agreb a la surface avec les valeurs
respectives 116 mg/Kg de matiere seche et 79,2 mg/Kg de matiere séche tandis que les
sols de Zotti sont les plus pollués a 1m de profondeur avec 27,6 mg/Kg de matiére
séche. Les résultats montrent que les sols de Gassi sont les pollués suivis par ceux de
Zotti et de Agreb. En ce qui concerne les teneurs de sol en (m+p) Xyléne, la moyenne
la plus élevée est enregistrée a Gassi avec 58,033 mg/Kg de matiére séche et la
moyenne la plus faible est celle des sols d’Agreb avec 35,88 mg/Kg de maticre séche
(Fig35e). Ces résultats indiquent que les sols d’Agreb sont les sols les plus pollués en
(m+p) Xylene a la surface, les sols de Gassi sont les plus pollués & 1m et a 2m de

profondeur.
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Figure 35. Teneur des sols en BTEX en fonction des sites : Benzéne (a), Toluéne (b),
Ethyl benzene (c) ; O-Xyléne (d), (p+m) Xylene (e)

Les analyses descriptives et les teneurs des sols du complexe GEA en fractions
d’hydrocarbures (F1, F2, F3 et F4), ainsi que le benzéne, toluéne, O-xyléne, m+p Xylene et
Ethyle benzéne mettent en évidence la pollution de ces sols avec des taux variant d’un site a
un autre ou les sols de Gassi sont les plus pollués suivis par les sols d’Agreb tandis que les
sols de Zotti sont les moins pollués. Les résultats montrent aussi une variation du taux de la
pollution en fonction de la profondeur dont les sols d’Agreb sont les plus pollués en surface et

les sols de Gassi sont les plus pollués a 2 m de profondeur.
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4.3.4. Analyse de la variance (ANOVA) pour comparer les caractéristiques moyennes
des sols échantillonnés

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du Logiciel IBM SPSS Statistics 25. Les
données ont été analysées a l'aide d’'une ANOVA I'analyse de la variance et la comparaison
des moyennes a été faite par le test de Tukey. Le test a été appliqué a un niveau de probabilité
de p = 0,05 a trouver des différences significatives entre les moyennes. Ces analyses ont été
réalisées dans le but de comparer les caractéristiques moyennes des sols étudiés.

L’application de ’ANOVA, en utilisant le test de Tukey, montre une différence
significative entre les sols de Gassi et le témoin pour les variables ions potassium et la
fraction en hydrocarbure F1, entre les sols de Agreb et le témoin et les sols de Gassi et le
témoin pour la variable fraction en hydrocarbure F2, entre les sols de Agreb et le témoin, le
sol de Gassi et le témoin et les sols de Zotti et le témoin pour la variable densité. Elle est
significative également entre les sols de Gassi, Agreb, Zotti et le témoin pour I’indice des
hydrocarbures et entre les sols de témoin et de Agreb, du témoin et de Gassi, de Zotti et Agreb
et Zotti et Gassi pour la variable fraction en hydrocarbure F3, donc on rejette 1’hypothése
nulle Ho. Pour les autres variables la différence n’est pas significative et donc on garde
I’hypothése nulle Ho. La comparaison des moyennes des sols d’Agreb, Gassi, Zotti et le
témoin a été réalisée en utilisant le test de Tukey. Ce dernier montre que dans les sols, la

différence des moyennes est non significative pour tous les paramétres.
4.3.4.1. Effet des caractéristiques du sol sur la pollution hydrocarbonée des sols

L’effet des caractéristiques du sol sur la pollution hydrocarbonée des sols du complexe
GEA est déduit par le test de corrélation de Pearson. Le coefficient de corrélation, qui
présente finalement la covariance standardisee, varie entre (-1) et (1). Un coefficient de (1)
indique une corrélation positive parfaite entre les deux variables. A I'inverse, un coefficient de
(- 1) indique une corrélation négative parfaite. Nous regardons la valeur du coefficient et nous

I'interprétons selon les balises :
e Autour de 0,10 : corrélation faible, effet de petite taille.
e Autour de 0,30 : corrélation moyenne, effet de taille moyenne.
e plus de 0,50 : corrélation forte, effet de grande taille.

Le coefficient de corrélation est significatif si la valeur de P < 0,05.
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> Effet du site : la corrélation est négative et moyenne entre le site et les paramétres de
pollution hydrocarbonée avec des valeurs de coefficient qui oscillent entre (-0,298) et
(-0,885). Le site a un effet de taille moyenne sur la fraction d’hydrocarbure F1, le
benzeéne, le toluene, I’0O-Xylene, le (m+p) Xyléne et I’éthyle benzéne, mais sur le plan
statistique il n’est pas significatif. Il a un effet de grande taille sur 1’indice des
hydrocarbures, les fractions d’hydrocarbures F2, F3 et F4. Cet effet est trés significatif
sur le plan statistique.

> Effet de profondeur : la profondeur est faiblement corrélée aux parameétres de
pollution hydrocarbonée du sol avec un effet de taille faible sans signification

statistique.

> Effet de taux de la matiére seche : il est faiblement corrélé aux paramétres de

pollution du sol avec un effet de taille faible sans signification statistique.

> Effet de I’humidité : est faiblement a moyennement corrélée aux parametres de

pollution du sol avec un effet de taille faible a moyenne sans signification statistique.

> Effet de la densité : la corrélation est moyenne, mais négative entre la densité et les
fractions d’hydrocarbures F2 et F3, le benzéne, le toluéne, 1’O-Xyléne et (m+p)
Xylene et I’éthyle benzéne. Ceci indique un effet de taille moyenne mais il n’est pas
significatif sur le plan statistique. Les valeurs du coefficient de Pearson entre la
densité et I’indice des hydrocarbures et les fractions d’hydrocarbures F1 et F2
indiquent que la corrélation est forte et négative entre eux et que la densité a un effet
de grande taille sur ces indicateurs de pollution hydrocarbonée. Cet effet est tres

hautement significatif.

> Effet du pH : il est faiblement a moyennement corrélé aux parameétres de pollution
hydrocarbonée du sol avec un effet de taille faible a moyenne sans signification

statistique.

> Effet de température : ce parameétre a un effet de grande taille et trés significatif sur
les fractions d’hydrocarbures F4 et le (m+p) Xylene et un effet de taille faible a
moyenne sur les autres indicateurs de la pollution hydrocarbonée mais sans

signification statistique.

> Effet de la conductivité électrique : les valeurs du coefficient de Pearson reflétent un
effet de taille faible & moyenne de la conductivité électrique sur les indicateurs de la

pollution hydrocarbonée mais sans signification statistique.
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> Effet de la teneur en ions Sodium : la teneur en ions sodium est faiblement corrélée
aux parameétres de pollution hydrocarbonée du sol avec un effet de taille faible sans

signification statistique.

> Effet de la teneur en ions Potassium : la teneur en ions potassium est négativement
corrélée aux parameétres de pollution hydrocarbonée du sol. La corrélation est faible a
moyenne ce qui indique un effet de taille faible & moyenne. Cet effet est significatif
sur les fractions d’hydrocarbures Flet F4 et 1’O-Xylene et sans signification statistique

sur les autres indicateurs.

> Effet de la teneur en ions Calcium : dans ce cas, la corrélation est positive et
moyenne entre la teneur en ions calcium et I’indice des hydrocarbures ainsi que les
fractions d’hydrocarbures F2, F3 et F4 ce qui indique un effet de taille moyenne mais
non significatif. L’effet de la teneur en ions calcium est de grande taille et trés
significatif sur les fractions d’hydrocarbures F1, benzéne, toluéne, O-Xylene, m+p

Xyléne et I’éthyle benzene.

> Effet de la teneur en ions Magnésium : les valeurs du coefficient de Pearson
refletent un effet de taille faible de la teneur en ions magnésium sur les indicateurs de

la pollution hydrocarbonée mais sans signification statistique.

> Effet de la teneur en Azote Kjeldahl : la teneur de cet élément a un effet significatif
de grande taille sur la fraction d’hydrocarbures F1, le benzene et le Toluene et un effet
de teille moyenne et non significatif sur les autres indicateurs de pollution

hydrocarbonée.

> Effet du taux d’argile : il est moyennement corrélé aux parameétres de pollution
hydrocarbonée du sol avec un effet de taille moyenne sans signification statistique.

» Effet du taux de limon : le limon a un effet significatif de grande taille sur I’indice
des hydrocarbures et il est moyennement corrélé aux autres indicateurs de pollution

hydrocarbonée du sol avec un effet de taille moyenne sans signification statistique.

» Effet du taux de sable trés fin : il est significatif de grande taille sur la fraction
d’hydrocarbures F4 et il est moyennement corrélé aux autres indicateurs de pollution

hydrocarbonée du sol avec un effet de taille moyenne sans signification statistique.

> Effet du taux de sable fin : il est négativement corrélé aux indicateurs de pollution
hydrocarbonée des sols. Il a un effet significatif de grande taille sur la fraction
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hydrocarbonée F4 tandis qu’il est moyennement corrélé aux autres indicateurs de
pollution du sol avec un effet de taille moyenne sans signification statistique.

> Effet de taux de sable grossier : la corrélation entre le taux de sable grossier et les
indicateurs de pollution hydrocarbonée et négative et faible ce qui indique un effet de

taille faible et non significatif.
4.3.5. L'analyse en composantes principales

L'analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée pour mettre en évidence les
principaux facteurs influencant la répartition des parametres physico-chimiques et les
concentrations en hydrocarbures dans les différents sites d'échantillonnage. Elle révele
également les dépendances et les relations ainsi que les similitudes entre ces parameétres (Fig
36). PC1 et PC2 représentent ensemble 55,52 % (38,14 % pour PC1 et 17,39 % pour PC2) de
la variance totale. Les résultats obtenus ont montreé trois grands groupes de paramétres étudies
selon les principaux facteurs F1 et F2. F1 représente la pollution par les hydrocarbures
pétroliers, qui est positivement corrélée aux sites d'échantillonnage et a la concentration en
calcium. Habituellement, les cations métalliques (Ca?*, Mg®*, Na* et K*) sont fixés en grande
quantité par les particules du sol ; ces éléments jouent un role essentiel dans la croissance des

micro-organismes (Mansour et al., 2016).

Nous remarquons également que la pollution pétroliére est positivement corrélée a la
conductivité, ce qui est logique car il a été démontré que la contamination pétroliére augmente
la conductivité électrique du sol (Devatha et al., 2019). La pollution par les hydrocarbures
pétroliers est négativement corrélée a la densité du sol et a la matiere séche. Selon Uquetan et
al. (2017), le pétrole brut pourrait avoir des effets négatifs sur certaines propriétés physiques
du sol, notamment une diminution des espaces interstitiels, une conductivité hydraulique
saturée et une densité apparente accrue. En raison de leur faible pouvoir émulsifiant, leur
faible densité et haute viscosité, les hydrocarbures modifient la porosité et permeéabilité du sol
(Wang et al., 2017) et réduire la pénétration de l'eau et de l'oxygene. F2 représente la
profondeur d'échantillonnage du sol qui est positivement corrélée a la concentration de

sodium et de magnésium.
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Variables (axes F1 et F2 : 55,52 %)
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Figure 36. ACP des concentrations de THC, fractions en HC, BTEX et propriétés
physicochimiques des sols échantillonnés

4.4. Discussion

Dans cette partie sont exposés les résultats liés aux analyses physico chimiques des
échantillons des trois bourbiers a différentes profondeurs, ainsi que la quantification des
hydrocarbures existants (hydrocarbures totaux, BTEX et différentes fractions des
hydrocarbures). Il est & noter que généralement, la composition d’un bourbier est influencée
par celle des boues (boues a base d’eau et boues a base d’huile) ou fluides de forage (déblais)
traités et rejetés aprés une opération de forage ; cependant, le bourbier va subir des
modifications biotiques (microorganismes hydrocarbonoclastes) ou abiotiques (lumiere, eau)
avec le temps. Apres environ 4 jours, I’ensemble des rejets acheminés vers un bourbier (les
boues a base d’huiles sont les plus utilisées en forage au champ de HMD) seront sous forme

d’une matrice solidifiée.

En premier lieu, dans le Nord du Sahara algérien, les sols sont d’origine essentiellement
éolienne et comportent principalement des sables; c'est le cas des sols de la région de
Ouargla. Nos résultats de 1’analyse granulométrique montre une dominance de la fraction
sableuse (sable fin), qui est un indicateur d’une bonne perméabilité facilitant ainsi la

circulation des fluides contenants les nutriments et I’oxygéne (Khokonov et Khokonov, 2021),
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favorisant la croissance des microorganismes (Karabi, 2017) et causant une carence en
éléments nutritifs minéraux (Omar et al., 2022). La dominance de la fraction sable fin résulte
de la nature géomorphologique des sols de la région de HMD qui sont a minéraux bruts
d’apport. Cependant, le faible taux en argile affecte négativement 1’activité microbienne, car
dans cette fraction serait mis en réserve une partie de ressources nutritives et de I’ecau. En
effet, I’argile agit sur la distribution et I'activité des organismes du sol et sur leurs interactions
(Lavelle et Spain, 2001). Il est & noter qu’a Hassi Messaoud, les sols sont recouverts d’un
voile éolien de grains de sables plus au moins important qui limite leur évolution. Les
bourbiers pétroliers sont implantés dans des zones désertiques formeées dans leur quasi-totalité
de sable. On peut méme supposer que 1’argile provient en grande partie des fluides de forage
qui sont principalement & base de bentonite. Nos échantillons ont été prélevés a partir de 20
cm de profondeur car des études précédentes d'’Amro et al. (2013) sur les déversements
d'hydrocarbures, rapportent que la surface du sol est caractérisée par une adsorption élevée
entrainant une infiltration a faible profondeur. Selon Takahashi et Shoji (2002) les matériaux
pyroclastiques sont caractérisés par des coefficients d'adsorption elevés.

Dans une seconde optique, une analyse des divers paramétres physico chimiques des
échantillons est indispensable. Selon Pathak et al. (2011) et Onojake et Osuji (2012), la
qualité physique et chimique du sol telle que I'numidité, le pH, la CE et la capacité de
rétention d'eau est significativement réduite par les contaminations aux hydrocarbures
pétroliers. De nombreuses études ont montré que la pénétration de contaminants pétroliers
dans le sol modifie plus ou moins toutes les propriétés du sol, y compris ses propriétés
physiques, physico-chimiques et chimiques (Zahermand, et al., 2020). En raison de la
contamination, la couleur du profil du sol passe au gris et au brun foncé (Abu-Khasan et
Makarov, 2021). Le pH est un élément clé de la composition chimique du sol et détermine la
disponibilité des éléments nutritifs pour les plantes et les micro-organismes (Borah et al.,
2010). La contamination par le pétrole brut augmente considérablement le pH du sol jusqu'a
8,0 et réduit les concentrations de phosphore disponible dans le sol (Wang et al., 2013). Le
pH de nos échantillons est d’'une manicére générale trés alcalin a tres fortement alcalin
(supérieur a 8) du fait que la plupart des sols désertiques sont caractérisés par un pH neutre a
alcalin (Mchugh et al., 2017). Aussi, le pH des échantillons prélevés des bourbiers est
influencé par celui des boues rejetees qui présentent des pH alcalins entre 8.0 a 10.5 pour les
boues a base d'eau (Peretomode, 2018). En effet, les additifs anticorrosion a caractére basique,

la soude ajoutée aux fluides de forages (Johannes, 2012) et les opérations de traitement des
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déblais de forages rendent les bourbiers plus alcalins. N’oublions pas que dans les sols
calcaires, ce sont les carbonates qui contrdlent le pH. En général, la présence des
hydrocarbures dans le sol n’affecte pas le pH. On peut méme avancer et dire que les pH

répondent a la limite préconisée par la norme francaise (Afnor X 31-210) (4<pH<13).

La conductivité électrique des échantillons prend des valeurs maximales, ceci est dd a la
forte évaporation qui permet I’accumulation des sels a la surface des sols, également la
présence des sels et additifs des boues de forages. Selon I’analyse statistique, nous
remarquons que la présence des hydrocarbures est positivement corrélée a la conductivité, ce
qui est logique car il a été demontré que la contamination par les hydrocarbures augmente la
conductivité électrique du sol (Adebiyi et Afedia, 2011 ; Arocena et Rutherford, 2005).
L'augmentation de la température entraine une diminution de la viscosité dynamique du
pétrole brut (Mekkaoui et al., 2017). Ce parametre influence la biodégradation des
hydrocarbures en modifiant leurs états physiques (viscosité, volatilité, solubilité) et
composition chimique (Yadav et al., 2012). La température des bourbiers est entre 20 et 21°C,
ce qui constitue un environnement favorable pour la croissance des souches microbiennes
mésophiles. Les hydrocarbures pétroliers, en dépit de leur hydrophobicité, se solubilisent

graduellement dans I’eau en fonction de I’augmentation de la température.

La pollution par les hydrocarbures pétroliers est négativement corrélée a la densité de
I’échantillon du bourbier et a sa matiére séche. Les particules de sol recouvertes de films
hydrophobes de composants pétroliers de poids moléculaire élevé perdent leur capacité a
absorber et a retenir I'numidité. Selon Abosede (2013), le pétrole brut pourrait avoir des effets
négatifs sur certaines propriétés physiques du sol, notamment la diminution des espaces
poreux, la conductivité hydraulique saturée et l'augmentation de la densité apparente.
Khamehchiyan et al. (2007) et Kuyukina et al. (2005) ont signalé que des concentrations
élevées de pétrole brut dans le sol pouvaient colmater les pores du sol et réduire la pénétration
de I'eau et de lI'oxygéne. Le taux d'humidité du sol est relativement important. Ceci est peut-
étre tributaire de la composition des fluides de forages, et les déversements des eaux lors des
opérations d’exploitation des gisements (Khodja, 2008). 1l se trouve que les rejets de forage
gardent en rétention des quantités importantes du fluide porteur par un phénoméne appelé
enrobage ou encapsulation. En fait, les hydrocarbures empéchent ’cau de s’évaporer. La
teneur en humidité est aussi fonction du climat et des propriétés de rétention de la matrice du
sol. Le climat désertique caractérise la région de Ouargla, les températures varient de 0°C

jusqu’a plus de 47°C, et les vents dominants sont NNE. Il est a noter qu’un fort taux
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d’humidité peut avoir un effet positif sur I’activité microbienne en limitant le contact
microorganisme / polluant, pour cela, Gabet (2004) a signalé que pour une meilleure activité
de biodégradation, I’humidité doit étre de 25 a 90%.

Nos résultats du dosage des cations majeurs (Ca®*, Mg®*, Na" et K*) dans les
échantillons des trois bourbiers montrent que le sol a analyser est trés minéralise.
Cependant, on remarque que 1’ordre d’abondance des cations échangeables est le suivant :
Ca®* > Na*> K" > Mg?*. Le calcium (Ca?"), provient de la dissolution des roches carbonatées.
Habituellement, les cations métalliques (Ca, Mg, K et Na) sont fixés en grande quantité par
les particules du sol ; ces éléments jouent un r6le vital dans la croissance des micro-
organismes (Mansour et al., 2016). La saturation surtout en Ca** dans nos échantillons, refléte
le pH alcalin des échantillons. Cependant, les processus de dissolution des roches contrdlent
la présence du Ca qui proviennent des carbonates, mais aussi du Na du Mg et du K provenant
des feldspaths et des micas ou des anions HCO3 et NO3 ™ (Siddiqui et Bano, 2018). L’état
calcique du sol est en étroite relation avec le pH. Un sol bien pourvu en Ca®*, favorise le
maintien d’une structure grumeleuse avec une bonne perméabilité a 1’eau et a I’air avec des
agrégats plus résistants a la dispersion causées par les pluies. A 1’état dispersé, I’argile et I’eau
ne peuvent pas étre séparés, ils forment un mélange homogene. En revanche, si 1’on ajoute un
ion floculant tel que le Ca** ou le Mg*" , Iargile va changer d’état et passer sous forme
floculée ce qui a pour conséquence la création d’agrégats argileux qui vont se séparer en
partic de 1’eau. En général, les sols calcaires, sont tres basiques et les cations y sont mal
retenus. Selon Nnaji et al. (2005) le pétrole peut se décomposer et se minéraliser rapidement

dans le sol, ce qui entraine la libération de cations et d'oligoéléments.

Tous les pétroles contiennent des constituants majeurs (carbone et hydrogene) et des
concentrations mineures de métaux et de composés d'oxygene, de soufre et d'azote.
Généralement, les composés contenant de I'azote sont présents dans tous les combustibles
fossiles. Selon Eckford et al. (2002), la pollution des sols par les hydrocarbures a pour
conséquences un déficit en azote et en phosphore, ce qui peut limiter la biodégradation des
hydrocarbures par les micro-organismes. Nos résultats montrent que ce parametre augmente
en allant en profondeur pour les sites Agreb et Gassi, par contre diminue pour Zotti.
Cependant, les teneurs importantes en azote Kjeldhal (TKN) témoignent d’une grande
présence de déchets organiques (détérioration), de composes hydrocarbones et leurs dérivés.
Tout sol abrite des communautés microbiennes a divers fonctions: il y a des micro-

organismes qui utilisent les produits pétroliers et leurs dérivés comme source de carbone et
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d’énergie, et d’autres en parallele dites nitrifiantes intervenant dans le cycle de ’azote
(Devatha et al., 2019). La disponibilité de micronutriment s'est avérée étre un facteur limitant
potentiel qui contrdle la biodégradation des hydrocarbures sur les sites contaminés. On estime
qgu'environ 150 g d'azote et 30 g de phosphore sont consommés pour convertir 1 kg
d'’hydrocarbures en cellules bactériennes (Ron et Rosenberg, 2014). Zafra et al. (2015), ont
observé que la concentration des polluants exercait une pression sélective sur les organismes
dégradant le pétrole. L'azote a été largement utilisé dans les travaux de forage lors de
I’évacuation des boues (élimine le risque de corrosion) et pour dissiper les hydrocarbures

pétroliers totaux (TPH) dans le sol contaminé par le pétrole.

Une présence d’hydrocarbures est notée dans le sol de nos sites, exprimée par 1’indice
des HC (C10-C40) mg/Kg Ms. Cependant, les deux sites Gassi et Agreb montrent une
présence d’hydrocarbures nettement importante (dépassant 50000 Mg/Kg Ms) par rapport a
Zotti. Ceci explique I’ampleur et la nature de I’industrie existante dans chaque site : Agreb
avec 34 puits producteurs et 38 bourbiers pétroliers, Gassi comportant 24 puits et 49 bourbiers
de déchets, alors que Zotti avec 5 puits compte 3 bourbiers. Il est a noter que les
caractéristiques d’une pollution des hydrocarbures et de ces dérivés dans les sols dépendaient
de nombreux facteurs, notamment la répartition spatiale et les historiques d'exploitation des
puits de pétrole, les conditions climatiques et environnementales de la zone du champ

pétrolifére et les principaux ingrédients du pétrole brut (Yuan et al., 2018).

HC (C10-C40) est le composant le plus abondant du pétrole brut et I’un des éléments les
plus préoccupants de 1’environnement. Nos résultats de la concentration des hydrocarbures
totaux (TPH) dans les échantillons de sol ont montré que les trois bourbiers pétroliferes
souffraient de degrés divers de pollution pétroliere. Selon la norme d'assainissement des sols
contaminés par le pétrole (500 mg/kg) stipulé par I'Etat de I'Oklahoma aux Etats-Unis, les
hydrocarbures totaux selon I’indice HC (C10- C40) de nos échantillons sont supérieurs a cette
valeur critique (Bao, 2000 ; Wang et al., 2009). L'importance et la cinétique des phénoménes
de migration ou de transformation dépendent des caractéristiques physico-chimiques du sol,
de la nature des polluants et des conditions climatiques/environnementales, sans oublier 1’age
du bourbier pétrolier. C’est ainsi que selon la complexité des mélanges, les fractions les plus
legéres pouvant se déplacer plus rapidement que les composeés les plus lourds vont migrer (a

la fois verticaux et latéraux), tandis que les plus visqueux restent liés a la matrice du sol.

Cependant, la caractérisation des fractions pétroliéres F1 (C6-C10) (la plus volatile), F2
(C10-C16) (semi-volatile), F3 (C16-C34) et F4 (C34-C50) (HAPs les plus récalcitrants),
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montre un profil contamination de la surface qui augmente en allant vers la profondeur. Sous
I’effet de la gravimétrie, on remarque une succession de distribution de F1, F2 et F3. La
fraction F4 est de valeur minime, par contre F3 est la plus dominante. En raison de leurs
caractéristiques complexes, les fractions d'hydrocarbures les plus 1égéres et les plus volatiles
sont rejetées dans l'atmosphere, les fractions hydrophiles se dissolvent dans I'eau et les
fractions lipophiles ont tendance & se lier aux particules de sol/sédiment et a la matiére
organique (Logeshwaran et al., 2018).

Comparés aux HAP, les BTEX (benzéne, toluéne, éthylbenzéne et xylene avec ses
isomeres) ou méme hydrocarbures monoaromatiques, sont plus facilement transportes vers les
sols profonds et les eaux souterraines en raison de leur forte solubilité dans l'eau et de leur
mobilité dans les sols (Mohan et al., 2020). Dans les sols a faible perméabilité, les BTEX ont
tendance a se diffuser latéralement, a se disperser et a étre adsorbés par les particules du sol,
restant ainsi dans les pores du sol (Yang et al., 2023). Par contre, dans les sols a forte
perméabilité, les composés organiques ont tendance a migrer verticalement vers le bas en
raison de la gravité et a se diffuser des zones a fortes concentrations vers les zones a faibles
concentrations (Chen et al., 2022). C’est ce qui confirme nos résultats par une présence de
ces composés a une profondeur de plus de 1.20 m. En général, la migration des BTEX dans
un sol est régie par les actions de volatilisation, de dissolution, de transport et d’adsorption.
Par cette étude, on peut trier les BTEX dans nos échantillons selon 1’ordre croissant suivant :
le Xyléne par ses deux isomeéres, 1I’Ethylbenzene, le Toluéne et enfin le Benzéne. D’apreés
Zheng et al. (2023) et parmi les BTEX, le Benzéne et le Toluéne migrent le plus dans un sol.
Le xyléne (surtout I’O-Xyléne) étant peu soluble dans I’eau, forme un film a la surface du sol
qui favorise sa volatilisation et sa solubilisation. La phase adsorbée créée lors de l'infiltration

met un certain temps avant de disparaitre.
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Conclusion

A travers ce modeste travail, deux approches ont été ciblés : la premiére consiste en une
caractérisation physicochimique des bourbiers pétroliers du complexe GEA (Agreb, Gassi et
Zotti) situé dans la région de Hassi Messaoud (Sahara algérien). La seconde vise la
distribution spatiale des hydrocarbures totaux (THC), des quatre fractions d’hydrocarbures F1
(C6-C10), F2 (C10-C16), F3 (C16-C34), (F4>C34) et des BTEX (benzene, toluéne,

éthylbenzéne et xylene) dans nos échantillons a différentes profondeurs des sols.

L’analyse des sols est un procédé complexe et la compréhension de certains parametres
physico-chimiques (pH, température, conductivité électrique, densité, salinité, azote, ...etc)
donne une estimation préliminaire sur la qualité et le degré de sa pollution. Les échantillons
de sol des trois bourbiers pétroliers présentent une dominance de la fraction sableuse, a pH
fortement alcalin et a profil affecté par la présence du pétrole brut et de ses dérivés. Ceci est
représenté par de fortes valeurs de conductivité électrique, azote Kjeldahl, densité et cations
échangeables (Na*, K*, Mg**, Ca?").

Une distribution spatiale hétérogéne de grandes quantités d’hydrocarbures
expérimentés, témoignent d’une pollution grave des sites. Une présence notée des mono- et
poly aromatiques, spécialement les BTEX. Selon la littérature scientifique, leurs distribution
est expliquee par leurs mouvements dans le sol qui sont régis par plusieurs facteurs, d’ou leurs

migration a des profondeurs de sol a 1.20 m.

Les deux volets étudiés facilitent le choix des méthodes de décontamination a utiliser
pour les bourbiers pétroliers (physique, chimique, biologique). La plupart des déchets rejetés
dans ces milieux doivent subir au préalable un ou plusieurs traitements, compte tenu de la
complexité de ces déchets industriels. Généralement, plusieurs méthodes doivent étre utilisées
pour séparer I'huile, I'eau et les solides. L’implantation de la réhabilitation des sols nécessite
une cooperation interdisciplinaire telle que la biologie des sols, la chimie des sols, et des

experts en ingénierie.

L’environnement est un patrimoine précieux, que chacun de nous doit protéger et

préserver pour les générations futures.
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Chapitre .4. Les champignons microscopiques : cas des

hydrocarbonoclastes

Introduction

Sous le terme générique micro-organismes, sont regroupés des étres vivants
microscopiques (bactéries, champignons microscopiques, algues,...etc) et ubiquitaires qui
représentent la biomasse la plus importante de la Terre. Le caractere unique de ces micro-
organismes, leur nature souvent imprevisible et leurs capacités de biosynthese, compte tenu
d'un ensemble spécifique de conditions environnementales et culturelles, en ont fait des
candidats probables pour résoudre des problemes particulierement difficiles dans les sciences

de la vie et dans d'autres domaines également.

Cependant, si les champignons sont bénéefiques pour de nombreux procedeés, ils peuvent
aussi étre a 1’origine de certaines maladies (Pointing et Hyde, 2001). Ce sont des organismes
ubiquistes, dotés d’activités biologiques bénéfiques (Musavi et Balakrishnan, 2014). Ce sont
les agents catalytiques centraux des grands cycles (carbone, azote, oxygene et des métaux de
transition). Ces processus biogéochimiques sont liés a la grande diversité taxonomique
(génétique) et fonctionnelle (phénotypique) des mycetes et a leur formidable flexibilité
métabolique qui leur permet de tolérer et de s’adapter rapidement aux changements de
conditions (Guerrero et Berlanga, 2006). Ces métabolismes sont versatiles et flexibles leur
permettant de transformer des molécules d’origine anthropique ou encore des nutriments peu

biodisponibles ou toxiques (Schmidt, 2006).

Dans la nature, de nombreuses classes de microorganismes ont été décrites comme aptes
a dégrader des hydrocarbures. Toutefois, ce sont les bactéries qui sont les plus actives pour
métaboliser les HAPs (Haritash et Kaushik, 2009). Les microorganismes hydrocarbonoclastes
sont des organismes vivants microscopiques, capables d’assimiler les hydrocarbures pétroliers
de facon naturelle afin de dépolluer les sites contaminés. Ces microorganismes regroupent les
champignons et les bactéries, qui sont des médiateurs primaires dans la dégradation des
hydrocarbures. Equipés de complexes multi-enzymes extracellulaires, les champignons sont
les plus efficaces, en particulier pour decomposer les composés polymeéres naturels (Joutey et
al., 2013).
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1. Présentation et caractéristiques principales

Les champignons sont un régne du vivant regroupant 2 a 4 millions d’espéces
(Hawksworth et Licking, 2017) en une dizaine de phylums, et dont la classification est
régulierement revue (McLaughlin et al.,, 2009 ; Blackwell, 2011). On estime que les
champignons représentent le deuxiéme regne le plus riche en especes de la biosphére apres les
insectes (Cordier, 2012). Ce sont des organismes ubiquitaires (Pitt et al ., 2000), filamenteux
(Guiraud, 2012) thallophytes car elles sont caractérisées par un appareil végétatif sous forme
d’un thalle composé de longs filaments (hyphes) ramifiés souvent septés ou aseptés (Stajich et
al., 2009), qui se propagent par extension polaire (Steinberg et al., 2017). Chez certaines
moisissures, comme par exemple Mucor, les cellules ne sont pas séparées par une cloison
transversale, le thalle est alors dit coenocytique ou « siphonné » alors que chez d’autres,
comme par exemple Aspergillus, le thalle est cloisonné ou « septé » (Fig37). Les cloisons ou
septa possédent des perforations assurant la communication entre les cellules. De plus, les
compartiments hyphes individuels peuvent étre uninucléés ou multinucléés (Dorter et
Momany, 2016).

Les mycetes sont des hétérotrophes eucaryotes (Botton et al., 1990), aérobies qui ne
constituent pas une entité monophylétique mais forment au contraire un groupe tres
hétérogéne dont la caractéristique essentielle commune est la nutrition hétérotrophe par
absorption, celle-ci pouvant prendre la forme du saprophytisme, du parasitisme ou de la
symbiose (Nasraoui, 2006). Les champignons incluent des especes macroscopiques (Macro
mycetes) et d’autres microscopiques (Micromycetes) (Tabuc, 2007). D’un point de vue
structural, on trouve une grande variété de champignons. Ils sont classés en deux grandes
catégories : la plus courante est la forme végétative sous forme de levure unicellulaire et la
forme mycélienne pluricellulaire constituée d'hyphes (Redecker, 2002). Certaines espéces ont
la capacité d'adopter les deux formes, levure et mycelienne (dimorphisme) (Ruiz-herrera et
Campos-Gongora, 2012), tandis que d'autres sont restreintes a 1’'une ou 1’autre (Jennings et

Lysek, 1996).

Figure 37. Structure de I’hyphe : (a) hyphe coenocytique, (b)
hyphe cloisonné (Chabasse et al., 2002)
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2. Systématique des champignons

La systématique des champignons est basée essentiellement sur des criteres
morphologiques, bien que certaines approches modernes d’identification et de classification
fongique sont développées, telles que les études nutritionnelles, les tests sérologiques,
biochimiques, immunologiques, phylogénétiques et moléculaires, qui sont des outils de
confirmation des données morphologiques (Tabuc, 2007; Marquez et al., 2007). A I'heure
actuelle, la classification des champignons s’est considérablement simplifiée et le régne des
« champignons vrais » ou Fungi, appelé Eumycota, comprend actuellement cing phyla :
Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Basidiomycota et Ascomycota (Blackwell,
2011) (Fig38).

2.1. Les Chytridiomyceétes

Les Chytrides constituent la lignée évolutive la plus ancienne des champignons (James
et al., 2006). Ce groupe comprend 4 ordres, 13 familles, 99 genres et pres de 686 espéces
(Kirk et al., 2008). IIs regroupent les especes produisant des spores uniflagellées (zoospores),
témoignant d’une vie majoritairement aquatique. Les organismes de ce phylum sont souvent
microscopiques mais peuvent aussi produire un mycélium. La plupart des Chytrides sont
saprotrophes, aérobies ou anaérobies ; ils sont capables de dégrader un grand nombre de
substrats (Shearer et al., 2007). Les Chytrides sont également connus pour causer des
maladies chez les amphibiens et on pense qu'ils ont joué un réle dans le déclin des populations

d'amphibiens dans le monde (Codjo et al., 2021).
2.2. Les Zygomycetes

Les Zygomycota constituent un groupe ancien des champignons ayant divergé apres les
Chytridiomycota (James et al., 2006). Ce groupe formé d’organismes microscopiques
hétérogénes est polyphylétique (James et al., 2006 ; Bar-Hen et al., 2008). Ce phylum
comprend environ 900 espéces (Botton et al., 1990 ; Carlile et al., 2001) et deux ordres: les
Mucorales et les Entomophtorales. Les zygomycétes sont caractérisés par leur production de
zygosporanges, des structures spécialisées qui contiennent des spores sexuées dormantes
appelés Zygospores (Chabasse et al., 2002). lls sont non flagellés et possedent un thalle
siphonné (Branger, 2007). On les trouve dans un large éventail d'habitats, y compris le sol, les
matieres végétales en décomposition et les excréments d'animaux. Différents modes de vie
sont retrouvés, les plus communs étant le saprophytisme et le parasitisme (d’insectes

principalement).
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2.3. Les Gloméromycétes

Ce phylum regroupe des champignons symbiotiques et biotrophes stricts des plantes,
qui forment des mycorhizes a arbuscules a bénéfices mutuels avec les racines fines de
nombreuses plantes. Les champignons fournissent a la plante 1’eau et des ¢éléments minéraux
prélevés dans le sol, et en retour, la plante fournit aux champignons des éléments carbones
issus de la photosynthese. Ces micromycetes se trouvent dans le sol et jouent un réle

important dans le cycle des nutriments et la croissance des plantes.
2.4. Les Ascomycetes

C’est le plus grand et le plus diversifié groupe de champignons microscopiques,
comprenant 15 classes, 68 ordres, 327 familles et environ 64163 espéces (Kirk et al., 2008).
Ce phylum regroupe les champignons a lichens (Carlile et al., 2001), de nombreux
pathogeénes des plantes et des levures utiles pour I’homme (Saccharomyces cerevisiae), ainsi
que des champignons comestibles tels que les morilles et les truffes. Les ascomycetes sont
caractérisés par leur production d'ascospores, qui sont contenues dans des sacs spécialisés
appelés asques. On les trouve dans un large éventail d'habitats, y compris le sol, I'eau et le

matériel vegétal en décomposition.
2.5. Les Basidiomycetes

IIs regroupent la majorité des champignons mycorhiziens a carpophores, mais aussi des
parasites des plantes et des levures. Ce phylum est représenté en 31515 especes rangées dans
1589 genres, 177 familles, 52 ordres et 16 classes (Lee et al., 2013). Les basidiomycetes sont
caractérisés par leur production de basidiospores, qui sont contenues dans des structures
spécialisées appelées basides. On les trouve dans un large éventail d'habitats, y compris le sol,
les matieres végétales en décomposition et le bois. Beaucoup d’entre eux sont des
Macromycetes (champignons a chapeau), certains sont des parasites de végétaux, d’autres de

redoutables opportunistes chez I’homme (Cryptococcus, etc.).
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Domaine : Eucaryotes
Régne : les champignons
Division (phylum) : Ascomycotina
Basidiomycotina
Zygomycotina
Chitridiomycotina
(Deuteromycotina)

Champlgnons Champlgnons
Inférieurs supérieurs

Deuteromycotina®
(champignons imparTaits)

A
Chytridiomycotina ‘ | Basidiomycotina

Champignons

e :
=

Y

Oomycolina®*

* Champignons connus seulement par leur stade asexué, en attente de
classification.

** Actuellement les espéces issues de cette division ne sont plus classées
parmi les champignons vrais

Figure 38. Classification générale des champignons (Chabasse et al., 2002)

3. Reproduction

La reproduction est la formation de nouveaux individus ayant toutes les caractéristiques

typique de I'espece. Les modalités de la reproduction chez les champignons présentent une

tres grande variabilité. En effet, les champignons se reproduisent principalement par

I'intermédiaire des spores qui sont des structures uni ou multicellulaires avec diverses formes

et tailles, capable de reproduire l'espéce fongique aprés germination. Les spores peuvent se

former a travers une voie asexuée (ressemblant a des bourgeons qui se forment sur des

branches) ou a travers une voie sexuée apres fécondation. En outre, certains phénomeénes

parasexuels peuvent aussi étre observés chez les champignons (Nasraoui, 2006). Le cycle de

vie des champignons comprend deux types de reproduction (Fig.39) :

» une reproduction asexuée (multiplication végétative anamorphe), au cours de laquelle

une spore ou un fragment de mycélium croit et se développe sur un substrat; elle peut étre :

fragmentation d’une partie du thalle en fragments
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e scission ou bourgeonnement du thalle en cellules-filles
e bourgeonnement de novo de spores mitotiques "vraies™ a partir du thalle.

> une reproduction sexuée (télémorphe), implique la rencontre de deux mycéliums de
signes sexuels opposes. Un mycélium haploide va rencontrer un autre mycélium a polarité
complémentaire pour donner lieu a la fusion des cytoplasmes, ce qui engendre un nouveau

mycélium diploide. Les cycles de vie différent d’un champignon a un autre selon leur type

de spores.
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Figure 39. Schématisation de la reproduction asexuée et sexuée d’une moisissure
(Lecellier, 2013)

4. La mycoeécologie

4.1. Les champignons et le milieu physique

Bien qu’ils soient relativement peu exigeants, les champignons filamenteux ont besoin
d’un certain nombre de facteurs nutritifs et environnementaux tels que ’aération, le pH du
substrat, la disponibilité d’eau (teneur en humidité), les nutriments et la température pour leur

colonisation et croissance (Zhang et al., 2018).

» Composition de D’air : les moisissures sont, pour la plupart, des microorganismes
strictement aérobies;ils ont besoin d’oxygéne pour une croissance normale. Pourtant, des
champignons anaérobies ont été trouvés dans des sédiments d'eau profonde (Nagano et
Nagahama, 2012). Certaines especes peuvent se développer en anaérobiose : c’est le cas de
Byssochlamys qui contaminent les jus de fruits conservés par pasteurisation (Pfohl-
Leszkowicz, 2001). La concentration en CO, influence aussi la croissance fongique et

intervient au niveau de 1’intensité respiratoire. L’élévation de la pression de CO, dans le
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milieu inhibe la croissance fongique. Ainsi, le développement d’Aspergillus ochraceus est

complétement inhibé par une teneur de 80% de CO, (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

> pH : les micromycétes peuvent se développer dans une large gamme de pH ; elles se
développent normalement pour des pH compris entre 4.5 — 8.0 (Botton et al., 1999), bien
qu’ils soient capables de croitre dans une large gamme de pH avec une tendance a croitre
dans des milieux légérement acide. En raison de leur acidité (pH < 6) de nombreux
aliments comme les légumes et les fruits sont beaucoup plus exposés a une altération

fongique que bactérienne. La plupart des champignons préferent des milieux a pH acide.

> Activité de ’eau (Aw) et humidité relative (HR) : I’Aw représente la disponibilité de
I’eau liquide dans un milieu liquide ou solide et ’HR représente la teneur en eau dans un
milieu gazeux en équilibre (Zoz, 2016). la quantité d’eau disponible dans le substrat et
dans 1’air environnant est le facteur principal pour initier leur développement. Liu et al.
(2018) ont rapporté qu'une communauté biologique se développe plus facilement dans des
conditions d'infiltration d'eau et/ou d'humidité élevée. L’Aw s’exprime par un nombre sans
dimension compris entre 0 et 1 et les besoins en eau varient selon I’espéce. Les moisissures
peuvent étre classées en trois catégories selon les gammes d’Aw favorables a leur
développement : xérophiles, mésophiles et hydrophiles (Li et Yang, 2004). Lorsque
I’activité de ’eau de I’extérieur de la spore est inférieure a celle de I’intérieur, elle est
soumise a un stress osmotique et est incapable d’absorber 1’eau nécessaire pour germiner.
Au contraire, si I’Aw augmente a 1’extérieur, le transport d’eau vers la cellule a lieu et une
série de réactions se déclenchent, permettant a la spore de s hydrater (Boudih, 2011).

Dans un systéme en équilibre hydrique, I’HR de I’air correspond a I’HR de la surface du
matériau, nommée humidité relative d’équilibre (HRE). Les matériaux deviennent la cible de
la prolifération fongique lorsque les valeurs d’HRE sont supérieurs a 70 % pour les matériaux
a base de bois, 85 % les matériaux gypse et autour de 90-95 % pour les matériaux cimentaires
(Verdier, 2015).

» Température : les moisissures peuvent répondre a une large gamme de températures de
croissance allant de 0 et 10°C pour les minimales et de 35 & 52°C pour les maximales
(Boudih, 2011). Ce parametre affecte principalement leur cinétique de croissance (Joblin,
2012). Dans les environnements intérieurs, les moisissures sont principalement mésophiles
. leur croissance est optimale a des températures proches de la température ambiante des
locaux (Boudih, 2011; Méheust, 2012).
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» Nutriments : les moisissures sont hétérotrophes et nécessitent de 1’oxygéne ainsi que de la
matiere organique disponible pour se développer. Les besoins nutritionnels de ces
organismes peuvent étre classés en deux catégories : les nutriments constitutifs comme le
carbone, 1’azote, I’hydrogene, le potassium, le souftre, le phosphore et le magnésium ; et les
oligonutriments parmi lesquels figurent le fer, le cuivre, le manganése, le zinc et le
molybdéne (Méheust, 2012). Lors de leur croissance, les moisissures dégradent la matiere
organique complexe grace a 1’action d’enzymes hydrolytiques et d’acides. Les composants
digérés, plus facilement assimilables, sont ensuite absorbés a travers la paroi cellulaire
perméable. Certaines especes ont la capacité de dégrader des polymeéres tres complexes
comme la lignine et la cellulose et d’autres, comme certaines espéces d’Aspergillus et
Penicillium, préférent les sucres plus simples et se développent tres rapidement (Méheust,
2012).

4.2. Champignons et autres étres vivants (stratégie nutritionnelle)

L’hétérotrophie des champignons conditionne leur mode de vie qui peut prendre cinq

aspects : saprotrophie, parasitisme, mutualisme symbiotique, commensalisme et carnivorie

X2 Les saprotrophes (ou saprophytes) vont se développer grace a de la matiere
organique morte animale ou vegétale (litiere, cadavres) voire des déjections : ce sont des
détritivores ou décomposeurs. lls jouent un réle trés important dans le recyclage de la matiere
organique sur Terre (Despes, 2012). Cependant, leur richesse en enzymes leur permet de
dégrader la cellulose et méme la lignine et d’éviter I’accumulation des déchets végétaux en
forét notamment (Pichard, 2015). Leur capacité d’exploration via 1’extension des hyphes,
couplée a la capacité de largage d’enzymes hydrolytiques, ont permis une colonisation d’une
grande variété de substrats. Dans le sol, les champignons participent au cycle de 1’azote par la
dégradation de ’humus. IIs ont la capacité de consommer la cellulose ainsi que la lignine et
sont considérés comme les principaux recycleurs de matiére organique a partir de matériels

végétaux (Lutzoni et al., 2004).

0,

X2 Les parasites et pathogenes vont vivre aux dépens d’organismes vivants
(champignons, plantes, insectes, animaux, homme). Certains parasites sont dits obligatoires
alors que d’autres sont facultatifs ou opportunistes. Ils pénétrent chez 1’hdte par des voies
naturelles (stomates) ou occasionnelles (blessures) voire par effraction en synthétisant des
enzymes. Les champignons parasites jouent un rdle important dans la régulation des
populations animales et végetales d'un écosysteme. La présence de champignons parasites

obligatoires ou facultatifs cause plusieurs pathologies, induisant parfois la mort de

KOUT S. 79



Chapitre .4. Les champignons microscopiques : cas des hydrocarbonoclastes

I’organisme hote (Garon et Guéguen, 2015). 20% des champignons connus sont capables de

parasitisme (Calvez, 2009).

< Les mutualistes symbiotiques vont contracter une association durable a bénéfices
réciproques avec une espéce vegetale pour former des mycorhizes ou avec des algues pour
former des lichens. Généralement, dans une interaction mutuellement bénéfique, les
champignons recoivent du carbone dérivé de la photosyntheése, tel que des acides gras et des
sucres, de la plante associée, tandis qu'ils fournissent a leur plante héte de I'eau et des
nutriments minéraux, en particulier du phosphore (P) et de I'azote (N), en échange. Cet
échange de nutriments affecte les processus clés du sol et le cycle des nutriments, ainsi que la
santé des plantes, et a donc une forte influence sur le fonctionnement de I'écosysteme végetal.
Les symbioses mycorhiziennes (AM) et ectomycorhiziennes (ECM) sont les deux types de
symbioses les plus courants avec une histoire évolutive et des voies symbiotiques
(intracellulaires vs intercellulaires) contrastées (Tedersoo et al., 2020). Outre leur capacité a
augmenter ’exploration du milieu extérieur, les champignons vont également contribuer a la
phytoprotection contre la secheresse, les ravageurs et d'autres facteurs de stress abiotiques

externes (Begum et al., 2019).

Une autre forme de symbiose fortement répandue sur Terre est représentée par les
lichens, qui sont constitués d’une association entre champignon (principalement du phylum
Ascomycota) et une cyanobactérie. Dans de nombreuses régions, les lichens contribuent a une

proportion considérable de la biomasse globale (Miranda-Gonzalez et McCune, 2020).

0,

X2 A leur tour, les commensaux vont tirer leur matiére organique sans réciprocité de leur
hote mais sans nuisance non plus. La levure Candida albican est un colonisateur commun des
humains, avec entre 20et 80% de la population mondiale estimée étre colonisée de maniere
asymptomatique a un moment donné (Polvi et al., 2015). La colonisation se produit a
plusieurs endroits du corps présentant un large éventail de stress physiologiques pour les
champignons colonisateurs, y compris la variation du pH, de la température et des niveaux
d'oxygéne, ainsi que la limitation des nutriments et les réponses immunitaires de I'néte (Alves
et al., 2020). Cette interaction est neutre pour 1’humain et positive pour le champignon.

7

X Dans le régne fongique, les champignons carnivores déploient diverses stratégies
chimiques pour cibler leurs proies, c'est-a-dire les nématodes, les animaux les plus abondants
dans le sol (Van Den Hoogen et al., 2019). Cependant, les champignons de la famille
Cordyceps infectent et tuent les insectes et les arthropodes, tels que les fourmis, les sauterelles

ou les araignées. Aussi, les champignons du genre Trichoderma sont des microphages,
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notamment des champignons de culture. lls contrdlent la pathogénicité par différents
mécanismes, notamment : le mycoparasitisme, la secrétion de métabolites secondaires, la
sécrétion d'antibiotiques et la compétition pour les nutriments et I'espace (Zeilinger et al.,
2016).

5. Rappel sur les champignons hydrocarbonoclastes

Les micro-organismes hydrocarbonoclastes sont impliqués dans la minéralisation des
hydrocarbures dans I'environnement. Ces derniers représentent une riche source de carbone et
d'énergie. De nombreuses classes de microorganismes ont été décrites comme aptes a
dégrader des hydrocarbures dans les sols, les sédiments et les eaux contaminés par les
produits pétroliers. Toutefois, si les bactéries sont les plus actives pour métaboliser les
hydrocarbures polyaromatiques (HAPs) (Haritash et Kaushik, 2009), les champignons
possedent certains avantages en raison de leur tolérance aux contaminants hydrocarbonés, de
leur capacité de pénétration dans le sol par les réseaux mycéliens et de la colonisation rapide
des substrats solides (Batghare et al, 2020). Plus de 100 genres fongiques sont connus pour
jouer un réle important dans la biodégradation des hydrocarbures (Prince, 2005). A titre
d’exemples, parmi les champignons appartenant aux genres Aureobasidium, Candida,
Rhodotorula, Sporobolomyces, Trichoderma, Fusarium, Aspergillus et Penicillium semblent
les plus efficaces (Prenafeta-Bold et al., 2018). Concernant la spéciation, les champignons
affiliés aux genres Cladosporium et Aspergillus font partie de ceux connus pour participer a la
dégradation des hydrocarbures aliphatiques tandis que les représentants de Cunninghamella,
Penicillium, Fusarium, Aspergillus et Mucor participent a la dégradation des hydrocarbures
aromatiques plus récalcitrants (Amend et al., 2019). Des études ont démontrées 1’efficacité
des champignons filamenteux pour la bioremédiation des sols pollués par les hydrocarbures. Il
s’agit des genres: Amorphoteca, Neosartorya, Talaromyces, Graphium, Candida, Aspergillus,
Cephalosporium, Pencillium, Fusarium, Phanerochaete, Rhodotorula, Sporobolomyces et
Trichoderma (Obire, 2008). Les champignons isolés n'ont généralement pas tous les éléments
enzymes nécessaires pour métaboliser des substrats complexes. Mancera-Lopez et al. (2008),
par exemple, ont démontré que les trois champignons Rhizopus sp., Aspergillus sydowii et
Penicillium funiculosum peuvent éliminer totalement des hydrocarbures pétroliers des sols
pollués. Mishra et al. (2019) ont de leur c6té, confirmé la biodégradation des hydrocarbures
aromatiques par les souches  Aspergillussp.,  Rhizophlyctissp., Candida sp.,
Exophiala sp., Cunninghamella sp., Anthracophyllum sp., Panaeolus sp., Gilbertella sp.,

Penicillium sp.,Linderina sp.,Thannidium sp. La dégradation microbienne des hydrocarbures
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implique des activités enzymatiques complexes telles que celles des monooxygénases, des
dioxygénases, des oxydoréductases, des hydroxylases, des déshydrogénases, ...etc (Harms et
al., 2011).

Cependant, les levures sont aussi d’excellents microorganismes hydrocarbonoclastes
que les bactéries (Farag et Soliman, 2011). Plusieurs espéces de levures, telles que Candida
lipolytica et Geotrichum sp., Trichosporon mucoides et Yorrowia lipolytica, dégradent
efficacement les composés pétroliers (Beopoulos et al., 2010). Ajoutons aussi les especes les
plus courantes, connues sous le nom de dégradeurs d'hydrocarbures, appartiennent aux genres
Candida, Debaryomyces, Leucosporidium, Lodderomyces, Pichia, Rhodosporidium,
Rhodotorula, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Stephanoascus, Trichosporon et Yarrowia
(Kashyap et al., 2020).

5.1. Spécificité des champignons hydrocarbonoclastes

Les champignons jouent un role vital dans tous les écosystéemes et sont capables de
contréler le flux de nutriments et d'énergie a travers leurs réseaux myceéliens. La structure
mycélienne avec sa nature invasive permet l‘exploitation d‘un grand volume de sites
contaminés avec une tres grande surface d'échange (Bennett et al., 2002). 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). Pour ce faire,
ils utilisent différentes stratégies, parmi lesquelles la sécrétion d’enzymes dans
I’environnement (Treu et Falandysz, 2017).

* Les enzymes: les champignons sont équipés d'un systeme enzymatique bien
développé qui leur donne la possibilité de se développer sur une large gamme de substrats
naturels et synthétiques. lls sécrétent différentes enzymes extracellulaires dans leur
environnement périphérique et dégradent divers substrats qui peuvent étre métabolisées dans
leurs cellules (Sardrood et al., 2013). les enzymes catalysent les réactions d’oxydoréduction
assurant par la suite le fonctionnement du métabolisme du champignon. Les enzymes sont
produites a ’intérieur de la cellule par diverses combinaisons d’organelles et seront apres
transportées partout a I’intérieur et a I’extérieur de la cellule (Fig 40). Une fois présents dans
I’environnement extracellulaire, les enzymes interagissent avec leur environnement, offrant la
possibilité de catalyser des réactions génétiquement prédéterminées. Les enzymes peuvent
rester dans I’environnement extracellulaire ou peuvent étre perdues a 1’environnement
(Wingender et al., 2012). Chez les champignons, parmi les voies d'attaque des HAP, il faut
distinguer entre celles existant chez les champignons non lignolytiques (généralement

majoritaires) de celles existant chez les autres champignons lignolytiques (connus sous le
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terme de pourriture blanche). Au moins deux mécanismes sont appliqués dans la
biodégradation des HAPs par les champignons : 1’un fait intervenir le systéme enzymatique
du Cytochrome P4s9, (Boonchan et al., 2000) et I’autre utilise les enzymes solubles
extracellulaires du catabolisme de la lignine : les lignine peroxydases (LiP), les manganése
peroxydases (MnP), les versatile peroxydases (VP) et les phénol-oxydases ou laccases
(Dashtban et al., 2010).

Processus de
Mycorem édiation
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Non enzym atique Enzym atique
s Adzorption descom posés Intra cellulaire Extra cellulaire
toxiques surla parod
cellulaire \L ‘L
# Production de biosurfactants -
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bioprecipitation lignine o Glutathion 8-Transferase fongique
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o Manganése peroxydase
¢ Lignine perox vdase
» Perox vzenases
¢ Lipases
e Cutinases
¢ Proteases
s Carboxylestérases
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décolorante

Figure 40. Les mécanismes cellulaires impliqués en mycoremediation (In Ghosh et al., 2023)

0,

X Biosurfactants / bio tensio-actfs: c’est un groupe hétérogéne de molécules
tensioactives et amphiphiles (métabolites secondaires) produits généralement par des
organismes vivants a savoir les bactéries, les champignons et les levures (Aradjo et al.,
2019). Les champignons, en général, produisent une plus grande quantité de biosurfactants
que les bactéries, ce qui peut s’expliquer par la forte teneur en composés amphiphiles des
parois cellulaires rigides de ceux-ci (Luft et al., 2020). Grace a ces polymeres, les
hydrocarbures sont dégradés au travers de deux meécanismes. Le premier implique une
augmentation de la biodisponibilité des hydrocarbures aux microorganismes, en réduisant la
tension superficielle du milieu autour de la bactérie ainsi qu'une réduction de la tension
interfaciale entre la paroi cellulaire et les molécules dhydrocarbures. L'autre mécanisme
implique, l'interaction entre le biosurfactant et la surface cellulaire, conduisant a des
modifications de la membrane facilitant I'adhérence des hydrocarbures (augmentation de

I'nydrophobicité), et réduisant l'indice lipopolysaccharidique de la paroi cellulaire sans
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endommager la membrane. Ainsi, les biosurfactants permettent la formation d’interactions
hydrophobes-hydrophiles (Aparna et al., 2011). La plupart des biosurfactants sont des agents
extracellulaires qui stimulent la biodégradation des substrats hydrophobes en améliorant leur
biodisponibilité aux microorganismes par l'augmentation de leur surface d'échange et de leur
concentration dans la phase aqueuse. Ils sont excrétés par les microorganismes en croissance
dans le milieu de culture a la suite de leur biosynthese (Salihu et al., 2009). Par ailleurs, on
peut trouver des biosurfactants intacellulaires (Padmapriya et al., 2013). Cependant, on
distingue cing grandes classes de biosurfactants : les glycolipides, les lipopeptides, les
phospholipides, les lipopolysaccharides et les lipides neutres. Les champignons sont connus
comme l'un des producteurs prometteurs de différents types de biosurfactants, notamment les
xylolipides, les sophorolipides, les hydrophobines, les lipides de cellobiose, les lipides de
polyol et les lipides de mannosyl érythritol utilisant diverses ressources renouvelables (Da
Silva et al., 2021).

6. Analyses et contexte expérimental

Les échantillons des trois bourbiers analysés consistent en des microcosmes soumis a
des conditions particuliéres sous I'effet de la pollution par les hydrocarbures. L'objectif visé
étant de rechercher la nature des populations fongiques résistantes capables de s'adapter et de
survivre dans des conditions difficiles, aprés avoir appréhender dans le chapitre précédent, les
paramétres environnementaux qui vont contrdler la structure et la dynamique des
communautés microbiennes. Dans cette partie, nous aurons a utiliser plusieurs approches
méthodologiques et diverses techniques d'analyses spécifiques en vue de mettre en valeur la
nature du point de vue quantitatif et qualitative de la microflore des biotopes contaminée par

les hydrocarbures et d’en dresser un inventaire non exhaustif.

6.1. Echantillonnage et sites de prélevement

Il s’agit des mémes échantillons des trois bourbiers pétroliers de Gassi, Zotti et Agreb.
Le choix des sites de prélévement repose sur 1’accessibilit¢é au bourbier pétrolier. La
préparation des échantillons pour ’analyse microbiologique comprend plusieurs étapes : la
réception des échantillons, ’homogénéisation et la dilution. Les échantillons doivent étre en
tout temps minutieusement manipulés en respectant I’ensemble des régles d’asepsie de

maniére a éviter toute contamination.
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6.2. Analyse microbiologique

6.2.1. Dénombrement de la mycoflore totale
Cette approche nous a permis de mettre en évidence la flore fongique existante dans les

échantillons de sol des bourbiers échantillonnés du complexe GEA, a différentes profondeurs.
6.2.2. Milieux de culture

Les milieux de culture choisis pour I’isolement des microorganismes sont purement
synthétiques et favorables au développement des microorganismes (Tab 8). C’est un choix
déterminant dans I’isolement et le dénombrement de la microflore. La composition chimique

et le pH des milieux sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 8 . Composition des milieux de culture utilisés

Milieu PDA (Pomme de terre Dextrosée ou Potato Dextrose Agar)

- pomme de terres épluchées.............. 200g.
- DexXtrose......oceeviiiiiiiiii 20g.
= AGAN 20g
- Eaudistillée g.s.p...covvvenviiiiennn... 1000ml.
pH 6,8
Milieu a I’extrait de malt- agar (MEA, d’aprés Blakeslee, 1915)
- Extraitdemalt............................. 20g
- Peptone...........ooooiiiii lg
- GluCoSe.. .t 20g
- AZAr. 15¢
- FEaudistillée.......................... 1000ml
pH : 5,6
Milieu Czapek Dox, 1909
= NaNOsz....coooiiii 3,0g
- KHPOg4..oeiii 1,0g
- MgSO4, HO. oo 0,5¢g
- Kel 0,5g
- FeS047H0. ..o, 0,01g
- Sucre (MOrceaux) ......c.eevvveeninennnnnn 30,0g
- Eauderobinet q.S.p..c..c.eveiiinninnn.. 1000ml
pH : 6,8
Milieu Sabouraud
- Glucose.......ccovvveviieeiieiiieenn... .20 g
- Peptone.........ccceviieiiiiiiiiiie 10 g
= AGAT. e 20g
- Eau distillée..............................1000 ml
PH=6,5

Les différents milieux de culture sont additionnés d’antibiotiques sélectifs antibactériens

le Chloramphénicol (5 mg/100 ml), afin d'éviter le développement des souches indésirables.
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6.2.3. Préparation des dilutions-suspensions

C’est une technique directe qui permet la diminution de la charge microbienne par
dilution de I’échantillon a analyser, cette dilution a pour but de faciliter le dénombrement et
I'isolement des souches en vue de leur purification. Une solution mére est constituée d’un
mélange de 1 g de chaque sol séché et tamisé dans un tube a essai stérile contenant 9 ml d’eau
distillée stérile. A partir de la solution mére, une série de dilution au dixiéme (10™ & 10°®) est
réalisée. 1ml de la suspension mére est prélevé aseptiquement et versé dans 9ml d’ecau
distillée stérile ; la suspension obtenue correspond & la dilution 10" Cette derniére est
homogénéisée par agitation au vortex pendant deux minutes avant de prélever 1 ml que I’on
ajoute & 9ml d’eau distillée stérile donnant ainsi la dilution 10, On répéte ainsi I’opération
jusqu’a I’obtention d’une cascade de dilution décimale appropriee.
6.2.3.1. Ensemencement et isolement

La méthode utilisée est celle de I’ensemencement en surface par étalement d’une goutte
de la suspension préparée sur le milieu de culture refroidi (Botton et al, 1990). Apres
homogénéisation, 1 ml de chaque suspension-dilution est déposé dans une boite contenant le
milieu de culture stérile puis ensemencées selon la technique. L’expérimentation est réalisée
en triplicata. Les boites ensemencées sont incubées dans une étuve a 37 °C. Les lectures sont
faites apres 5 a 7 jours.
6.2.3.2. Purification et conservation

La purification est une étape trés délicate qui joue un réle important dans I'identification
des isolats. Les différentes espéces sont d’abord purifiées par plusieurs repiquages successifs
monospore ou mono-colonie sur de nouveaux milieux de culture spécifiques ou non. Une fois
purifié, chaque isolat est désigné par un numéro de code. La conservation des
microorganismes se fait soit a une température de 4°C soit au congélateur a une température
de -18°C. Dans les deux cas, aussi bien pour les bactéries que pour les champignons, des
disques de gélose préleveés sur le pourtour de la culture purifiée, sont transférés dans des tubes
Eppendorf stériles de 1,5 ml, contenant du glycérol a 50% (Kebe et al., 2009). Les souches
peuvent étre conservé jusqu‘a 5 ans a température ambiante. Un repiquage préalable est
nécessaire avant la réutilisation de la souche.
6.2.3.3. Lecture et identification

Les champignons microscopiques présentent une grande variabilité d’ordre
physiologique en fonction des conditions de culture (nature du milieu de culture utilisé et
température d’incubation), mais aussi une grande variabilité génétique. Généralement,

I’identification des espéces fongiques repose sur 1’observation de  criteres
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morphologiques d’une part (aspect, couleur et taille des colonies) et d’autre part, par une
observation microscopique des structures reproductrices.
> Examen macroscopique : s’effectue a 1’ceil nu et avec la loupe binoculaire. On
observe attentivement, dans un endroit bien éclairé, 1’aspect du champignon, en vérifiant que
toutes les colonies soient identiques, il faut noter :

e Lacouleur : du recto et du verso de la boite de pétrie ;

e La consistance de la colonie: duveteuse, laineuse, cotonneuse, floconneuse,

poudreuse,...etc ;

e Lataille : en mesurant le diamétre de la colonie ;

e Laforme du contour : régulier, irrégulier, lobé, dentelé, filamenteux,...etc ;

e Lapigmentation : présence ou absence d’un pigment diffusible dans le milieu ;

e Lasurface : plane, plissée, cérébriforme ;

e L’exsudat : présence ou absence de gouttelettes.
> Examen microscopique : est basé sur les caractéeres morphologiques, tels les organes
de fructifications, types de spores, aspect du thalle, taille, couleur et disposition des pores.
Dans des conditions d’asepsie, la préparation du matériel fongique pour I’observation
microscopique a 1’état frais est réalisée en dilacérant un fragment mycélien dans une goutte
d’eau physiologique sur une lame stérile. Recouvrir la préparation a 1’aide d’une lamelle et la
faire passer légérement par-dessus la flamme pour éliminer les bulles d’air formées.
L’observation est réalisée par microscope optique (LEIKA) aux grossissements : (x10), (x20)
et (x40), celle des organes différenciés sera faite a immersion au grossissement (x100).

Les souches isolées ont été identifiées en se basant des clés de détermination
completes a partir des caracteres culturaux et morphologiques (Botton et al., 1990), (Domch
et al., 1980), (Kirk et al., 2008), (Tabuc, 2007), (Wanatabe, 2002) et (Mueller et Schmit,
2007). La systématique adoptée est celle de Kirk et al. (2001).

6.2.3.4. Fréguence centésimale

C’est le pourcentage des individus d’une espece par rapport au total des individus de
toutes especes confondues. Elle est calculée selon la formule suivante : F = (ni / N) x 100
ou : ni: le nombre des individus de I'espece prise en considération et N: est le nombre total des

individus de toutes les espéces présentes confondues.
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7. Résultats

L’étude de la mycologie pétroliere, nous a permis de mettre en évidence une flore
fongique diversifiée (photol). Les caractéristiques macroscopiques de quelques souches

fongiques distinctives des bourbiers pétroliers sont consignées dans I’ensemble des photos

suivantes :
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Trichoderma ghanense &
’
/

Photo 1. Caractéristiques macroscopiques de quelques isolats fongiques

7.1. Evaluation de la charge fongique isolée et fréquence centésimale

L’évaluation de la microflore fongique des sols des trois bourbiers pétroliers
échantillonnés a différentes profondeurs, indique la présence d’une population fongique
variée, distribuée d’une maniere hétérogéne dans 1’ensemble des sites de prélevement. La
détermination de la charge fongique est exprimée en UFC (nombre d’Unités Formant
Colonies) / ml. Un total de 180 souches fongiques a été isolé dont seulement 69 souches ont
été identifié a partir des échantillons analysés (Tab 9). L‘identification microscopique a
montré la dominance du genre Aspergillus représenté par 24 espéces fongiques, suivi par le
genre Trichoderma (16 especes), Penicillium (10 espéces), Cladosporium (5 espéces),
Alternaria (3 espéces), Acremonium, Epicoccum, Mucor et Pestalotiopsis (2 espéces) et 1
espéces pour Bipolaris et Cladophialophora. L’identification pour certaines souches
fongiques est parvenue au stade « genre » seulement et certaines souches n’ont pas pu étre

identifiées
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Tableau 9. Les souches fongiques isolées et identifiées

N°  Souches N°  Souches

1 Aspergillus niger 36 T.sp8

2 A.nidulans 37 T.sp9

3 A glaucus 38 T.spl0

4 A.tubingensis 39 T.spll

5 A candidus 40 T.spl2

6 A fumigatus 41  T.spl3

7 A brasiliensis 42  Cladosporium cladosporoides
8 A flavus 43  C. sphaerospermum
9 A ochraceus 44 C.spl

10 A. versicolor 45 C.sp2

11 A.spl 46 C.sp3

12 Asp2 47  Penicillium tropicum
13 Asp3 48  P. oxalicum

14  Asp4d 49  P. marneffei

15 A.sp5 50 P.viticola

16  A.sp6 51 P.spl

17 A.sp7 52  P.sp2

18 A.sp8 53 P.sp3

19 A .sp9 54 P.spd

20 A.spl0 55  P.sp5

21  Aspll 56 P.sp6

22 A.spl2 57  Alternaria spl

23 Aspl3 58  Alternaria sp2

24  Aspld 59 Alternariasp 3

25 Aspls 60  Mucor spl

26  Trichoderma ghanense 61  Mucor sp2

27 T. parareesei 62  Acremonium spl

28 T. longibrachiatum 63  Acremonium sp2

29 T.spl 64  Epicoccum nigrum
30 T.sp2 65 E.sp

31 T.sp3 66 Pestalotiopsis clavispora
32 T.sp4 67  Pestalotiopsis sp

33 T.sp5 68  Bipolaris sp

34 T.sp6 69 Cladophialophora bantiana
35 T.sp7

L’¢évaluation quantitative de la charge fongique distribuée verticalement entre El
(20cm - 70cm), E2 (70cm - 1,20m) et E3 (>1,20m) dans 1’ensemble des sites Gassi, Agreb et
Zotti, montre une présence variables et diversifiée de champignons microscopiques dans les
échantillons du méme site (pris a différentes profondeurs) et entre les trois sites aussi (Fig 41).
On remarque une presence du genre Aspergillus dans tous les sites a divers profondeurs, qui
est importante en E1 (75 UFC/ml) du site Zotti. De méme pour le genre Trichoderma mais
avec un nombre moindre (65 UFC/mI). En ce qui concerne Penicillium, sa présence est notée

en nombre similaire (25 UFC/ml) en E2 Gassi et E1 Zotti ; le Cladosporium a enregistré une
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valeur de 15 UFC/ml en E2 Agreb. Pour le reste des genres, leur présence est dite faible car
elle oscille entre 5 UFC/mI (Epicoccum, Alternaria et Bipolaris), un 4 UFC/ml pour le Mucor
et un 3 UFC/mI pour Acremonium et Pestalotiopsus. Cladophialophora.

Il apparait que la densité des espéces des deux genres dominants Aspergillus et
Trichoderma est proportionnelle a la profondeur du site Gassi et 1’est inversement

proportionnelle au site Zotti.
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Figure 41. Distribution des genres fongiques selon le gradient de profondeur de chaque site

De ce fait, il en résulte une prédominance du genre Aspergillus qui a noté une
fréquence d’apparition de 38, 34 et 36% respectivement pour les sites Gassi, Agreb et Zotti
(Fig 42) regroupant 24 especes fongiques différentes. 1l s’agit particuliérement d’A. niger
(31%) la plus dominante, suivie de I’espéce A. fumigatus (24%), vient ensuite A. brasiliensis
(14%), le groupe d’A. candidus, A. glaucus et A. nidulans, présentant la méme fréquence
d’apparition (5%), et le groupe d’A. flavus, A. ochraeus, A. versicolor, A. spl jusqu’a A. spl5
avec une fréquence de 2%.

Le genre Trichoderma présentant une fréquence d’apparition de 21, 24 et 28%
respectivement pour Gassi, Agreb et Zotti (Fig 42 ), renferme 16 especes distinctes, dont une
prédominance de I’espéce de T. ghanense (36%), suivie de T. parareesei (18%) et T.
longibrachiatum (10%) puis viennent le restant des especes de T. spl jusqu’au T.sp14 avec la
méme fréquence d’apparition de 2% pour chacune.

Penicillium montre un pourcentage de 15, 16 et 14% distribué respectivement sur

Gassi, Agreb et Zotti (Fig 42). 1l regroupe 10 especes dominées par P. sp3 et P. sp.4 ; avec
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une fréquence d’apparition similaire (40%), suivi par P. viticola (30%), P. oxalicum et P.
marneffei avec 10% chacune et enfin 2% pour les souches de P. spl jusqu’a P. sp.5.

Le genre Cladosporium exhibe une fréquence d’apparition de 10, 7 et 6%
respectivement pour Gassi, Agreb et Zotti; et renfermant 5 espéces fongiques: C.
spharerospermum, C. cladosporoides et 3 espéces hommees au rang du genre seulement.
Cependant, le genre Mucor expose une fréquence d’apparition de 3% pour Gassi, Agreb et
Zotti (Fig 42). 11 est présenté de 3 espéces. L’Alternaria de son c6té a une fréquence
d’apparition de 2, 5 et 2% respectivement pour les sites étudiés. Ce genre renferme 2 especes
fongiques. Le groupe des genres Epicoccum, Acremonium et Bipolaris a noté un taux
similaire de 2% pour les trois sites. Ils sont représentés par une seule espece. Enfin, les genres
Pestalotiopsis et Cladophialophora représentent le groupe minoritaire avec une fréquence de
1% comprenant une seule espéce pour chaque site.
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Figure 42. Fréquence des différents taxons isolés des trois sites

Cependant, on peut dire que la méthode de suspension/dilution utilisée a permis
d‘isoler et de purifier un nombre trés important de 180 isolats fongiques, dont seulement 69
espéces fongiques appartenant a 11 genres. 11 s’agit des genres fongiques suivants :
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Cladosporium Epicoccum, Alternaria, Mucor,
Acremonium, Bipolaris et Pestalotiopsis et Cladophialophora. La quasi-totalité des souches
fongiques identifiees révele une dominance du genre Aspergillus avec une fréquence
d’apparition de 40%, suivi de Trichoderma (24%) puis Penicillium (15%). Apparemment,
seul le genre Cladosporium a noté une fréquence d’apparition de 5% que les genres

Epicoccum, Pestalotiopsis, Acremonium et Mucor, ont enregistrés un taux similaire de 2% et
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que les genres Bipolaris et Cladophialophora présentent un taux faible de 1’ordre de 1% sur la

majorité des échantillons analysés (Fig 43).

m Aspergillus

= Trichoderma

= Penicillium

= Cladosporium

= Epicoccum

= Pestalotiopsus
Acremonium
Mucor
Alternaria
Bipolaris

Cladophialophora

Figure 43. Taux de fréquence des différents genres fongiques isolés des bourbiers pétroliers

L’inventaire de la microflore fongique isolée et identifiée des échantillons contaminés

par les hydrocarbures, nous a permis de les classer en quatre grandes familles : la classe des

Eurotiomyceétes contenant les genres Aspergillus, Penicillium et Cladophialophora ; la classe

des Sordariomycetes qui englobe les genres Trichoderma, Acremonium et Pestalotiopsis ; la

classe des Dothideomycetes contenant les quatre genres de Cladosporium, Aletrnaria,

Epicoccum et Bipolaris et en dernier la classe des Zygomycétes représentée par le genre

Mucor (Tab 10).
Tableau 10 : Taxonomie fongique des souches inventoriées
Classe Ordre Famille Genre
Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus
Penicillium
Chaetothyriales Herpotrichiellaceae | Cladophialophora

Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma
Acremonium
Xylariales Amphisphaeriaceae | Pestalotiopsis
Dothidiomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria
Epicoccum
Bipolaris
Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium
Zygomycetes Mucorales Mucoraceae Mucor
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8. Discussion

Originaires de forage, ou tout type de deblais pétrolier solide ou semi-liquide, un
bourbier pétrolier représente un milieu complexe, contenant plusieurs types de polluants qui
peuvent étre méme utilisé comme nutriments par des micro-organismes autochtones, comme
les champignons hydrocarbonoclastes, ayant de bonnes potentialités pour la biodégradation
des produits pétroliers. De nombreux champignons peuvent survivre dans des environnements
pollués en fonction de leurs propriétés biochimiques/structurelles intrinseques et peuvent se

développer sur des hydrocarbures.

La population fongique isolée et identifiee des différents bourbiers pétroliers a
différentes profondeurs, indique une présence variée et une distribution hétérogene sur les
sites étudiés. Cependant, dans les milieux pollués, la diversité microbienne diminue et seule
des souches capables d’utiliser les hydrocarbures survient et prédominent (Amend et al.,
2019). A travers nos résultats, la plupart des souches actives de champignons isolés
appartiennent aux genres Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Cladosporium et Alternaria
ainsi que des souches du genre Acremonium, Epicoccum Mucor, Pestalotiopsis Bipolaris et
Cladophialophora. Plusieurs études sur l'isolement des champignons filamenteux dans des
environnements contenant du pétrole ou de ses sous-produits ont trouvé une diversité de
genres treés similaire a celle trouvée dans notre étude. Il s’agit d’études sur des sols
contaminés par des hydrocarbures ; notamment ceux d’Ikhajiagbe et al. (2017), qui ont pu
isolés: Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Rhizopus sp., Tricoderma sp. et Penicilium sp.
D’autres ¢tudes munies par Medaura et al. (2021) ont montre la présence de Penicillium spp.,
Penicillium crysogenum, Aspergillus parasiticus et Aspergillus terreus , ainsi qu’ Ulocladium
spp., Ulocladium atrum et Fusarium oxysporum. De ceci, il apparait qu’un groupe de
champignons apparait toujours dans les sites contaminés par les hydrocarbures : il s’agit
essentiellement d’Aspergillus et Penicillium. A travers notre étude, on est entiérement en
accord avec I'nypothése émise par Bourceret et al. (2016) qui suggére qu’une contamination
tend a diminuer I'abondance, la richesse et la diversit¢ microbiennes, tandis qu’une
contamination a long terme conduit a la sélection successive de communautés microbiennes

uniques et relativement diverses adaptées a des types particuliers de polluants.

Parmi les champignons isolés et identifiés, une attention particuliére sera accordée aux
especes des genres Aspergillus et Trichoderma, qui sont les plus dominants, dans la mesure
ou ils sont capables de croitre dans tous les sites d’échantillonnage. Cette dominance pourrait

étre attribuée a leur ubiquité. Les Aspergillus ont été étudiés pour I'absorption et la
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dégradation des hydrocarbures aliphatiques, des chlorophénols et des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP). Les hydrocarbures servant de source de carbone pour leur
co-métabolisme et leur croissance (Li et al., 2020). Aspergillus spp. ont recu une attention
considérable en tant que candidats potentiels pour la dégradation d'un large éventail
d’hydrocarbures pétroliers de l'environnement (Zhang et al., 2016). La dominance
d’Aspergilus spp a été signalée dans des recherches utilisant divers substrat contaminés par les
hydrocarbures : A. niger (Hassaine et Bordjiba, 2019) des eaux d’industrie pétroliére de
Skikda, A. flavus, A. niger et Trichoderma sp (lkhajiagbe et al., 2017), Aspergillus sp et
Penicillium sp (Abdullah et al., 2020) ainsi que A. niger, A. flavus et Penicillium citrinum
(Rodrigues et al., 2020) sont tous isolés de sols contaminés par les hydrocarbures. A ceci
s’ajoute une dominance d’A. flavus, A.pseudoglaucus et Cladosporium cladosporioides des
eaux du port d’Oran (Maamar et al., 2020) et de sédiments marins (Alwakeel, 2017).
Aspergillus contient des enzymes uniques, rarement produites par d'autres micro-organismes,
certaines d'entre elles aident l'espece a déjouer les substances toxiques surtout qu’ils sont
responsables de la bioremédiation d'un large éventail de substances toxiques (Ghosh et al.,
2023). Parmi les especes du genre Aspergillus, il serait intéressant de repérer de potentiels
champignons indigenes des bourbiers qui sont capables de dégrader les hydrocarbures. Une
attention particuliére sera octroyée a 1’espece A. niger, qui a été fréquemment signalée comme
champignon filamenteux capable de croitre et se nourrir d’hydrocarbures (Jiji et Prabakaran,
2020 ; Al-Dhabaan, 2021). Cependant, il a été rapporté que le genre Aspergillus a des
capacités de formation de spores supérieures a celles d'autres champignons filamenteux
(Abdullahi, 2017). La littérature scientifique témoigne d’une détection naturelle des souches
A. niger, A. fumigatus et A. flavus des sols contaminés par les produits pétroliers (Al-Dossary
et al., 2020). Par contre, A. brasiliensis a une considération au benzo[a]pyrene (Ismail et al.,
2020 ; Ismail et al., 2023) et A. tubingensis, a la capacité particuliére de s'attacher aux
surfaces en plastique et de l'utiliser comme unique source de carbone, favorisant ainsi sa
dégradation (Kaur et al., 2023).

Par ailleurs, alors que la plupart des travaux déja publiés montraient la capacité de
Trichoderma a dégrader le pétrole brut ou les mélanges de HAP (Zafra et al., 2015), notre
investigation vient appuyer ce constat par la présence dominante de ce genre parmi nos
isolats. 1l est a noter que le genre Trichoderma est I'un des groupes de champignons les plus
répandus dans les écosystémes, il resiste aux metaux lourds, aux pesticides et aux HAPs

(Tripathi et al., 2013). Penicillium spp. qui prospérent dans les sites contaminés ont regu
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beaucoup d'attention en raison de leur fort potentiel de bioremédiation (Al-Hawash et al.,

2018). Ce genre fongique est repéré dans tous nos sites echantillonnés.

Malgre la toxicité potentielle des hydrocarbures, de nombreux champignons peuvent
prospérer et devenir dominants, bien qu'il ait des changements dans la richesse en espéces.
D’autres mycomycetes peuvent survivre avec des fréquences limitées. C’est le cas de certains
taxons détectés dans notre étude, a savoir Cladosporium, Alternaria, Acremonium,
Epicoccum, Mucor, Pestalotiopsis, Bipolaris et Cladophialophora, représentés par 2 ou 1
espéce fongique et qui ont été signalés auparavant comme possédant un remarquable potentiel
a dégrader les hydrocarbures. On cite les travaux de Bakri (2022) sur Cladosporium, Romero-
Hernandez et al. (2021) pour Alternaria sp., Sawant et Rodrigues (2020) utilisant
Pestalotiopsis, Heras-Martinez et al. (2022) par leurs études sur Acremonium, Abed (2021) en
expérimentant Epicoccum et Mucor et enfin, Baron et al. (2021) qui ont aussi remarqué une
faible présence de Bipolaris et Cladophialophora.

Il est maintenant bien établi que la formation, le développement et le fonctionnement
des communautés microbiennes du sol sont confrontés a une forte sélection environnementale
a différentes échelles géographiques (Makhalanyane et al., 2015), c’est la cas de la variation
des communautés fongiques en fonction de la profondeur du sol. Pour cette raison, la
recherche sur la diversité et la distribution des champignons du sol dans les habitats
contaminés est de la plus haute importance, car elle peut éclairer les mécanismes de survie et
d'adaptation des micro-organismes dans des environnements extrémes. En utilisant des
approches dépendantes de la culture, notre étude a révélé divers mycobiotes du sol
représentant 180 especes, répartis de fagon hétérogénes en fonction de plusieurs conditions y
compris celles de I’environnement du site et des échantillons (du méme site pris a différentes
profondeurs et entre les trois sites aussi). Les résultats montrent que la profondeur du sol est
un facteur puissant affectant la variation des communautés microfongiques (variations de
composition, de structure et de diversité). Une augmentation de fréquence de mycobiotes dans
un sol pollué par les hydrocarbures a été signalée par Shoukat et al. (2021). Ceci peut étre di
aux propriétés physiques et physicochimiques du sol a différentes profondeurs qui peuvent
conduire a un filtrage environnemental ou a une compétition nutritionnelle (Bahram et al.,
2015) et conduire a une structuration des communautés et des assemblages microbiens en
fonction de la profondeur. Les champignons sont tres compétitifs dans les niches écologiques
perturbées car ils sont capables de se propager dans I'environnement via I'élongation des

hyphes et d'adopter des stratégies de croissance pour résister aux stress physiques, tels que le
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manque de nutriments et d'eau (Peidro-Guzman et al., 2021). A travers nos résultats, une
diminution de la diversité¢ fongique (disparition et/ou diminution du nombre d’espéces) est
remarquée tout en allant en profondeur du sol des deux sites Agreb et Zotti a I’inverse du site
Gassi qui en favorise une augmentation. Cependant, cette variation dans le temps est lié a
plusieurs parametres tels que : (i) la disponibilité des nutriments dans le temps ; (ii) la
récalcitrance et/ou la toxicité de certains hydrocarbures; (iii) les conditions environnementales
telles que la température ambiante qui varie d'une période de la journée a l'autre, d'un jour a
l'autre et d'une saison a l'autre, influencant ainsi la croissance des microorganismes.
L'augmentation de I'abondance des especes pourrait étre aussi associée a la pénétration de tres
petites spores fongiques produites massivement lors de l'infiltration de I'eau et a leur dép6t
principalement dans les couches profondes du sol. Un site de contamination agée par les
hydrocarbures peuvent migrer vers le sol profond (Zhao et al., 2018). C’est ainsi que I'analyse
de la diversité microbienne et des modéles d'assemblage dans le sol (de la surface vers la
profondeur) peuvent fournir des orientations stratégiques pour les futures pratiques de

bioremédiation des sols contaminés.

Il est a préciser que les capacités métaboliques (activité microbienne) sont le principal
moteur de la dégradation des polluants dans les sols (Zhu et al., 2019). Des études antérieures
ont montré que les activités vitales des micro-organismes nécessitent non seulement de
I'énergie mais aussi des nutriments (Wang et al., 2019). D'autres études ont indiqué que les
communautés microbiennes semblent étre liées a des propriétés édaphiques distinctes (pH du
sol, texture, matiére organique et teneur en azote et en phosphore) dans un sol non contaminé
(Chenetal., 2019 ; Ma et al., 2019 ; Zhu et al., 2019). En ce qui concerne les sols contaminés
et selon Hamamura et al. (2006), le type de contaminant, les caractéristiques physico-
chimiques et biologiques du sol et le temps de pollution pourraient étre les facteurs
prédominants influencant la structure de la communauté microbienne dans un sol contaminé.
Il est a signaler que la plupart des études ont indiqué que la présence de HAP joue un réle clé
dans les changements dans la structure de la communauté microbienne et la fonction
écologique (Su et al., 2015 ; Zhang et al., 2014). Les interactions entre des taxons microbiens
et la déficience en oxygeéne en profondeur sont cruciales pour la structure et la dynamique des
communautés microbiennes du sol. De plus, la mycoremédiation (dégradation par les
champignons) est limitée a la surface ou a la zone aérobie du sol ou les mycéliums de

champignons peuvent se développer.
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Conclusion

Les populations microbiennes jouent un réle primordial dans le sol (stabilité, nutrition
des plantes et transfert de matiére organique). Cependant, les polluants pétroliers peuvent
changer la composition et la fonction de ces communautés en raison de leurs effets toxiques
leur résistance a la biodégradation. La présence des hydrocarbures pétroliers et leurs dérivés
entrainent un développement spécifique de microorganismes capables d’assimiler ces
hydrocarbures de fagon naturelle : ce sont des hydrocarbonoclastes parmi lesquels figurent les

champignons.

L’objectif de notre travail était ambitieux puisqu’il visait a dresser une « mycotheque »
de la flore fongique autochtone hydrocarbonoclaste peuplant les bourbiers pétroliers (sites
historiquement contaminé) dans la région de Hassi Messaoud, particulierement, le complexe
Gassi El Agreb (GEA), qui est connu par son industrie pétrochimique polluante. Cette étape
nous a permis d’explorer la diversité des espéces fongiques capables de survivre ou de
dégrader les hydrocarbures. D’un point de vue densité, il en ressort une distribution
hétérogéne sur les trois sites échantillonnés (Gassi, Agreb et Zotti), et a travers différentes
profondeurs. Parmi 180 especes fongiques isolées, uniquement 69 ont été identifiés
représentées par 11 genres: Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Cladosporium,
Alternaria, Acremonium, Epicoccum Mucor, Pestalotiopsis, Bipolaris et Cladophialophora
Malgré la toxicité potentielle des hydrocarbures, de nombreux champignons peuvent d’un
cOté, prospérer et devenir dominants, c’est le cas d’Aspergillus et Trichoderma, ce sont des
souches dites « prometteuses » dans la décontamination et la réhabilitation des sites. Il est
important d’explorer leurs diversités et caractériser leurs réponses a une contamination par le
pétrole ou un de ses dérivés. D’un autre c6té, des champignons minoritaires, vont diminuer
en nombre ou méme disparaitre. La profondeur du sol régit la distribution et la variation des

communautés microfongiques (variations de composition, de structure et de diversité).
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Chapitre .5. Réhabilitation de bourbiers pétroliers :

1. Essai de mycoremediation

En partant du principe que le réglement de I’environnement nécessite des traitements
adaptés aux déchets industriels, traiter le déchet est avant tout une action de depollution. La
protection des ressources naturelles est donc au ceeur de la gestion des déchets. La région du
sud Algérien est caractérisée par une industrie pétroliére tres forte, ce qui a résulté des déchets
industriels avec des éléments désastreux. Pendant les opérations de forage et de 1’exploitation
des unités de production et de raffinage, s’entassent de grandes quantités de rejets industriels
de type liquide et solide dans des bourbiers pétroliers a ciel ouvert. Ces rejets renferment des
produits toxiques principalement, les métaux lourds et les polluants organiques. Ces derniers,
représentés essentiellement d’hydrocarbures (mono- Di et poly-aromatiques), constituent un
probléme environnemental préoccupant dans le monde entier en raison de leur stabilité et
durabilité dans I'environnement (Song et al., 2021; Uddin et al., 2021). lls entrainent des
risques potentiels élevés et des impacts dangereux sur les humains et les autres organismes

vivants entourant les écosystéemes pollués (Haider et al., 2021).

A partir de 1’année 1990, 1’ Algérie, par le biais de la société SONATRACH, cherchait
une stratégie pour dépolluer voire méme éliminer les rejets des bourbiers des forages
pétroliers (0% décharges). Pour cela, elle a créé des législations nationales pour la protection
de son environnement et discernée de grandes dépenses budgétaires pour trouver des solutions

envers ces rejets.

Afin de mettre un terme a la dégradation des polluants et, si possible, de réparer les
dommages causés a notre « environnement », un certain nombre de concepts d’interventions
correctives sont apparus: réaménagement, revégétalisation, reconstitution, réclamation,
restauration, réhabilitation, ...etc. De ce fait, nous assistons depuis deux décennies a
I’évolution des techniques de dépollution avec le passage progressif des techniques dites
traditionnelles (tous les procédés physico-chimiques et mécaniques utilisés pour la
dépollution des sites) aux techniques de remédiation biologique (biotechniques) (Huang et
al., 2021; Kang et al, 2020). Les techniques de bioremédiation comprennent la
phytoremédiation (rhizodégradation, phytoextraction, phytovolatilisation, phytodégradation,
rhizofiltration et rhizostabilisation), la mycoremédiation, la remédiation bactérienne et la
phycoremédiation. Ces techniques biologiques de dépollution ont été abondamment utilisées

depuis longtemps dans les systémes clos tels que les bassins de décantation, les systéemes de
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dépollution aérobie des eaux usees ou les digesteurs anaérobies (Roger et Jacq, 2000). Des
études ont précisé que la bioremédiation est la technique la plus efficace pour convertir les
polluants sous une forme moins toxique et moins mobile ou minéraliser les hydrocarbures en
H,0, CO, et biomasse microbienne (Imam et al., 2019 ; Liu et al., 2020). La remédiation et le
suivi du site sont basés sur I'évaluation des risques; la pollution est traitée sur la base d'un
cahier des charges défini en accord avec les pouvoirs publics. Cependant, certaines difficultés
techniques, problémes théoriques, codts et/ou efficacité de la remédiation limitent

I'application a grande échelle (Li et Zhou, 2019).
1. La rehabiliation : concepts généraux

Une réhabilitation (mise en état) est I’ensemble d’opérations (réaménagement,
traitement de dépollution, confinement, résorption des déchets, contréles institutionnels...)
effectuées en vue de rendre un site apte a un usage donné. Dans une perspective écologique,
la réhabilitation vise a redonner a un site dégradé, contaminé ou complétement artificialisé
certaines caractéristiques naturelles minimales (Limoges et al., 2013). Les termes
« restauration » et « réhabilitation » sont utilisés comme synonymes. Dans une optique,
réhabiliter un écosysteme consiste a lui permettre de retrouver ses fonctions essentielles (y
compris la productivité) grace a une intervention forte mais limitée dans le temps (“démarrage
forcé”). Dans une autre, la restauration est une amélioration de la qualité, assainissement,
nettoyage ou autre gestion d'un sol, d'une eau souterraine ou des sédiments afin de permettre
I'utilisation convenable d'un lieu. Tous deux, restauration et réhabilitation ont comme objectif
commun de rétablir des €écosystemes autonomes, caractérisé€s par 1’existence d’une dynamique
dans les communautés végétales et animales et par leur capacité a réparer eux-mémes les
méfaits de perturbations modérées (résilience). Cependant, restaurer un écosysteme consiste a
rétablir les fonctions qu’il a perdues, a remplacer des fonctions superflues ou a le remplacer
entierement par un autre écosysteme qui remplira les fonctions visées. La réhabilitation ne
concerne que certaines fonctions et/ou une ou plusieurs especes sélectionnées. On aboutit
alors a un écosystéme «simplifié » par rapport a 1’écosystéme initial. Au cours de la
réhabilitation, la réaffectation décrit ce qui se passe lorsqu’un écosystéme est transformé par
I’homme et qu’un nouvel usage en est fait. Le nouvel état est éventuellement sans relation de
structure ou de fonctionnement avec 1’écosystéme qui préexistait. La réaffectation peut étre
appliquée a tous les stades de développement d’un écosysteme et méme, bien entendu, a un
écosystéme non encore perturbé. L'auto-restauration des sols peut prendre une longue période,

de 10 a 30 ans ou plus, selon le type de sol (Lifshits et al., 2018). Toute une gamme de

KOUT S. 101



Chapitre .5. Réhabilitation de bourbiers pétroliers :
1. Essai de mycoremediation

technologies existe pour réhabiliter un terrain contaminé. Le choix d’un traitement dépend,
entre autres, des facteurs économiques et géographiques. Les traitements peuvent détruire les
contaminants ou les rendre immobiles. Parfois, un prétraitement est utilisé pour réduire le
volume de sol a traiter. D’abord, les techniques de traitement sont séparées en prétraitement,
destruction de contaminant et immobilisation. Les plus courantes de ces technologies sont
actuellement classées en mesures physiques, physico-chimiques, chimiques et biologiques
(Tab 11). Parfois, des mesures mécaniques sont utilisées. En fonction du mécanisme d'action

sur le sol, les mesures peuvent étre subdivisées davantage.

Tableau 11 . Classification des méthodes de remediation des sols (In Stepanova et al., 2022)

Méthodes Mode d’action (Exemples)
Mécanique Mécanique Excavation mécanique
Physique Hydrodynamique Rincage, filtrage
Aérodynamique Aspiration, purge, extraction
Thermique Thermo-osmose
Electrique Blanchiment électrochimique, osmose

électrique, électrophorése, électro-
migration, électrodialyse
Electromagnétique | Séparation magnétique

Physico- Volatilisation Elimination des produits pétroliers
chimique volatils
Dissolution, Dissolution,  lessivage,  diffusio-
diffusion phorese
Echange d'ion
Adsorption
Chimique Hydrolyse
Photolyse
Neutralisation Lixiviation des réactifs
Oxydation Oxydation

Biologique Phytoremédiation Phytodégradation,  rhizodégradation,
phytovolatilization,  phytoéxtraction,
rhizofiltration, phytostabilization
Bioremédiation Oxydation, biosurfactant

Les stratégies de rehabilitation des sols contaminés par le pétrole sont influencées par
I'ampleur du déversement particulier, par le paysage et la zone géographique du déversement,
et par les mesures de nettoyage disponibles. Cependant, de nombreux chercheurs notent que
les mesures traditionnelles de remise en culture utilisées pour la restauration des écosystémes
pollués par le pétrole présentent un certain nombre de défauts ; en particulier, ils ne facilitent
pas toujours la restauration des sols et de la flore et nuisent souvent durablement a

I'environnement (Garcia-Villacis et al., 2021). La remise en culture du sol réduit les taux de
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décomposition du pétrole. L'enlévement d'une couche de sol contaminée produit de nouvelles
taches de pollution secondaire. 1l est donc conseillé de terminer la remise en culture des sols
par l'application de méthodes d'assainissement biologique, c'est-a-dire par la bioremédiation et

la phytoremédiation.
2. La bioremédiation (biodégradation stimulée)

La bioremédiation fait référence a I'élimination, la destruction, I'immobilisation, la
minéralisation ou la transformation des contaminants du sol avec l'utilisation de plantes, de
protozoaires, de champignons et de microalgues (Akerman-Sanchez et Rojas-Jimenez, 2021 ;
Ajona et Vasanthi, 2021) et de leurs produits en présence de conditions optimales. Elle est
principalement appliquée a des matrices telles que le sol, les boues et plusieurs types d'eaux
résiduelles (Zhang et al., 2018). De plus, les techniques de bioremédiation peuvent étre
divisées en trois catégories selon I'endroit ou le traitement de remédiation est effectué, a

savoir in situ, ex situ ou sur site.

La microbiologie de la dégradation des hydrocarbures est un domaine de recherche en
plein développement. C'est a la fois le devenir dans l'environnement de ces composes
ubiquistes, génotoxiques et persistants ; et l'utilisation de procédés microbiologiques de
dépollution qui motivent cet intérét. La biodégradation exploite la diversité génétique et le
caractere versatile du métabolisme des micro-organismes pour la transformation des
contaminants en produits moins dangereux, qui sont ensuite intégrés dans les cycles
géochimiques naturels. Les systéemes biologiques des microbes et leur fort potentiel
d’adaptation font d’eux un choix idéal pour 1’¢limination des polluants d’un environnement
(Hussain et al., 2022). Le principe de la biodégradation se réfere au processus de dégradation
des composés carbonés par des microorganismes, dont la croissance s’effectue par
I’oxydation du carbone qui est utilis¢é comme source d’énergic (Wang et al., 2019). Ces
organismes peuvent étre indigénes (déja présents dans la zone polluée), ou exogénes (ajoutées
au milieu), ou encore étre prélevés sur le site contaminé, cultivées au laboratoire puis
réintroduits dans un écosysteme pollué (bicaugmentation). Les réactions initiales de
transformation des hydrocarbures font intervenir une grande diversit¢ d’enzymes
spécifiques (Khan et al., 2018; Kumar et al., 2020). Les micro-organismes peuvent dégrader
les HAP en produisant trois produits primaires. (a) des enzymes : la monooxygénase et la
dioxygénase sont les enzymes essentielles a la décomposition des hydrocarbures, et leur
résultat est I'alcool (Eze et al., 2021) ; (b) des biosurfactants : les micro-organismes créent des

matériaux biologiques avec des groupes hydrophiles et hydrophobes a la surface des cellules.
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IIs sont classés en fonction de leur structure chimique en glycolipides, phospholipides, acides
gras et lipopolysaccharides. En émulsifiant les hydrocarbures adsorbés et en les libérant dans
la matiére organique du sol, les biosurfactants améliorent le taux de transfert de masse en
augmentant la concentration en eau des molécules hydrophobes. Ils contribuent a
I'accélération de la biodégradation (Gayathiri et al., 2022); (c) de nombreuses bactéries
peuvent utiliser les hydrocarbures comme source de carbone et d'énergie pour produire des
acides et des solvants tels que I'acétone, I'éther, le benzéne et I'acide oxaloacétique, qui
dissolvent les hydrocarbures pétroliers (Mousavi et al., 2020). Habituellement, les
hydrocarbures peuvent étre sélectivement métabolisés par une souche individuelle de
microorganisme ou un consortium de souches microbiennes appartenant & des genres
identiques ou différents (Varjani et al., 2015). Cependant, il a été démontré que les
consortiums sont plus efficaces que les cultures individuelles pour métaboliser/dégrader des

groupements complets d'hydrocarbures (Varjani, 2017).
3. La Mycoremediation : genéralités

C’est une technologie active récente de bioremédiation des sols, des sédiments et des
eaux contaminés par le biais de divers micromycetes et macromycétes. Autrement dit, ¢’est
une dégradation ou transformation fongique de composés organiques dangereux (Kumar et
al., 2021). Elle en fait partie des techniques efficaces et respectueuses de I'environnement en
raison de sa simplicité et de son processus de mise en ceuvre actif (Kumar et Dwivedi, 2021).
La mycodégradation et la mycodétérioration sont deux approches dans lesquelles les
champignons dégradent un large éventail de contaminants (Singh et al.,, 2021). La
mycomédiation, quant a elle, est I’utilisation de champignons dans I'écosysteme pour
dégrader les déchets et les contaminants. Cette technologie est tres efficace au sujet
d’élimination des polluants compte tenu de la polyvalence des champignons en termes
d'écologie, de modes nutritionnels, d'adaptabilité, de morphologie, de physiologie et de
métabolisme. Il est a noter que grace aux relations symbiotiques avec des plantes, la mise en

ceuvre de la mycoremédiation facilite également la phytoremédiation (Ali et al., 2017).

Les champignons sont le groupe le plus diversifié d'organismes hétérotrophes et le
deuxiéme apres les insectes sur Terre (Biedermann et Vega, 2020). Par leur hétérotrophie, ils
se nourrissent par absorption (Jain et Pandey, 2021). Ce phylum a déja été décrit amplement
dans le chapitre précédent. Divers caractéristiques rendent les champignons attractifs pour une
utilisation dans la mycoremédiation : (1) la capacité de décomposer et de minéraliser une

large gamme de composés aromatiques persistants qui sont structurellement similaires aux
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composés formés lors de la biosynthése ou de la biodégradation de la lignine ; (2) la large
distribution dans la nature; (3) la capacité de se développer sur des substrats naturels bon
marché qui peuvent facilement étre introduits dans un sol pollué ; (4) la croissance sous forme
d'’hyphes, leur permettant d'atteindre des polluants inaccessibles aux bactéries ; (5) la
production d'un puissant systéme enzymatique oxydatif non spécifique extracellulaire ; (6) la
présence de médiateurs de faible poids moléculaire qui peuvent augmenter la sensibilité des
polluants a l'attaque enzymatique ; (7) la production de formes constitutives d'enzymes
ligninolytiques indépendamment de la présence de polluants, qui empéchent I'adaptation de

I'organisme aux conditions de contamination (Treu, et Falandysz, 2017).
4.1. Mécanismes de Mycoremediation

La mycoremédiation est régie par de nombreux facteurs cellulaires, moléculaires et
métaboliques. Le transport actif ou la diffusion passive sont deux méthodes par lesquelles la
cellule du champignon peut absorber les polluants (bioabsorption). Ces derniers sont par la
suite biotransformeés, séquestrés, etc., dans la cellule pour minimiser leurs toxicités (Fig 44).
Les champignons possédent une machinerie enzymatique non spécifiques et complexes et
présentent donc de meilleures capacités de dégradation que les bactéries ou les algues (Sen et
al., 2023). De nombreuses espéces de champignons synthétisent des enzymes ligninolytiques
extracellulaires, qui ont une faible spécificité de substrat et peuvent donc étre utilisées dans
les processus de biodégradation, biosorption et bioconversion de composes aromatiques qui
ont une similitude structurelle avec la lignine (Tkaczyk et Kowalska, 2020). Les champignons
de la pourriture blanche produisent des enzymes oxydoréductases telles que la laccase, la
lignine peroxydase (LiP) et la manganése peroxydase (MnP). Ces enzymes peuvent dégrader
les polluants toxiques dans les eaux usées tels que les HAPs, (Yanto et al., 2019).

Cependant, la dégradation la plus compléte et la plus rapide des polluants organiques se
produit dans des conditions aérobies (Raju et Scalvenzi, 2017). Les processus de dégradation
anaérobie des hydrocarbures pétroliers peuvent avoir lieu in situ, dans des environnements
profondément contaminés, tels que les sols, les sédiments et les aquiferes (Gray et al., 2010),

ou peuvent étre réalisés ex situ a I'aide de différents types de bioréacteurs.
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Figure 44. Les mécanismes de mycomédiation cellulaire (Adapté et modifié de Kumar et al.,
2021)

4.2. Les agents de la mycoremediation des hydrocarbures
4.2.1. Les champignons de la pourriture du bois

Les champignons de la pourriture du bois sont classés comme Basidiomycota
(Basidiomycetes). Ces espéces fongiques jouent un réle essentiel dans la bioremédiation des
contaminants organiques en plus de leur role dans I'enracinement du bois. Par conséquent, ils
ont une grande flexibilité et capacité de dégrader les tissus. Les especes de champignons
dégradant le bois se distinguent comme des concurrents puissants comme Trametes
versicolor, Phanerochaete sp., Pleurotus ssp., etc., et des concurrents faibles comme
Ganoderma applanatum et Dichomitus squalens en fonction de leur capacité a coloniser de
nouveaux environnements. Selon leur mode d'action dans les tissus du bois, ils peuvent étre
classés en champignons de la pourriture brune et en champignons de la pourriture blanche. Il
a été démontré que de nombreux champignons dégradent les HAPs, notamment Agrocybe
dura, A. praecox, Gymnopilus luteofolius, Irpex lacteus, Mycenagaleri culata, Trametes
ochracea, Stropharia aeruginosa, Stropharia rugosoannulata, Phanerochaete velutina et
Physisporinus rivulosus. Certains champignons dits de la pourriture blanche (Polyporus sp. et
Phanaerochaete sp) produisent, les laccases pour faciliter la dégradation totale des produits
pétroliers et des HAPs (Kristanti et al., 2011). Selon Zafra et al. (2016), le consortium

fongique Aspergillus nomius, Rhizomucor variabilis, Aspergillus flavus et Trichoderma
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asperellum a joué un role vital dans la dégradation du pyréne et du benzo [a] pyréne
phénanthrene. Plusieurs études ont montré qu'au moins 30% des processus de
mycoremédiation impliquent des champignons de la pourriture blanche (Esther et al., 2004).

4.2.2. Les champignons endophytes

Les plantes ont un grand potentiel pour former de grands microbiomes végétaux pour de
nombreux micro-organismes, y compris les champignons (Dhyani et al., 2019). Les groupes
fongiques endophytes peuvent coloniser les plantes sans nuire a I'hdte ou a eux-mémes (Rout,
2014). On les trouve en particulier dans les tissus végétaux, y compris les faisceaux
vasculaires, les espaces apoplastiques, les racines et cellules corticales mortes et les jeunes
bourgeons. Ils ont généré de nombreux groupes d'enzymes, dont la lipase et la cellulase, la
peroxydase et la protéase, pour la détérioration des produits chimiques environnementaux, tels
que les produits pétrochimiques, les HAPs, les pesticides, les polychlorobiphényles, le
polyester polyuréthane, etc., et la biotransformation des métaux lourds a I'état réduit (Purohit
et al., 2018). De cette facon, ils améliorent la capacité et la flexibilité de la tolérance aux
toxines et autres poisons, y compris les métaux lourds. Par conséquent, ces groupes sont des
outils précieux pour la bioremédiation (Hossain et al., 2012). De plus, le champignon
endophyte Phomopsis liquidambari, utilise I'acide phénolique 4-hydroxybenzoique, comme
seule source de carbone pour dégrader des HAPs en culture pure. Mohsenzadeh et al. (2010)
ont analysé sept espéces végétales de zones polluées par les hydrocarbures. De plus, plusieurs
souches endophytes de Fusarium, a savoir Fusarium acuminatum, Fusarium reticulatum et

Fusarium equiseti ont également un potentiel important de dégradation des hydrocarbures.
4.2.3. Les mycorhizes

Les interactions mycorhiziennes entre les champignons et les racines des plantes se
présentent sous diverses formes, notamment ectomycorhize, mycorhize d'orchidée, mycorhize
éricoide, mycorhize monotropoide, mycorhize arbutoide, mycorhize arbusculaire et
ectendomycorhize.  La littérature scientifique explique I'importance des champignons
mycorhiziens dans la structure du sol, I'absorption des macro et micro nutriments nécessaires,
développement des pousses et racines, la résistance des plantes aux stress biotiques et
abiotiques, et la réalisation de caractéristiques a valeur ornementale, telles que le diameétre de
la fleur, le nombre de pétales, etc (Huang et al., 2019).

La plante hote profite également du champignon en maintenant une zone contaminée
autour d'elle et en non seulement tolérant mais métabolisant de nombreux produits pétroliers,

des HAP et des pesticides aromatiques chlorés, comme l'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique
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(2,4-D) et I'atrazine par dégradation enzymatique (John, 2013). Les exsudats racinaires des
plantes sont composés de glucides, d'acides organiques, d'acides aminés, de composes
phénoliques, de mucilage, de vitamines et de stérols qui agissent comme sources de carbone
et d'énergie pour les micro-organismes de la rhizosphére, améliorant ainsi la biomasse et
I'activité microbiennes dans les sols pollués par les HAPs (Kadri et al., 2017).

4.2.4. Les levures

Farag et Soliman (2011), ont rapporté que les levures dégradaient mieux le pétrole brut
que les bactéries. En effet, ce groupe fongique peut dégrader les HAPs comme le
Benzo(a)Pyrene (B(a)P), le chrysene et I'indeno[1,2,3-cd]pyrene, etc., individuellement ou en
consortium. Le principal mécanisme biocatalytique derriere une telle performance est la
production de NADPH-cytochrome C réductase et de dioxygénase (Padilla-Garfias et al.,
2022). Cette voie métabolique enzymatique de dégradation du B(a)P, a été signalé chez
Rhodotorula mucilaginosa EXF-1630, Debaryomyces hansenii et Saccharomyces. cerevisiae
BY4742 (Padilla-Garfias et al., 2022). La levure Moesziomyces s'est récemment révelée étre
un dégradateur efficace du tétradécane (Mikolasch et al., 2019) et du carburant diesel (Martin-
Sanchez et al., 2018). En outre, les levures qui sont connus comme bons dégradeurs
d'’hydrocarbures, appartiennent aux genres Candida, Debaryomyces, Leucosporidium,
Lodderomyces, Pichia, Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporidiobolus, Sporobolomyces,
Stephanoascus, Trichosporon et Yarrowia (Deeba et al., 2018 ; Kashyap et al., 2020).

5. Limites et défis de mycoremediation

L'hétérogénéité de la communauté fongique, le degré d'adaptabilité, la sensibilité aux
contaminants, les propriétés structurelles de la molécule, les propriétés de transport cellulaire,
la barriere chimique dans les milieux de croissance et I'environnement propice sont les
facteurs clés qui décident de l'efficacité de la mycoremediation des HAPs (Ali et al., 2022).
Plusieurs variables reconnues influencent la biodégradation des hydrocarbures pétroliers.
L’existence de micro-organismes dotés de capacités métaboliques suffisantes est un besoin
crucial. Le taux idéal de croissance et de biodégradation des hydrocarbures peut étre amélioré
lorsque ces micro-organismes sont présents, mais seulement s'il y a une concentration
suffisante de nutriments et d'oxygene et que le pH est optimal. Les propriétés physiques et
chimiques du pétrole et les facteurs environnementaux tels que la température, les nutriments,
I'oxygéne, la biodégradabilité, la photooxydation, la biodisponibilité, I'humidité du sol,
I'acidité et l'alcalinité du sol, la disponibilité de I'eau et les effets de I'absorption du pétrole

dans le milieu sont décisifs pour le succes de la biodiversité (Meckenstock et al., 2016). De
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plus, la température, la disponibilité des nutriments, la teneur en humidité et la demande en
oxygene peuvent influencer le processus de biodégradation dans le sol (Okolafor et Ekhaise ,
2022).

5.1. Nature et concentration des hydrocarbures

Les boues de forage pétrolier, en tant que mélange complexe, contiennent différents
types d'hydrocarbures, dont le processus de dégradation est variable (Gielnik et al., 2019). Ce
dernier dépend de la concentration, de la composition et de la nature des hydrocarbures
présents dans I'environnement. La biodégradation des hydrocarbures débute par les composés
simples et se termine par les composés complexes dans 1’ordre suivant : n-alcanes > alcanes
ramifiés > aromatiques de faible poids moléculaire > composés aromatiques de haut poids
moléculaire > asphalténes (Imam et al., 2019). Cependant, la composition d’un pétrole
détermine sa toxicité et son potentiel de dégradation. Aussi, la composition et la concentration
d’un produit pétrolier déterminent la fagon dont les communautés microbiennes s’adaptent a
la pollution. Les concentrations des hydrocarbures, de leur coté, affectent les taux
d'absorption, de transformation et de minéralisation microbienne. Des concentrations
extrémement élevees sont connues pour étre toxiques et influencent négativement le taux de
croissance et la production de biomasse spécifique et nécessitent alors une longue durée de
traitement (Martinez et al., 2019).

5.2. Structure et nature du milieu récepteur

Dans les sols a grains fins, les hydrocarbures sont capables d'induire des changements
dans la texture, la granulométrie, la forme et la porosité des particules dans une mesure telle
qu'ils réduisent considérablement a la fois le nombre de micropores et la surface globale,
tandis que les caractéristiques des macropores restent a peu prés les mémes. Dans le cas de
sols a grains grossiers, la contamination peut créer des particules recouvertes d'hydrocarbures
et remplir & la fois les macropores et les micropores (lzdebska-Mucha et al., 2011). Etant
donné que les interactions physiques entre particules sont dominantes dans un tel type de sol,
les caractéristiques telles que la texture, la porosité, le caractére cireux et la cohésion sont les
plus affectées (Rajabi et Sharifipour, 2019). Les hydrocarbures sont des polluants typiques du
sol qui entrainent une altération de la taille des grains, de la porosité et de la capacité de
rétention d'eau du sol et affectent négativement la diversité/population microbiennes. Des
changements importants dans la perméabilité, le volume, la plasticité, etc., sont également

provoqués, entrainant une mauvaise qualité des sols contaminés. (Sakshi et al., 2019). Un
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déversement de pétrole submerge les particules du sol, ce qui bloque a son tour la diffusion de

I'air dans ses pores (Sutton et al., 2013).
5.3. Facteurs environnementaux

Plusieurs facteurs environnementaux peuvent affecter, positivement ou négativement, le
biorestauration fongique, il s’agit essentiellement de la température, pH, salinité, ressources
en oxygene, pression et des rayonnements UV (Rangel et al., 2018). Ces facteurs, contribuent

généralement de maniére significative a la structuration des communautés microbiennes.

La température a un effet significatif sur la vitesse de croissance microbienne, l'activité
des enzymes, la chimie des polluants, la physiologie et diversité de la communauté
responsable des processus de dégradation (Koshlaf et Ball, 2017). 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. Comme la température augmente, la solubilité, la biodisponibilité, la diffusion et les
activités enzymatique des micro-organismes augmentent également (Singh et Chandra, 2014),
alors que, a une température plus élevée (au-dessus de 40°C), la solubilité de I'oxygene
diminue, et l'activité métabolique des microorganismes aérobies diminue; la membrane
cellulaire devient plus sensible a la toxicité des hydrocarbures et réduit par conséquent le taux
de biodégradation des hydrocarbures (Sihag et al., 2014). A I’inverse, & des températures plus
basses, la viscosité de 1’hydrocarbure augmente; sa volatilité diminue; sa solubilité diminue;
sa toxicité augmente; les taux d'activité enzymatique diminuent; et donc la est un retard de la

biodégradation microbienne (Dindar et al., 2016).

L’étape initiale de la dégradation des hydrocarbures par les champignons inclut
I’oxydation des hydrocarbures par 1’intermédiaire des hydroxylases et dioxygénases, pour
lesquelles I’oxygene moléculaire est indispensable. En anaérobie, I’oxygene est remplacé par
d’autres types d’accepteurs d’¢lectrons mais la biodégradation est particulierement lente (ex :
seédiments). Dans ce cas, les hydrocarbures, peuvent étre utilisés comme donneurs d’électrons
nécessaires aux voies métaboliques et parfois comme seule source de carbone (Liu et al.,
2020). En effet, la dégradation fongique des hydrocarbures en conditions aérobies donne de

meilleurs résultats que la dégradation en conditions anaérobies (Abdel-shafy et Mansour,
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2019). Généralement, la biorestauration est plus susceptible de se produire lorsque les niveaux

d’oxygene augmentent (Okolafor et al., 2022).

Les biotopes naturels peuvent avoir des valeurs de pH tres variables, allant 2,5 & 11,0.
Des valeurs extrémes de pH pourraient avoir une influence négative sur la capacité des micro-
organismes a dégrader les hydrocarbures. Un certain type de champignon est plus capable de
biodégrader les hydrocarbures a un pH de 7 que les bactéries, qui ne peuvent dégrader les
hydrocarbures qu'a un pH de 5 (Okolafor et al., 2022).

Sur la base de la qualité et des exigences vitales des micro-organismes
hydrocarbonoclastes, les nutriments sont classés en macro, micro et oligoéléments. Ils
peuvent influencer la biodégradation de composants pétroliers a divers niveaux. La
disponibilité de macronutriments (N, P et K) dans le milieu récepteur est donc un élément
limitant de la biodégradation des hydrocarbures, dont leur ajout augmente la biostimulation
(Martinez et al., 2019) et détermine la distribution et la dégradation des hydrocarbures
polluants (Hamzah et al., 2017).

Les fortes salinités constituent une barriere naturelle pour la biodégradation des
hydrocarbures. De hautes teneurs en sel augmentent la pression osmotique, génent les
activités métaboliques microbiennes, ainsi que la solubilité et les systemes de transport des
ions essentiels (Abdulrasheed et al., 2020) et engendrent un manque d’oxygene pour la flore
microbienne (Imron et al., 2020). Des études de Sihag et al. (2014), ont indiqué qu'une
dégradation importante des hydrocarbures a été détecté avec 0,1 a 2 M de NaCl mais au
maximum 0,4 M et un niveau élevé de salinité du sol reduit le taux et I'étendue de la
biodégradation des hydrocarbures. De plus, le supplément de sels tels que NaCl et NH,CI
dans les sols pauvres en nutriments améliore la dégradation microbienne des hydrocarbures
(Martins et Peixoto, 2012). C'est a cause de la présence de tels sels, que la biodégradation des
hydrocarbures dans le sol augmente avec leur augmentation. Cependant, des concentrations
plus élevées de cations, peut entraver le consortium microbien dans le sol et réduire la

biodégradation microbienne des hydrocarbures (Zhong et al., 2020).

Pour les HAP de haut poids moléculaire ou de structure moléculaire complexe, une
nouvelle technique prometteuse et tres efficace est envisagée, a savoir la dégradation
photocatalytique ou la photodégradation (Wang et al., 2019). Le pétrole brut, recouvrant la
surface du sol, constitue une barriere physique entre le sol et I’air, entravant ainsi les échanges
de matieres entre ceux-ci et réduisant la fertilité du sol (Ali et al., 2020). Les chromophores

tels que les alcenes ou aromatiques et certains complexes métalliques sont sensibles a la
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photolyse directe (Snyder et al., 2021). Ce processus est limite au infime fraction de
composants peétroliers qui absorbe la lumiére du soleil (Shankar et al., 2015). La
photooxydation indirecte se produit lorsque d'autres molecules présentes dans le pétrole brut
absorbent la lumiére du soleil, un autre composé présent dans I'environnement, a savoir les
photosensibilisants (par exemple les quinones, l'acide humique, les flavines, ainsi que les
traces de métaux, nitrate, nitrite et peroxyde d'hydrogene) absorbe I'énergie lumineuse et la
transfere ensuite soit indirectement via divers intermédiaires réactifs tels que les oxydants ou

directement au composé d’intérét provoquant son altération structurelle (Wang et al., 2020).
5.4. Facteurs microbiologiques

La compréhension du processus de biodégradation nécessite une connaissance des
micro-organismes qui font fonctionner ce mécanisme. Les champignons hydrocarbonoclastes
modifient les hydrocarbures par des transformations métaboliques ou enzymatiques. lls
reposent sur deux processus: la croissance et le cométabolisme. Par conséquent, il n’est pas
garanti qu’un composé soit dégradé dans un environnement particulier. D’abord, un
organisme susceptible de dégrader doit étre présent; ensuite une opportunité doit exister pour
que les enzymes nécessaires soient synthétisées; enfin, les conditions environnementales
doivent étre appropriées pour que les réactions enzymatiques s’effectuent a une vitesse
significative (Borah, 2019). Le degré de dégradation des hydrocarbures est en corrélation avec
l'augmentation des populations de micro-organismes et l'activité de I'oxygénase (Mahmud et
al., 2020). Le pétrole induit la mise en place d’un consortium fongique de biodégradation des
hydrocarbures avec une alternance de différents types de champignons comportant des
capacités métaboliques complémentaires (Ramoutar et al., 2019). Dans des consortiums
fongiques, trois stratégies de bioremédiation sont représentées : (1) le composé hydrocarboné
cible est utilisé comme source de carbone par les champignons ; (2) le composé hydrocarboné
cible est attaqué par voie enzymatique mais n’est pas utilisé comme source de carbone
(cométabolisme) ; (3) le composé cible n'est pas du tout métabolisé mais est absorbé et
accumulé dans les champignons (bioaccumulation). Parfois, I’ajout d’un inoculum sur des
sites contaminés peut empécher la démonstration de leur potentiel maximum. Cela peut étre
dd aux raisons suivantes: 1) incapacité a adapter les conditions environnementales
dominantes (fluctuations ou extrémes de température, de teneur en eau, de pH et/ou de
disponibilité de nutriments) ; 2) tolérer les co-contaminants comme les métaux lourds ; 3)

compétition avec le microbiote indigéne en cas de nutriments limités ; et/ou 4) incapacité de
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survivre aux prédateurs (protozoaires et bactériophages) ou aux antibiotiques produits par des

micro-organismes concurrents (Siles et Garcia-Sanchez, 2018).
6. Matériel et Méthodes

Ce volet d’étude met en évidence les capacités mataboliques de quelques souches
fongiques hydrocarbonoclastes autochtones isolées des bourbiers pétroliers, a dégrader le
pétrole brut et le gasoil. Pour cela, deux objectifs ont été avances :

e En premier lieu, il a été nécessaire de Vérifier la tolérance de ces souches sélectionnées
en déterminant I’effet des deux hydrocarbures sur leur croissance en milieu liquide.
e Le second objectif est de déterminer le taux de biodégradation de cing hydrocarbures

contenus dans le pétrole brut.

6.1. Les produits chimiques utilisés

Les hydrocarbures utilisés sont le pétrole brut: fournis par Sonatrach de Hassi

Messaoud et le gasoil acheté d’une station d’essence.
6.1.1. Le pétrole brut

Le pétrole (or noir) est un mélange complexe non raffiné d’hydrocarbures, ainsi que des
traces de soufre, d'azote, d'oxygéne, d'eau salée et de métaux (Fer, nickel). En fait, c’est un
liquide visqueux dont la viscosité varie en fonction de sa teneur en fractions légéres. Le
pétrole est de couleur qui va de I’ambre claire ou noir opaque (brut asphalténique), d’un vert
fluorescent (paraffinique) ou bleu (naphténiques). La présence de composes sulfureux lui

confére une odeur déplaisante.

Le pétrole brut provient directement de l'exploitation d'un puit de pétrole et son
raffinage nous donne plusieurs produits tels que le gaz naturel, ’essence, le kérosene, le

gazole et d’autres produits. Il est hautement inflammable (point d’éclair inférieur a 30°C).
6.1.2. Le gasoil

Le gazole, gasoil, gas-oil ou encore diésel, est est I’une des principales sources d’énergie
actuellement utilisées dans les moteurs a combustion interne (Da Silva et al., 2013). C’est un
liquide jaune clair, légerement visqueux et distillant habituellement entre 190°C et 300 °C. Il
s'agit d'une fraction de la distillation du pétrole brut et composée d’hydrocarbures pétroliers
complexes (alcanes, cycloalcanes, hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et autres

composés récalcitrants) (Kaur et al., 2015), ayant un nombre de carbone majoritairement
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compris entre C9 et C20. La composition type des hydrocarbures du diesel (volume)
comprend 64% d'hydrocarbures aliphatiques, 1 a 2% d'hydrocarbures oléfiniques et 35%
d'hydrocarbures aromatiques (Kuppusamy et al., 2020).

6.2. Microorganismes et milieux de culture

Dans cette partie, on a sélectionné cing souches fongiques isolées, purifiées et
identifiées a partir d’échantillons de sol des bourbiers pétroliers. Ces especes testées sont
supposées adaptées aux conditions du milieu pollué et ont acquis une certaine performance
vis-a-vis des molécules hydrocarbonées. Ces souches sont entretenues sur milieu gélosé et
conservées a 4°C. 1l s’agit de 3 souches appartenant au genre fongique Aspergillus et 2 du
genre Trichoderma. Le choix porte particuliérement sur leur dominance dans les sites

échantillonnés (voir chapitre précédent).

Les milieux nutritifs utilisés pour la culture des souches microbiennes sélectionnées
pour le processus de dégradation sont :

» Milieu a I’extrait de malt- agar (MEA, d’aprés Blakeslee, 1915)

- Extraitdemalt..................... 20g
- Peptone........oooooiiiiiiiiiii lg
- Glucose......coeviiiiiiiiii 20g
- AZAr. 15¢
- Eaudistillée..................oooiiiii, 1000ml

pH : 5,6
» Milieu liquide de Galzy et Slonimski (GS) 1957
Solution de sels minéraux 100 ml
Solution d’oligo éléments 1ml
Solution de FeCls, 6H,0 a 200 mg/I 1ml
Solution de vitamines 5ml
Solution de mesoinositol a 4 mg/I 5ml
Glucose 59
Eau distilléeq.s.p 1000 ml

A. Solution de sels minéraux

(NH4)H2PO4 60 g
(NH,)H,SO, 209
K,HPO, 10 g
NaCl lg
CaCIZ 1 g
MgSO,, 7H,0 509
Eau distillée g.s.p 1000

B. Solution d’oligo éléments

HgBO4 0,5 g
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MnSO4 0!4 g
ZnSOy 0,49
Na;MoO4 0,29

Kl 0,19
CuSO, 0,049
Eau distillée g.s.p 1000 ml

C. Solution de vitamines

Pantothénate de calcium 0,49
Thiamine chlorhydrate 0,49
Inositol 0,49
Pyridoxyne 0,49
Acide nicotinique 0,19
Biotine 0,004 g
Eau distillée g.s.p 1000 ml

» Milieu Czapek Dox, 1909.

= NaNOs.....ooii 3,0g
- KHoPOg. oo l,Og
- MgSo4, HO.ooiii 0,5g

- Kol 0,5g
- FeS04,7H20. ..o, 0,01g
- Sucre (MOTceauX) ....ovuveneennennnnnns. 30,0g
- Eauderobinet q.s.p......c.c.ovunnn. 1000ml

6.3. ldentification moléculaire des isolats

Les résultats de I‘identification morphologique des champignons isolés ont été
confirmés par une identification moléculaire a 1‘aide des séquences ITS de 1°‘ADN ribosomale
amplifiées par « Polymerase Chain Reaction » (PCR) qui sont actuellement utilisées comme
méthode de détection sensible et spécifique pour les champignons (Yang et al., 2018). Une
sélection de 5 isolats a été faite pour cette analyse génétique. Sur la base du séquencage des
fragments ITS de 1°ADNr 18S, les isolats ont été identifiés par comparaison avec les especes

les plus proches dans la base de données GenBank avec similarité de 98 a 99%.
6.4. Etude de la cinétique de la biodégradation des hydrocarbures

6.4.1. Preparation des pré-cultures et protocole expérimental

Les pré-cultures de réactivation des souches fongiques sélectionnées sont effectuées sur
boites de Pétri sur un milieu de culture gélosé, extrait de malt agar (EMA). Les boites
ensemencées sont ensuite mises en incubation pendant une période de cing a huit jours a la

température de 28°C.
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Les cultures sont conduites en mode batch sur milieu liquide synthétique Galzy et
Solnimski (GS), additionné de glucose (5¢/l) a différentes valeurs de pH (4.5, 7 et 9.5), de
salinité (NaCl (1M) et de température de (25, 35 et 40°C) pendant 28 Jours dans des fioles
d’Erlenmeyer de 250 ml a raison de 150 ml de milieu de culture par fiole, I’ensemble est alors
stérilisé sous pression vapeur saturante (20 min a 120°C). Des explants de myceélium (0,5 Mc
Farland correspondant & 10® UFC/mI pour chaque souche fongique) prélevés sur les bords des
cultures actives, ont été inoculés aseptiquement dans chaque fiole.

Chaque essai est réalisé en triplicata, et I’incubation se fait en agitation plaque orbitale
(dans des agitateurs incubateurs), a une vitesse de rotation de 180 tr/mn et sous éclairage de
1200Lux (12H/24H) pendant deux jours. Apres, 3% d’hydrocarbures (pétrole brut et/ou
gasoil) est ajouté dans les cultures d’une fagon aseptique, aprés stérilisation par filtration a
travers un filtre a seringue de 0,45 pum. Des témoins (milieu et souches sans hydrocarbures)
sont inclus dans les essais. Les valeurs sont exprimées en moyennes. (Fig 45).

6.4.2. Etude de la croissance fongique en présence des produits hydrocarbonés

Cing souches fongiques ont été testées individuellement en présence du pétrole brut et
du gasoil. Plusieurs paramétres ont été pris en considération, il s’agit notamment de la densité
optique (DO) déterminée a partir d’un prélévement de culture prélevé au temps tp et une fois
chaque semaine pendant 28 jours (4 semaines). Le pH, et la biomasse totale (poids sec de la
charge fongique) a été calculé en fin de 1’essai et le filtrat de chaque culture sert a évaluer la

biodégradation des hydrocarbures par LC/MS.

Pré —cultures des souches sur MEA 3 28°C

N

Préparer les cultures en batch dans GS liquide pendant 2 Jours dans un agitateur
incubateur (180 tr/mn) et sous éclairage de 1200Lux

NS

A tp gjout du pétrole brut et'ou gasoil (3%:) aux cultures batch sous les conditions de
travail (pH et T°C) et témoins pendant 4 semaines

AN ~

Aprés 4 semaines :
filtration du milieu

Chague semaine évaluation:
DO

— | Inoculum : évaluer la biomasse séche

——= | Filtrat : mesure du pH

l—2 | Filtrat : évaluer la biodégradation (LC/DMMS)

Figure 45. Protocole expérimental des cultures en batch
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6.4.2.1. Détermination de la cinétique de croissance

Dans une population fongique en croissance, la biomasse peut étre évaluée par sa
densité optique. Dans notre travail, la densité optique est déterminée pendant la période
d’incubation a des intervalles de temps d’une semaine. Elle est mesurée a une longueur
d’onde de 550 nm sur un spectrophotomeétre (Agilent Cary 60 UV-Vis). La courbe
d’étalonnage réalisée séparément permet de relier la densité optique obtenue au nombre réel

de microorganismes.
6.4.2.2. Mesure du pH

Le pH est I’'un des facteurs les plus importants qui influe sur 1’activité biologique
microbienne. 1l est mesuré la derniére semaine des cultures a 1’aide d’une sonde d’un

analyseur multi-parametre de paillasse (Consort C6030).
6.4.2.3. Détermination de la biomasse fongique

Aprés 28 jours, le contenu des Erlenmeyers est récupeéré, filtré a travers une membrane
cellulosique de 0,45 um Millipore. Le filtrat est récupéré dans un tube en vue des dosages
chromatographiques pour la détermination du pourcentage de la biodégradation des
hydrocarbures. Le contenu de la membrane est pesé (Mo) puis mis a sécher a une température
de 105°C pendant 24h puis pesé une autre fois afin de déterminer son poids (M) en mg/ml.

Le poids sec est calculé selon 1I’équation suivante : Ps = (M- My)
6.5. Evaluation du taux de biodégradation des hydrocarbures

La gamme étalon des 5 composes est préparée a partir d’une solution meére de 1g/I. Les
HAP ont été déterminés comme décrit dans (Tadashi et al., 2011). Les molécules
sélectionnées pour cette étude: l'anthracene, le fluoranthéne, le pyréne, le benzo (b)
fluoranthéne et le benzo (a) pyréne font partie des 16 HAP les plus dangereux pour
I'environnement et sont répertoriés comme polluants de contréle prioritaires selon I'Agence
américaine de protection de I'environnement (USEPA) (USEPA, 2014 et Keith, 2014).

Les concentrations résiduelles des différentes molécules ont été déterminees par HPLC.
20 ml d'échantillon a été acidifies avec HCI 1 N, agités pendant 3 min avec un volume égal de
1:1 (v: v) n-hexane: acétate d'éthyle, et centrifugés (9600 tr/min; 4°C; 10 min). La couche
organique a ensuite été collectée. L'extrait a été séché sous un courant d'azote et I'extrait sec a
été dissous dans de l'acétonitrile et analysé. L'analyse a été réalisée en utilisant un systeme

HPLC Agilent Technology (Agilent 1260 Infinity Quaternary) par injection d'échantillon de
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20 pL, un détecteur UV/Vis et une colonne analytique (Stable Bond C18 (Zorbax) (4,6 x 150
mm x 15 um). La phase mobile est un gradient d'écoulement (1 ml/min) avec de l'acétonitrile
(AC) et de I'eau avec détection a des longueurs d'onde de 235 nm, 254 nm, 253 nm, 239 nm et
295 nm respectivement pour I'anthracene, le fuloranthen, le pyrene le benzo (b) fuloranthen et
le benzo (a) pyrene (Tab 12). La température dans le four a colonne a été réglée a 25°C. Une
phase mobile avec des conditions d'élution en gradient a étapes multiples a été utilisée avec

un temps de fonctionnement total de 60 min par injection d'extrait d’échantillon.

Tableau 12. Flux de gradient de phase mobile avec composition et temps

Temps (min) | AC (%) | H,O (%)
0 40 60
27,5 95 5
35,5 100 00
45 40 60
60 40 60

6.6. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel XLSTAT (Inc. corporation.
2014). La normalité des données a été vérifiée a l'aide du test « Shapiro-wilk » et comme
I’ensemble des données ne suivait pas la loi normale (n'étaient pas normalement distribués),
un test non paramétrique de « Kruskal-wallis » (pour remplacer ’ANOAVA) a été appliqué
pour étudier les effets de la température, le pH et méme I’espece de champignon utilisée sur le
taux de dégradation des cinqg molécules d’HAP suivies dans cette étude. D’autre part un test
de « Dunn » a été réalisé pour détecter des différences significatives entre les différents pH,
température et especes de champignons utilisées. Le niveau critique de signification a été fixé

a (p <0,05) pour tous les tests.
7. Reésultats et discussion

7.1. Résultats
7.1.1. Ildentification moléculaire des souches

L’identification fongique des espéces selon ’analyse de I’ADN, est illustrée sur le
tableau suivant (Tab 13). Une fois les séquences obtenues et aprés une analyse BLAST (Basic
Local Alignment Search Tools) sur le site NCBI, les especes correspondantes ont eté

déterminées. Cependant, les souches les plus similaires sont :

- Souche 1 : Aspergillus niger CBS 101883 (XM _025601974.1)
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- Souche 2 : Trichoderma ghanense strain 18ASMA011(MT671930.1)
- Souche 3 : A. tubingensis (AtWU_00159)

- Souche 4: T. parareesei FW-04 (OL743181.1)

- Souche 5 : A. flavus isolate STL6A (ON171640.1)

Tableau 13 : Identification des souches fongiques selon les résultats de I'analyse ADN

Souches Identification Nbr de Souche type la plus similaire % de
(GenBank accession nucleotide  (Numéro d'accés GenBank) similitude
number)

1 Aspergillus sp. Strain 551 Aspergillus niger CBS 101883 100
SK1(0Q711959.1) (XM_025601974.1)

2 Trichoderma sp. strain 597 Trichoderma ghanense strain 98
SK2 (0Q711960.1) 18ASMA011(MT671930.1)

3 Aspergillus sp. Strain 555 Aspergillus tubingensis 100
SK3(0Q711961.1) (AtWU_00159)

4 Trichoderma sp. strain 579 Trichoderma parareesei FW-04 84.5
SK4 (OL743181.1)

5 Aspergillus sp. strain 553 Aspergillus flavus isolate S7TL6A 99.82
SK5 (0Q711963.1) (ON171640.1)

Les cing moisissures selectionnées sont déja soumises a une identification

macroscopique par un examen de la culture sur milieux gélosés (voir chapitre précédent). Cet

examen permet de déterminer les quatre caracteres culturaux suivants :

la vitesse de

croissance, la texture et la couleur du thalle, la couleur du revers de la culture et 1’odeur

(Photo 2).

>

A.tubengensis

e

 Trichoderma ghanense

Photo 2.Caractéristiques macroscopiques des souches selectionnées

7.1.2. Etude de la croissance fongique en présence des hydrocarbures

7.1.2.1. Détermination de la cinétique de croissance

> Condition n° 1 de travail : culture sans hydrocarbures (Témoins)
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Dans cette condition de travail et en abscence des hydrocarbures (HC), deux variables
sont prises en considération : il s’agit de la température d’incubation et le pH initial du milieu
de culture. Il est a signaler que le glucose ajouté au milieu de culture GS est la seule source de
carbone et d’énergie qui y existe.

Selon la figure (46), la courbe de croissance est une augmentation continue du to jusqu’a
la 4éme semaine. Pour les cinq souches étudiées, nous distinguons, d’une part, que la
concentration fongique moyenne augmente dés la 1°® semaine de 1’essai jusqu'a atteindre des
valeurs maximales. Cette augmentation correspond a la phase exponentielle, phase durant
laguelle la dissolution du substrat (glucose) suffit aux besoins métaboliques de chaque souche
individuelle. La concentration fongique moyenne qui augmente, reflete une courbe de
croissance modeéle, sauf que des fois, elle prend I’allure d’un zigzag. Ce phénoméne Nous
laisse supposer que le niveau des exigences nutritionnelles surpasse la vitesse de dissolution
du substrat, la biodisponibilité deviendra alors limitée, on enregistre une croissance qui se
traduit par des diauxies alternées.

Pour le pH de 4.5, les croissances des souches fongiques sont affectées par le
changement de température d’incubation (25, 35 et 40°C). En effet, ces températures ont
respectivement supportées la croissance des souches A. flavus, A. tubengensis et T. ghanense.
Ces souches ont enregistrées les moyennes de DO suivantes selon ’ordre 1.043, 2.386 et
2.23x10° UFC/ml (Fig 46A).

Le pH neutre (Fig 46 B), semble tres favorable, et les cing souches ont enregistrées des
valeurs moyennes de densité optique (DO) qui augmentent de to allant vers la 4°™ semaine,
sauf pour I’A. niger dont la cinétique de croissance semble étre ralentie a température 35°C.

En ce qui concerne le pH de 9.5, seule I’expérience de température 25°C a donné un
résultat. L’incubation a 35 et 45°C n’ont pas favorisé la croissance des cinq souches en

culture batch (Fig 46C). A cette expérience, seule A. flavus a marqué une courbe de

croissance croissante, a 1’opposé des quatre souches restantes dont la croissance est ralentie.
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Figure 46. Cinétique de croissance des souches sans hydrocarburesapH : A:4.5,B:7,C:9.5

» Condition n° 2 de travail : température d’incubation T = 25°C en présence d’HC

L’effet combiné température d’incubation et pH du milieu de culture en présence du
pétrole brut et/ou du gasoil sur la cinétigue moyenne de croissance des cing souches
fongiques (Fig 47), montre que le pH 7 a donné un résultat favorable en présence du gasoil
par rapport au pétrole brut. A pH (4.5) et par rapport aux témoins; la présence du pétrole brut
a favorisée A. niger, et A. flavus. Leurs densité optiques moyennes sont passées
respectivement de 0,262x108 et 0,584x10® UFC/mI & to pour arriver & 1,199x10° et 1,216x10°
UFC/ml la 4™ semaine d’incubation en présence du pétrole brut et de 0,069 et 0,336 UFC/m
a to avec le gasoil pour donner la derniére semaine les valeurs respectives de 1,137 et
0,754x10% UFC/mI (47a). En général, les moyennes de DO varient d’une souche & I’autre et
selon le type dhydrocarbures. L’ANOVA montre que cette variation est Statistiquement
significative avec p= 0,000.

D’autre part, il parait que le pH neutre du milieu de culture, aide 1’espéce T. ghanense a
mieux tolérer les deux hydrocarbures par rapport au témoin. Sa moyenne de DO est la plus
élevée, elle est de 1,665x108 UFC/mI en présence du pétrole brut et de 2,48 x10® UFC/ml &
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I'égard du gasoil (47b). 1l est a noter que la variation des cinétiques de croissance moyenne

entre les cing souches, selon I’ANOVA est statistiquement significative avec p= 0,000.

Enfin & pH 9.5, la cinétique de la courbe de croissance d’A. flavus et T. parareesei

traduit la meilleure croissance avec un maximum noté la

4°™ semaine en présence du pétrole

brut et du gasoil respectivement avec les valeurs moyennes de 1,476 et 1,919 x10® UFC/ml

(47c). En effet, selon PANOVA, ces variations sont statistiquement significatives avec

P < 0,05 en présence du gasoil et du pétrole brut.
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Figure 47. Valeurs de la DO en présence des HC a 25°C avec (a) : pH=4.5; (b) : pH=7; (C) :
pH=9.5

» Condition n° 3 de travail : température d’incubation T = 35°C en présence d’HC

D’aprés la figure 48 et en comparaison avec celle des témoins, les densités optiques
(DO) moyennes des souches fongiques en présence du gasoil sont les plus meilleures. La DO
moyenne la plus élevée est enregistrée avec A.tubingensis avec 2.228x10® UFC/ml en 4
semaines et & pH 4.5 (Fig 48a). Sur le plan statistique, ’ANOVA montre que la variation des
cinétiques de croissances des souches est significative en présence du gasoil. Ceci traduit une
tolérance de quatre souches fongiques aux molécules d’hydrocarbures, sauf la cinétique de
croissance moyenne d’A4. niger & pH neutre parait étre ralentie en présence du gasoil (Fig
48b). En effet, les souches présentent des courbes de croissance ascendantes et variable,
I’ANOVA montre que la variation de ces résultas est significative. A pH 9.5, la croissance des
souches est inhibée en présence des deux hydrocarbures.
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Figure 48. Valeurs de la DO a 35°C et en présence des HC avec (a) : pH=4.5; (b) : pH=7

» Condition n° 4 de travail : température d’incubation T = 40°C en présence d’HC

Les cinétiques de croissance moyennes des cing souches montrent des courbes de DO
ascendantes en présence des deux hydrocarbures et a différentes valeurs de pH (4.5 et 7) (Fig
49). A pH 9.5, on a constaté une inhibition totale de croissance. Cependant, a pH 4.5, la DO
moyenne des souches fongiques est meilleure que celle a pH 7 (Fig 49a) ; on peut remarquer
que la valeur maximale est atteinte par T. ghanense en présence du pétrole brut (1,98
x108UFC/ml) et du gasoil (1,753x108UFC/ml) & la 4°™ semaine d’incubation. En général, la
densité optique (DO) varie d'une souche a l'autre et selon le type d'hydrocarbures. En tenant
compte I’ANOVA, cette variation est significative.
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A température 40°C et pH 7, la DO moyenne varie d'une souche a l'autre et selon le
type d'hydrocarbures. La valeur maximale en présence du gasoil est allouée aux souches T.
ghanense, T. parareesei, A. tubingensis et A. flavus avec respectivement 1,321, 1,225, 1,227
et 1,376x10° UFC/ml. En présence du pétrole brut, la DO moyenne la plus élevé est
enregistrée en présence T. ghanense, T. parareesei, et A. flavus avec respectivement avec
1,321, 1,123 et 1,354x10° UFC/mI (Fig 49b). Sur le plan statistique, I’ANOVA montre que la
variation des DO est significative.
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Figure 49. Valeurs de la DO a 40°C et en présence des HC avec (a) : pH=4.5; (b) : pH=7

7.1.2.2. Mesure du pH

Il est & noter que le pH est mesuré apres 4 semaines de culture en batch et que le pH

initial etait de 4.5, 7 et 9.5. Généralement, on observe des diminutions des valeurs moyennes
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du pH aprés 4 semaines par rapport aux valeurs initiales, selon la présence de I’hydrocarbure
ou son absence (Témoin) et la température d’incubation (Fig 50). Cependant, les cultures en
batch avec un pH de 9.5 a température de 35 et 40°C n’ont pas donné de résultat, car les

souches sont mortes (le test sur milieu solide n’a pas donné de croissance fongique).

A température 25°C, pour une valeur initiale de pH de 4.5, une diminution importante
des valeurs moyennes du pH du milieu de culture avec ou sans hydrocarbures sont
enregistrées. Ceux avec le gasoil sont plus marqués que ceux du pétrole brut, avec une
maximale chez T. parareesei de 3,8 par rapport a 2,67 du témoin et une minimale de 2,48 /
3,13 du témoin chez A. niger (Fig 50a). Par contre, le pétrole brut a fovorisé une acidification
minimale enregistrée chez A. niger de 2,83. Dans ce cas, ’ANOVA montre que la variation
des valeurs moyennes du pH est statistiquement significative avec p = 0,000. Pour une autre
valeur de pH initial neutre, on a noté une acidification du milieu de culture dont 1’expérience
menée en présence du pétrole brut est plus basse qu’en présence du gasoil. Cependant, A.
flavus est la seule souche qui a noté une importante diminution allant jusqu’a 2,79 et 2,93
respectivement en présence du gasoil et du pétrole brut (Fig 50a). En effet, la diminution du
pH chez les 3 premiéres souches en valeurs descendantes est comme suit : pH (A. niger), pH
(T. ghanense) et pH (A. tubingensis). En général, la diminution des valeurs moyennes du pH
varie d'une souche a l'autre et selon le type d'hydrocarbures présent. L’ANOVA montre que
cette variation est statistiquement significative avec p= 0,000. Méme constat en allant vers un
pH initial de 9.5. L’A.niger et A. flavus sont les seules souches a avoir marqué une diminution
importante de 6,81 et 6,83 respectivement en présence du gasoil et 5,2 et 5,68 avec le pétrole
brut (Fig 50a). L’ANOVA montre que cette variation est statistiquement non significative en

présence du gasoil et en présence du pétrole brut.

A température 35°C et pH initial de 4,5, les valeurs moyennes les plus basses de pH du
milieu de culture aprés 4 semaines d’incubation, sont repérées en présence du gasoil dans la
culture de T. ghanense (2,91) et en présence du pétrole brut dans la culture d’A. niger (3,00)
(Fig 50b). L’ANOVA montre que cette variation est statistiquement significative en présence
du gasoil et non significative en présence du pétrole. Lorsque le pH initial est de 7, les
diminutions des valeurs moyennes du pH aprés 4 semaines de culture et en présence des deux
hydrocarbures, sont proches. En effet, A. niger et en présence du pétrole brut a notée une
valeur de 4,02 et 3,04 avec le gasoil (Fig 50b). La valeur de p, obtenue par ’ANOVA, qui est
égale a 0,000 montre que cette variation est statistiquement significative.
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Enfin, a température 40°C et pH initial 4.5 et parmi les cing souches testées, on
remarque une faible diminution notée chez T. parareesei et A. tubingensis de 4,41 et 4,47 des
valeurs moyennes du pH du milieu de culture aprés 4 semaines de culture en présence du
gasoil et de 4,43 et 4,41 en présence du pétrole brut (Fig 50c). La valeur de p obtenue par
I’ANOVA, qui est égale a 0,000 montre que la variation des valeurs du pH est statistiquement
significative. A pH initial neutre, les valeurs notées avec le gasoil sont plus inférieurs que
ceux du pétrole brut. A. flavus et T. ghanense ont enregistré respectivement un pH tres bas de
1,2 et 1,02 en présence du gasoil (Fig 50c). Par contre A. niger a marqué les valeurs de 2,35
et 4,96 en présence respectivement du gasoil et du pétrole brut. La valeur de p obtenue par

I’ANOVA, qui est égale a 0,000 montre que la variation des valeurs du pH est statistiquement

significative.
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Figure 50. Valeurs du pH aprés 4 semaines d’incubation en présence des HC
(@) : T 25°C; (b) : 35°C; (c) : 40°C

7.1.2.3. Détermination de la biomasse totale

La figure 51 présente le poids sec moyen de I’inoculum fongique, obtenu a partir des
cultures aprés 4 semaines d’incubation en présence des hydrocarbures. Il s’est avéré que le
poids sec moyen des cultures est variable par rapport a celui enregistré a partir des cultures
sans hydrocarbures. Une biomasse qui répond aux conditions de culture (pH et température

d’incubation).

C’est ainsi, a température de 25°C et a pH 4.5, toutes les souches ont marquées une
biomasse fongique moyenne inférieure a celle du témoin en présence du gasoil. La valeur la
plus importante est celle du poids d’A. tubengensis (5,23 g) dont le témoin a noté 9,52 g. En
présence du pétrole brut, une augmentation du poids moyen de biomasse est percue avec A.
niger qui a noté 3,7g par rapport au témoin de 3,5g, ainsi que I’A. flavus qui a donné un poids
moyen de 5,64 g a I’égard du témoin de 3,23g (Fig 51a). L’ANOVA montre que la variation
des biomasses est statistiquement non significative avec p= 0,157 en présence du gasoil et
significative avec p=0,001 en présence du pétrole brut. Cependant, le meme constat est
observé en travaillant sur pH neutre, des variations de poids moyen de biomasse sont
observées en fin de culture par comparaison aux témoins. En présence du gasoil, A.niger est la
seule souche qui a donné une biomasse moyenne élevée contrairement aux quatre souches
restantes. Leurs biomasses moyennes sont Iégérement inférieures a celles des témoins. En
présence du pétrole brut, seule T. ghanense a enregistré un poid sec moyen de I’inoculum
inférieure a celui du témoin, le reste des souches a marqué une biomasse moyenne importante

(Fig 51a). Sur ce, TANOVA montre que la variation en biomasse totale est statistiquement
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non significative avec p= 0,335 en présence du gasoil et significative en présence du pétrole.
Enfin, en présence du gasoil et a pH .9.5, A. niger, A. flavus et T. ghanense ont marqués des
biomasses moyennes supérieures aux témoins. Par contre, en présence du pétrole brut c’est A.
niger et A. flavus qui ont notés un résultat supérieur aux témoins (Fig 51a). L’ANOVA
montre que la variation en biomasse totale est statistiquement non significative en présence du
gasoil et en présence du pétrole brut.

Si la température d’incubation des cultures est de 35°C et que le pH des milieux de
culture est acide (4.5), une augmentation de la biomasse totale est apercue en présence du
gasoil chez A. flavus et T. parareesei qui ont enregistrés respectivement 7,27g / 4,089 du
témoin et 3,469 / 2,44 g du témoin. Méme constat est observe en présence du pétrole brut
avec toutes les souches (Fig51b). Le changement en biomasse selon I’hydrocarbure et la
souche dans ces conditions est statistiquement significatif selon les résultats de ’ANOVA.
Entre autre, dans le cas du pH neutre, une augmentation de biomasse est notée en présence du
pétrole brut et du gasoil chez A. tubengensis et T. ghanense (Fig 51b). L’ANOVA montre que
la variation des poids secs est statistiguement non significative en présence du gasoil et du
pétrole brut.

Enfin, a une température de 40°C et un pH 4.5, toutes les souches ont enregistrés une
biomasse inférieure a celle des témoins, mais en présence du gasoil 1’est plus (Fighlc).
L’ ANOVA montre que la variation des poids des biomasses fongiques est statistiquement non
significative en présence du gasoil et significative en présence du pétrole brut. Cependant, a
pH neutre, le poids sec moyen varie d'une souche a l'autre et selon le type d'hydrocarbures.
Seule A. flavus a noté le poids sec moyen le plus important parmi les quatre souches et en
présence du pétrole brut (Fig 51c). L’ANOVA montre que la variation en poids sec moyen est

statistiquement non significative.
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Figure 51. Biomasse séche apres 4 semaines de culture en présence des hydrocarbures a

température (a) : 25°C; (b) : 35°C ; (c) : 40°C
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7.1.3. Evaluation du taux de biodégradation des hydrocarbures

Les taux de biodégradation évalués en fin de culture (4 semaines) sont ceux de
I'anthracene (3 cycles) (ANT), le fluoranthéne (4 cycles) (FLT), le pyréne (4 cycles) (PYR), le
benzo[b]fluoranthene (5 cycles) (BbFA) et le benzo[a]pyrene (5 cycles) (BaP) existants dans
les cultures en batch en présence du pétrole brut, sous les conditions de travail de pH (4.5, 7 et
9.5) et de température (25°C et 40°C) (Fig 52). lIs ont été évalués par LC/MS.

En effet, sous température 25°C d’incubation et pH 4.5, les taux de biodégradation des
cing molécules sont entre 89 er 99% pour presque I’anthracéne, le fluoranthéne, le
benzo[b]fluoranthene et le benzo[a]pyrene. Par contre, celui du pyréene est de degré moindre
entre 86 et 98%. En parlant de souches, I’A. niger est la seule a avoir dégradé 99% des cing
molécules, suivie par T. parareesei avec un taux de 99%, sauf le pyréne, son taux de
dégradation est de 98%. Dans la condition du pH neutre, une attention particuliére pour I’A.
flavus qui a enregistré un taux de 99% pour toutes les molécules, suivie par A. niger qui a
dégradé 99% de quatre molécules sauf le pyréne a noté un taux de 95%. Il parait que le
pyrene est le seule hydrocarbure a étre difficile & dégrader par T. ghanense. Le taux est évalué
a 76%. Enfin, a pH 9.5, les taux de biodégradation des molécules sont les plus performants. A.
flavus a enregistré les taux de dégradation les plus importants (99%) pour les cing molécules.
T. ghanense a enregistré a son tour des taux de 99% pour quatre molécules d’hydrocarbures et
95% pour le pyréne (Fig 52a).

Dans la condition de température 35°C, seule la biodégradation des cing hydrocarbures
a pH neutre a été prise en compte. En effet, le benzo[b]fluoranthéne (BbFA) est le plus
dégradé (99%), suivi par le benzo[a]pyrene (BaP) (99%) par toutes les souches sauf
T .ghanense et A. flavus avec 98%. Le reste des souches, les taux de biodégradation sont
variables, dont le plus bas est celui d’A.tubingensis dégradant 87% du fluoranthéne (Fig 52b).

En allant vers la derniére condition de température 40°C et pour un pH fixé a 4.5, les
taux de dégradation sont trs importants. Par souches, ces taux sont classés par ordre
croissants : A. niger, A. flavus et T. parareesei, puis T. ghanensis et A. tubingensis. Par famille
d’hydrocarbure, les cinq molécules sont classées par ordre croissant de taux de dégradation :
anthracéne et BaP, fluoranthene, pyréne puis BbFA. Pour un pH neutre, A. niger et T.
ghanense ont donné des taux remarquables de biodégradation allant entre 99 et 100% noté
pour le BaP (pour les deux souches) et BbFA pour la seconde souche. A. tubingensis de son
coté a noté des taux de 88% pour le pyréne, le fluoranthéne et le BbFA (Fig 52c).
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7.1.4. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel XLSTAT (Inc. corporation.
2014). La normalité des données a été vérifiée a l'aide du test « Shpiro-wilk ». En effet,
comme I’ensemble de données ne suivait pas la loi normale (n'étaient pas normalement
distribués), un test non paramétrique de « Kruskal-wallis » (pour remplacer ’ANOVA) a été
appliqué pour étudier les effets de la température, le pH et méme 1’espéce de champignon
utilisée sur le taux de dégradation des Cing hydrocarbures. D’autre part un test de « Dunn » a
été réalisé pour détecter des différences significatives entre les différents pH, Température et
especes de champignons utilisées. Le niveau critique de signification a éte fixé a (p <0,05)

pour tous les tests.
7.1.4.1. Effet de la Température

Les résultats de 1’analyse statistique notamment le test de « Kruskal-wallis » ne montre
que les différentes températures n’ont aucun effet significatif sur la dégradation des molécules
d’HAP sauf pour Benzo(a)pyrene (p=0.04). Méme le test de « Dunn » regroupe les
températures utilisées dans le méme groupe sauf pour le Benzo(a)pyrene.

7.1.4.2. EffetdupH

D’aprés les analyses statiques, la variation du pH n’influence que la cinétique de
dégradation du Fluoranthene ou on trouve que I’effet du changement du pH et hautement
significatif (p=0.014) et le test de « Dunn » regroupe les pH 4.5 et 9.5 dans des groupe
différents alors que le pH 7 peut étre regroupé avec les deux. Pour le reste des molécules

d’HAP le changement de pH n’influence pas leurs cinétiques de dégradation.
7.1.4.3. Effet souche fongique utilisée

Les résultats obtenus montrent que les cing souches utilisées dégradent les cing
molécules d’HAP avec la méme efficacité dans les différentes conditions de température et de
pH, ce qui est confirmé par le test de « Kruskal-wallis » et « Dunn » qui montrent que la
nature de la souche de champignon utilisée n’a pas d’influence sur le taux de dégradation des
HAP.

7.2. Discussion

Les tests de biodégradation des deux hydrocarbures ont été réalisés dans le cadre
d'expériences batch en présence d'oxygene, dans des conditions de culture determinées. Il

s’agit essentiellement des conditions de température d’incubation (25, 35 et 40°C) et de pH du
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milieu de culture (4.5, 7 et 9.5). A travers notre étude et afin de vérifier la capacité des cing
souches fongiques a dégrader le pétrole brut et le gasoil sous ces conditions expérimentaux,
on a déterminé en premier lieu les cinétiques de croissance des souches individuelles, les pH
des milieux de culture en fin de ’expérience (aprés 4 semaines) ainsi que les biomasses

fongiques.

De ce fait, nos analyses ont fait ressortir (i) un développement des souches testées en
présence d’hydrocarbures avec (ii) une biomasse qui est relativement importante et ce, en
présence du pétrole brut que du gasoil. Notons que le pétrole brut et le gasoil sont des
mélanges de différents hydrocarbures, notamment des alcanes, des cycloalcanes et des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (Ameen et al., 2016 ; Hazen et al., 2016).
Geénéralement, le pétrole brut contient de nombreux composants toxiques, non biodégradables
et chacun a sa propre toxicité (Di Toro et al., 2007). En revanche, le gasoil fait partie des
produits pétroliers issues du raffinage du pétrole brut, peut donc avoir perdu une partie des
composants toxiques contenus dans le pétrole brut lors du raffinage (Willey et al., 2011). Il
est aussi clair que nos résultats indiquent un comportement indifférent des souches en
présences des hydrocarbures. Les champignons filamenteux, Aspergillus spp. ont acquis une
attention considérable en tant que candidats potentiels a la dégradation d'un large éventail
d’hydrocarbures de 1'environnement (Zhang et al., 2016). Aspergillus niger est l'un des micro-
organismes les plus utilisés pour la dégradation du pétrole brut (Hassaine et Bordjiba, 2019),
et du gasoil (Olukunle et al., 2021; Ughamba et al., 2021). Selon Ughamba et al. (2021), A.
flavus est impliqué dans la dégradation du gasoil, ainsi que du pétrole brut (Al-Dossary et al.,
2020). Hormis ces deux souches, peu de travaux scientifiques témoignent sur 1’utilisation d’A.
tubingensis comme agent de dégradation des hydrocarbures. Il s’agit particuliérement des
travaux de Daadssi et Almaghribi (2023) sur la métabolisation du pétrole brut. Khan et al.
(2017), Varshney et al. (2023), supposent qu’A. tubingensis est responsable de la

dégradation des polymeres plastiques.

Trichoderma se distingue comme un genre fongique avec une large gamme d'utilisations
de substrats, une production élevée de composés antimicrobiens et sa capacité d'opportunisme
environnemental. C’est un organisme puissant et efficace dégradant les hydrocarbures
aromatiques (Mutlag et al., 2023 ; Makut et al., 2022). Plusieurs espéces de Trichoderma sont
associees a la capacité de métaboliser une variéte d'hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) de poids moléculaire élevé et faible, tels que le naphtalene, le phénanthrene, le

chrysene, le pyrene et le benzo[a]pyrene (Zafra et Cortés-Espinosa, 2015). En ce qui concerne
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T. parareesei, ancétre de T. reesei (téléomorphe Hypocrea jecorina), codant pour une série de
cellulases et d’hémicellulases, est I'un des micro-organismes cellulolytiques les plus étudiés
pour la dégradation de la biomasse (Fonseca et al., 2020). Son apport a la bioremediation des
sites contaminés par les HAPs est justifié par les travaux de Yao et al. (2015), ainsi que
Elkhateeb et al. (2021). Une étude précédente a demontré le potentiel de Trichoderma
parareesei pour favoriser la croissance des plantes dans un sol contaminé par du diesel
(Elkhateeb et al., 2021 ; Mishra et Nautiyal, 2019). T.ghanense, de son c6té a été signalé pour
sa résistance aux métaux lourds tels que l'arsenic, le plomb, le cuivre, le fer, le cadmium,
I'argent et I'atrazine, respectivement (Oladipo et al., 2018). Notons que les hydrocarbures et

les métaux lourds sont contenus dans les bourbiers pétroliers.

Expérimenter des champignons microscopiques autochtones (plus adaptés aux
conditions de pollution aux hydrocarbures), s’avere plus avantageuse que d’utiliser des
souches obtenues a partir de collections de cultures. Les champignons filamenteux indigénes
deviennent hautement adaptés a la survie dans des environnements terrestres contaminés par
des hydrocarbures grace & un enrichissement sélectif et a des modifications génétiques qui

leur permettent de cataboliser les hydrocarbures (Ramdass et Rampersad, 2021).

Dans une premiére mesure, il est important a signaler le temps (période) d'incubation
pendant le traitement : dans notre cas, il s’agit de 4 semaines (28 jours). Selon Al-Hawash et
al. (2018), plus le temps de culture est long, mieux est amélioré le taux de degradation des
hydrocarbures. Cela concorde aussi avec un rapport de Mukherjee et al. (2017) ou les
résultats de leur étude ont montré qu'il faut suffisamment de temps pour une biodégradation
rentable et efficace. Dans une seconde, c’est la cinétique de croissance des cing souches
fongiques, qui témoigne d’une bonne adaptation aux deux types d’hydrocarbures. Seulement,
le pétrole brut 1’est mieux, chose supportée par Makut et al. (2022) et Subathra et al. (2013)
qui ont en outre expliqgué que la viscosité accrue des hydrocarbures réduit son taux
d’utilisation microbien. Ceci dit, le gasoil est moins visqueux que le pétrole. Egalement,
I’aptitude de certains champignons a croitre en présence d’hydrocarbures, confirme
I’utilisation de ces hydrocarbures comme seule source de carbone et d'énergie pour leur

croissance, ce qui est en accord avec les résultats de Dacco et al. (2020).

Afin de confirmer la capacité des cing souches fongiques a dégrader le pétrole et le
gasoil, on a mesuré la biomasse accumulée a la fin de I’expérience. La majorité des isolats
fongiques ont montré une accumulation de biomasse proche ou egale a leurs témoins. Par

contre, la littérature scientifique dans ce cas, montre une augmentation relative de la
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biomasse, ce qui est soutenu par les travaux de Bankole et al. (2022). Cependant, des travaux
ont montré aussi une exception de légere diminution observée de biomasse fongique
(Egbewale et al., 2023). En général, une croissance fongique ainsi observée, est accompagnée
d’une acidification du milieu; traduisant ainsi une activité microbienne par utilisation du
pétrole brut et du gasoil comme source de carbone. La diminution du pH est probablement
causée par la production d’acides organiques et d’autres produits métaboliques lors de la

dégradation microbienne des hydrocarbures (Sari et al., 2019).

Cependant, parmi les paramétres influencant la biodégradation des hydrocarbures, la
température est connue pour avoir un effet significatif sur la vitesse de croissance
microbienne, l'activité des enzymes, la chimie des polluants, la physiologie et la diversité de
la communauté microbienne responsable des processus de dégradation (Koshlaf et Ball,
2017). C’est un facteur important pour les souches utilisant les hydrocarbures, comme seule
source de carbone et d’énergie. En cultures batch, différentes températures (25, 35 et 40°C)
ont été appliqués pour étudier le comportement biochimique des micromycetes expérimentées
vis-a-vis des deux hydrocarbures. Nos résultats de 1’analyse statistique montrent que 1es trois
températures n’ont aucun effet significatif sur la dégradation des hydrocarbures sauf pour le
BaP. Dans la littérature scientifique, le taux maximum de dégradation des hydrocarbures se
situe entre 30 et 40 °C (Victor et al., 2020 ; Abdullah et al., 2020). Chose qui est confirmée
par les résultats enregistrés lors de la condition expérimentale de température de culture de
40°C, ou on a eu un taux de dégradation de 100% du BaP avec A. niger et T. ghanense et
100% du BpFA par T. ghanense. Selon Varjani (2017), la température peut affecter la
biodégradation d’un hydrocarbure en modifiant sa nature physique et sa composition

chimique, son taux de métabolisation et la composition de la culture microbienne.

Lors de nos cultures fongiques, la valeur du pH de 9.5 n’a donné aucune croissance
fongique pour une température d’incubation de 35 ou de 40°C. La plupart des micro-
organismes ont un intervalle de pH optimal pour leur survie et leur fonction. Le pH affecte
directement la croissance fongique en nuisant a la surface cellulaire ou indirectement en lésant
la disponibilité des nutriments, sachant que le pH requis pour la croissance fongique varie de
3,0 a 8,0, avec un niveau optimal d'environ 5,0 sous un niveau satisfaisant d’état nutritionnel
(Naseer et al., 2020). Le pH peut étre trés variable et doit étre pris en compte lors de
I’amélioration des méthodes de traitement de biodégradation (El Aziz et al., 2021). Il est a
noter que les hydrocarbures et leur accumulation peuvent interagir avec les composants

lipophiles de la membrane cytoplasmique fongique, modifiant ainsi la perméabilité, ce qui
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peut induire des effets toxiques et des perturbations de la structure membranaire et des
fonctions cellulaires (Li et Gadd, 2020 ; Zafra et al., 2015). Cependant, I’cffet des
hydrocarbures aromatiques sur le taux de croissance mycélienne et la sporulation des
champignons tolérants/dégradants pourrait étre un facteur important non seulement pour
I’adaptation microbienne mais également pour le développement cellulaire adéquat et la
dégradation des hydrocarbures (Zafra et al., 2015). Dans notre cas, un pH alcalin associé a
une présence d’hydrocarbures peut avoir des conséquences mortelles pour les mycomycetes.
Selon Petrisor et al. (2016), certains champignons se sont montrés peu favorables a dégrader

les polluants dans des conditions alcalines.

Hormis, le fait de déterminer les cinétiques de croissance des souches individuelles, des
pH des milieux de culture en fin de I’expérience et les biomasses fongiques, I'un de nos
objectifs traces est d'évaluer le plus précisément possible le taux de biodégradation de
I'anthracene, le fluoranthéne, le pyrene, le benzo[b]fluoranthene et le benzo[a]pyrene existants
dans les cultures en batch en présence du pétrole brut, sous les conditions de travail de pH
(4.5, 7 et 9.5) et de température (25, 35 et 40°C). Si on classe ces hydrocarbures en fonction
du nombre de cycle benzénique, on aura deux classes : celle a faible poids moléculaire (3
cycles) référant a 1’anthracéne et celle a haut poids moléculaire (4 et 5 cycles) composée du
fluoranthéne, le pyréne, le benzo[b]fluoranthene et le benzo[a]pyrene. Il est admis que le
mécanisme de biodégradation dépend du poids moléculaire de I'nydrocarbure. Si ce dernier
est faible, il peut étre directement absorbé car il est soluble et pénétre facilement dans les
cellules fongiques. Les champignons microscopiques produisent des enzymes
multifonctionnelles impliquées dans la dégradation d’une grande variété¢ d’hydrocarbures
aliphatiques et aromatiques. Dans leur sensibilité aux attaques fongiques, les composés
hydrocarbonés varient et sont généralement classés dans I'ordre croissant suivant : composés
aromatiques polycycliques > aromatiques de haut poids moléculaire > alcanes cycliques >

aromatiques de faible poids moléculaire > alcanes ramifiés > n-alcanes (Varjani et al., 2015).

Généralement, et en aérobie, les micro-organismes dégradent les HAP a faible poids
moléculaire plus rapide que les HAP a haut poids moléculaire. Il y en a quatre raisons
possibles (1) solubilité dans I’eau assez faible, (2) capacité insuffisante a stimuler les enzymes
dégradantes, (3) absorption plus lente dans les cellules et (4) un rendement énergétique
inférieur a la croissance (Kanaly et Harayama, 2000). Nos résultats de la biodégradation sont
tres prometteurs, car les cinq composés hydrocarbonés ont eté biodégradé a des taux plus que

80%, dont la majorité est de 99%. L’A. niger est I’une des souches qui a donné un résultat trés
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encourageant envers la famille d’hydrocarbure a 5 cycles benzéniques, a différentes
température. Chose qui a été approuve par les travaux de Burghal et al. (2016) et Mohsen et
al. (2020). Nos recherches ont démontré aussi que le champignon Trichoderma ghanense est
capable de dégrader totalement le benzo[b]fluoranthéne et le benzo[a]pyréne. Bien que que la
littérature scientifique présente T.ghanense comme agent de bioremediation aux métal(loides)

(Oladipo et al., 2019), trés peu de travaux la présente comme biodégradant les hydrocarbures.

Bien que la dégradation des polluants organiques et notamment celle des HAP ait été
initiée il y a plusieurs décennies, les recherches visant a trouver la meilleure méthode de
dégradation a travers diverses approches sont toujours en cours. La voie métabolique de la
plupart des HAP de bas et haut poids moléculaires est profondément étudiée et maitrisée.
Malgré que la dégradation microbienne des HAP de faible poids moléculaire (HAP-LMW)
soit bien comprise, celle des HAP de haut poids moléculaire (HAP-HMW) est loin d'étre
maitrisée (Elyamine et al., 2021). Cependant, grace aux nouveaux outils technologiques,
plusieurs especes fongiques qui sont impliqués dans les études sur la dégradation des HAP et
présentant une plus grande capacité a dégrader les HAP HMW et LMW sont isolés et étudiés
de maniere approfondie pour lever le voile sur leurs mécanismes de dégradation, y compris
les acteurs enzymatiques et moléculaires. Cependant, le métabolisme des hydrocarbures chez
les champignons est en grande partie lié au catabolisme des lipides. L'activité lipolytique
intracellulaire et les complexes enzymatiques extracellulaires contribuent a la biodégradation
des hydrocarbures (Al-Hawash et al., 2019). Cependant, la voie métabolique fongique de
I’anthracéne et du pyreéne, a été largement étudié, en comparaison, peu de travaux ont été
menés sur la biodégradation du BaP ou méme le benzo(p) fluoranthene (BpFL), en raison de
leur récalcitrance a la biodégradation due a la stabilité des doubles liaisons conjuguées dans
leurs anneaux fusionnés (Ostrem Loss et Yu, 2018). En outre, nos résultats soulignent
I'importance des souches fongiques testées pour la dégradation des polluants aromatiques
récalcitrants. Les espéces fongiques Aspergillus niger CBS 101883 (XM_025601974.1) et
Trichoderma ghanense strain 18ASMA011(MT671930.1) sont particuliérement intéressantes,
car elles peuvent exposer en condition de culture (pH de7 et température d’incubation 40°C)
une dégradation préférentielle du BaP et du BpFL, ou le taux est a 100%. Ces deux souches
dites lignolytiques sont dotés d’enzymes ligninolytiques: la lignine peroxydase (LiP, EC
1.11.1.14), peroxydase de manganese (MnP, EC 1.11.1.13) et laccase (Lac, EC 1.10.3.2),
ainsi que d'autres enzymes accessoires, qui ont pour fonction de catalyser ou degrader la

lignine en molécules moins complexes (Asemoloye et al., 2020). Ces enzymes ont une grande
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polyvalence qui couvre un large spectre d’utilisation en bioremédiation, surtout dans la
dégradation des composés récalcitrants complexes, tel que le pétrole et ses dérivés
(Asemoloye et al., 2020).

Conclusion

Ce travail de thése a été réalisé d’une part dans un but de tester ’abilité de cinq souches
fongiques autochtones et individuelles a tolérer le pétrole brut et le gasoil, sous des conditions
de cultures en batch de pH et de température d’incubation. Les souches séléctionnées sont
Aspergillus niger CBS 101883 (XM_025601974.1), A. tubingensis (AtWU_00159),
Aspergillus flavus isolate S7L6A  (ON171640.1), Trichoderma parareesei FW-04
(OL743181.1) et Trichoderma ghanense strain 18 ASMAO011(MT671930.1). Il s’est avéré
qu’il y a une indifférence de comportement de ces souches envers les deux hydrocarbures,
avec une faible tendance pour le pétrole brut. On a remarqué aussi une bonne croissance
fongique, accompagnée d’une acidification du milieu de culture qui témoigne d’une
biodégradation ou utilisation des hydrocarbures. Reste a noter que les deux conditions de
cultures de pH 9.5 et température 35 et 40°C, en présence des deux hydrocarbures sont

mortels pour nos souches.

Dans une seconde optique, on visait & determiner le taux de biodégradation de cing
hydrocarbures contenus dans le pétrole brut, dans un contexte de bioremédiation. Il s’agit de
I’anthracéne, du fluoranthene, le pyréne, le benzo[b]fluoranthéne et le benzo[a]pyréne.Nos
résultats sont tres satisfaisant du faite que la biodégradation est parfaite sous les conditions de
cultures (de température et de pH), sauf une attention particuliére aux deux souches fongiques
hydrocarbonoclastes Trichoderma ghanense strain 18ASMA011(MT671930.1) qui a réussi a
degrader a 100% deux hydrocarbures a haut poids moléculaires: le benzo[b]fluoranthéne et le
benzo[a]pyréne et 1’Aspergillus niger CBS 101883 (XM_025601974.1) qui a anéanti le

benzo[a]pyréne.

En général, les champignons microscopiques utilisées s’ajoutent a la collection des
souches fongiques hydrocarbonoclastes terrestres isolées de bourbiers pétroliers, qui ont un

potentiel pour la bioremediation des hydrocarbures notamment les récalcitrants.
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Chapitre .5. Reéhabilitation de bourbiers pétroliers :

2. Essai de phytoremediation

Le sol, I'eau et la végétation sont étroitement liés. La réhabilitation des sols pollués afin
de maintenir les processus et les fonctions des écosystemes est I’'un des défis majeurs
auxquels notre société est aujourd’hui confrontée. Les techniques biologiques de dépollution
ont été abondamment utilisées. La phytoremédiation est une technologie verte émergente qui
utilise des plantes (arbres, espéces hyper accumulatrices, plantes cultivables, etc.) pour
contenir, séquestrer ou détoxifier I’environnement (le sol, les sédiments et I'eau) (Ashraf et
al., 2019), notamment des polluants organiques tels que les hydrocarbures (Song et al., 2017).
En plus d’étre reconnue comme un choix économique, elle est aussi considérée comme la plus

esthétique des techniques de réhabilitation.
1. Définition et principes

> La phytoremédiation est une des techniques naturelles utilisees dans les processus de
décontamination des milieux a pollution diverse (organiques, inorganiques). Elle compte
parmi les méthodes innovantes de dépollution (Liu et al., 2020) de plus en plus utilisées dans
des milieux complexes en fonction de la nature des polluants a traiter. Elle fait simplement
partie de la famille des traitements biologiques appliqués aux sols pollués, s‘appuie sur les
plantes et implique des processus de translocation, d'accumulation, de transport, de

transformation et de volatilisation (Shah et Daverey, 2020).

> La Phytoremédiation est aussi [’utilisation des plantes annuelles herbacées ou
ligneuses forestiéres et des microorganismes qui leurs sont associés (sous forme association
symbioyique) pour remédier a la pollution de I’environnement. C’est donc un ensemble de
techniques in situ misant sur les plantes pour extraire, dégrader ou immobiliser les
contaminants dans les sols, les sédiments, les boues ainsi que dans I’eau de surface ou

souterraine (Dickinson, 2017) et dans I’air.

> Jacobs et al. (2018) ont rapporté que la phytoremédiation est une méthode
autotrophique alimentée par I'énergie solaire et présentant plusieurs avantages, notamment la
faisabilité économique, la facilité de gestion, sa rentabilité, et un entretien minimal. En tant
que technologie respectueuse de l'environnement, elle peut €tre mise en ceuvre a grande

échelle et réduire le risque de propagation de produits polluants toxiques.
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La phytoremediation repose essentiellement sur les interactions entre les plantes, le sol
et ses micro-organismes. Les plantes vont soit absorber le contaminant pour le métaboliser ou
le stocker, soit réduire voire empécher la libération du contaminant dans d’autres
compartiments de 1’environnement. Certaines plantes ont la capacité d’extraire les polluants
du sol par les racines et les transférer ou les concentrer dans d’autres endroits de la plante

(tiges, feuilles, racines,...etc).
2. Mécanismes

Lorsqu’il s’agit de sols contaminés par les HAPS, la phytoremédiation comprend six
mécanismes régies par l'absorption directe; la volatilisation, les sécrétions végétales et la
décomposition enzymatique. La dégradation par les communautés microbiennes telluriques
peut aussi avoir lieu (Chen et al., 2016). Cependant, la phytoremédiation des hydrocarbures
repose avant tout sur l'interaction de plantes avec un sol contaminé. Les plantes réduisent le
niveau de pollution des sols par plusieurs mécanismes, y compris la phytostabilisation, la
phytoextraction, la phytodégradation, la rhizodégradation, la phytovolatilisation ou
I'évapotranspiration et la rhizofiltration (Corami, 2021 (Fig53). Il est a noter que la
phytodégradation, la phytoextraction et la phytovolatilisation appartiennent a la
phytodécontamination, c'est-a-dire qu’elles visent a réduire la teneur des contaminants dans le
sol. Chacun de ces mécanismes ont des effets sur le volume, la mobilité ou la toxicité des
contaminants. Mis a part la phytostabilisation qui s’applique préférentiellement in situ, toutes

les autres techniques de phytoremédiation peuvent étre également appliquées ex situ.
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Figure 53. Principaux mécanismes de phytoremédiation
(Sterckeman et al., 2012)
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3. La phytotransformation ou phytodégradation

C’est la principale voie de recherche et d'application de la phytoremediation qui
concerne essentiellement la pollution organique. Elle est basée sur la culture de plantes
possedant des propriétés de tolérance et d'accumulation des polluants. C’est un processus par
lequel les plantes absorbent, mobilisent et dégradent certains contaminants organiques dans
les tissus végétaux eux-mémes a travers I’activité métabolique de la plante (production
d’enzymes de type monooxygenases, cytochrome P450s, laccase, peroxidase, oxygenase,
dioxygenase, nitralase, phenol  2-monooxygenase @ (PMO), and cytochrome
P45090B1) (Kurade et al., 2021). Si les molécules toxiques sont trop concentrées ou si la vie
microbienne du sol n’est pas assez développée, ce processus sera ralenti voir irréalisable.
L'apparition d'une dégradation et d'une réduction a l'intérieur du corps végétal en tant que
processus physiologique sans dépendre des micro-organismes constitue le principal avantage
de cette approche. En revanche, I'apparition de produits finaux toxiques est difficile a détecter,
ce qui crée un inconvénient. Le mécanisme de phytodégradation a été prouvé pour éliminer
de multiples contaminants dans le sol et I'eau, y compris les hydrocarbures pétroliers, résidus
pharmaceutiques, insecticides, pesticides et tensioactifs (Grzegdrska et al., 2020). Cependant,
I’absorption des composés organiques par la plante dépend du type de plante, du temps de

séjour du contaminant dans le sol et des propriétés chimiques et physiques du sol.
3.1. La phytoextraction/ phytoaccumulation

Les plantes absorbent du sol les contaminants et les accumulent dans leurs parties
aériennes que I’on peut par la suite récolter. (Yanitch et al., 2020). Ces plantes accumulatrices
sont capables, grace a une physiologie adaptée, d'accumuler jusqu'a 1% de leur matiere séche
en métaux lourds, ce qui est un taux tres supérieur a la normale. L’efficacité de la
phytoextraction dépend de divers parametres, notamment la biodisponibilité des métaux
lourds, les caractéristiques du sol, la capacité de la plante a absorber les métaux et a les
accumuler dans ses parties aériennes (Yan et al., 2020). Environ 450 a 500 plantes différentes
ont été reconnues comme hyperaccumulatrices (Chaudhary et al., 2018). Les especes
vegétales doivent avoir les caractéristiques suivantes pour étre adaptées a la phytoextraction :
(i) une tolérance aux métaux nocifs, (ii) la production d'une biomasse élevée et (iii) des
accumulateurs actifs de métaux lourds dans des parties facilement récoltables (Suman et al.,
2018).
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Le probléme des métaux dans I’environnement est qu'ils ne sont pas toujours bio-
disponibles (solubles dans I'eau), les ions métalliques peuvent étre fixés & d'autres ions et

deviennent indisponibles pour les plantes. Dans ce cas il faudra parfois ajouter des molécules

que l'on appelle chélateurs afin de libérer les métaux. Cependant, un
hyperaccumulateur a le potentiel d’acquérir des concentrations élevées de metaux et de
métalloides, mais son taux de croissance lent limite souvent son application (Ranieri et al.,

2020).
3.2. La phytostabilisation

La phytostabilisation consiste a établir une végétation recouvrant la surface des sites
pollués pour limiter la mobilité et la biodisponibilité des contaminants dans le sol ou la
rhizosphére par immobilisation chimique (précipitation, stabilisation, absorption ou piégeage)
ou prévention des mouvements latéraux ou en profondeur via 1’érosion ou le lessivage par
accumulation de racines ou immobilisation a l'intérieur de la rhizosphere, réduisant ainsi la
pollution hors site. Cette technique est utilisée dans la stabilisation des sols contaminés par
des metaux (bismuth, cadmium, chrome, cuivre, nickel, plomb, zinc) et métalloides (arsenic,
antimoine). Mahdavian et al. (2022) ont rapporté que Scariola orientalis peut étre utilisée
comme espece végétale efficace dans la phytoremédiation (phytostabilisation) des sols pollués
par Zn et Fe.

3.3. Phytovolatilisation

La phytovolatilisation fait référence a I'utilisation de plantes pour absorber des polluants
et des métaux lourds et les transformer en formes chimiques volatiles moins dangereuses via
la transpiration. Il a été démontré qu'un petit nombre de plantes naturelles ou génétiquement
modifiées, telles que la moutarde indienne (Brassica juncea) et I'Arabidopsis thaliana, sont
capables d'évapotranspirer les polluants par leurs stomates dans 1’environnement (Khalid et
al., 2017).

L’avantage de la phytovolatilisation par rapport aux autres stratégies de
phytoremédiation est que les contaminants (métaux lourds, métalloides) sont éliminés du site
et dispersés sous forme de composés gazeux, sans qu’il soit nécessaire de récolter et
d’¢liminer les plantes. Cependant, en tant que stratégie corrective, la phytovolatilisation
n’¢élimine pas complétement les polluants: ils sont toujours dans I’environnement. De plus, ils

peuvent étre redéposés sur le sol par les précipitations (Vangronsveld et al., 2009).

KOUT S. 144



Chapitre .5. Rehabilitation de bourbiers pétroliers :
2. Essai de phytoremediation

3.4.  Rhizodégradation

La phytostimulation ou rhizodégradation désigne le processus par lequel les exsudats
racinaires, tels que des sucres, des acides aminés, des acides organiques, des acides gras et des
stérols et d'autres enzymes, essentiels au maintien de la diversité et 1’activité microbienne
rhizosphérique (Lareen et al. 2016). Cependant, les racines peuvent augmenter 1’aération et
I’humidité du sol, ce qui rend les conditions de biodégradation par les micro-organismes plus
favorables (Corami 2017). De plus, les micro-organismes rhizosphériques peuvent accelérer

les processus en volatilisant les contaminants (Corami 2017).
3.5. Rhizofiltration

La rhizofiltration (contrdle hydraulique), est la méthode basée sur la capacité des
racines des plantes a adsorber ou absorber les polluants dans la solution autour de la zone
racinaire (Chandra et Kumar, 2017). Grace a ce mécanisme de phytoremédiation, il est
possible d’éliminer les métaux tels que Cd, Cr, Cu, Ni, Pb et V ainsi que les radionucléides
(U, Cs, Sr) (Kaur et al., 2020). Plus de 100 familles de plantes hyperaccumulatrices les plus
courantes parmi celles-ci les Brassicaceae, les Fabaceae, les Asteracecae, les Poaceae, les
Euphorbiaceae, etc. (Sarma et al. 2011). Il est également rapporté que les plantes appartenant
a une région particuliere devraient étre utilisees pour la technologie verte plutét que les
especes végeétales exotiques en raison d'un meilleur taux de croissance et de survie des

especes indigenes.
4. Phytoremeédiation des déchets industriels : cas des hydrocarbures

Les déchets industriels complexes genérés par différentes industries de transformation,
tels que les hydrocarbures, sont une source majeure de pollution des sols et des eaux de
surface dans 1’environnement. En raison de leurs propriétés intrinséques, les hydrocarbures
sont des polluants persistants présentant une large gamme de toxicité biologique; dont
I’¢limination de I’environnement est une préoccupation mondiale. Ces polluants sont
omniprésents dans les écosystemes aquatiques et terrestres ainsi que dans l'atmospheére
(Adeniji et al., 2019).

4.1. Critére de selection des plantes phytoremediatrices

La sélection des especes végétales est un facteur essentiel pour une phytoremédiation
réussie et les plantes doivent avoir (i) taux de croissance éleve, (ii) une forte production de

biomasse, (iii) systéme racinaire largement développé, (iv) faciles a récolter et (v) d’un
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potentiel de tolérance et d’accumulation (Khan et al., 2023). Les espéces de plantes ligneuses
a croissance rapide, telles que le peuplier et le saule, sont faciles a régénérer grace a leurs
étendues racinaires et leur taux d'évapotranspiration élevé qui stabilisent les polluants ; ce qui
fait qu’ils peuvent prospérer sur des sols contaminés. Ces plantes ont également des taux de
production de biomasse plus élevés et peuvent résister & un large éventail d'éléments
potentiellement nocifs dans leur systeme racinaire (Wani et al., 2020). Cependant, la sélection
de plante repose principalement sur les caractéristiques des contaminants et leurs niveaux de
concentration (Pilon-Smits, 2005), la profondeur et les taux de volatilisation (Ghosh et Singh,
2005), l'age de l'emplacement (Hutchinson et al., 2001) et la biodégradabilité (Joner et
Leyval, 2003). Dans le processus de phytoremédiation, il est préférable d’utiliser des plantes
indigenes puisque les plantes introduites pourraient affecter la biodiversité. De plus, la
phytoremédiation dépend de nombreux facteurs, tels que la biodisponibilité des polluants dans

le sol, les propriétés du solet les espéces végétales impliquées (Raklami et al., 2020).
4.2. Passage des hydrocarbures du sol/air vers la plante

Le transfert des hydrocarbures du sol a la plante par les racines est la voie d’entrée
principale identifiée dans les cas de pollutions supérieures & 100 mg kg™ sol sec (Collins et
Finnegan, 2010). Selon Trapp et Legind (2011), les différentes voies de passage sont :

* prélevement depuis le sol par les racines via le courant de transpiration ;

* prélevement depuis 1’air par les feuilles ;

* diffusion via les stomates et les cuticules des feuilles a partir de la phase gazeuse) ;

* translocation des racines vers les feuilles (ou les fruits) avec le flux de transpiration dans le
xyléme ; et des feuilles vers les racines dans la séve élaborée via le phloéme.

Le transport des polluants hydrocarbonés dans la plante est un phénomene de
translocation (diffusion des polluants et/ou de leurs métabolites dans la plante). lls vont
utiliser les systémes de transport de la séve (xyléme et phloéme) afin d’étre transférés au sein
de la plante. Selon leurs pressions de vapeur, certains composés peuvent également se
volatiliser depuis le sol et pénétrer la plante par le systeme foliaire mais en des quantités
négligeables (Jia et al., 2021).

Diverses plantes ont été identifiées pour leur potentiel a faciliter la phytoremédiation
des sites contamineés par les hydrocarbures. 11 s’agit de jacinthe d'eau (Eichhornia crassipes),
fétuque élevée (Festuca arundinacea), ray-grass (Lolium perenne), luzerne (Brassica

campestris), paturin lisse (Poa pretensis), digitaire sanguine [Digitaria sanguinalis (L.)
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Scop.], Bermudes I'herbe [Cynodon dactylon (L.) Pers] et le panic raide (Panicum virgatum
L.) (Qixing et al., 2011).

4.3. Devenir des hydrocarbures dans la cellule végétale

Au niveau des cellules végétales, les xénobiotiques semblent suivre deux voies
principales : soit ils sont retenus de maniere passive par les composés pariétaux, soit ils
entrent dans un processus de biotransformation. Dans une cellule végétale, les polluants
organiques tels que les hydrocarbures, ils peuvent étre dégrades par divers mécanismes:

» une capacité de détoxification importante,

» I’utilisation d’enzymes spécifiques,

» I’¢limination des polluants des tissus sensibles.

En général, la dégradation se déroule en quatre étapes : prélévement et transport,
réactions de transformations (oxydation, réduction), conjugaison ou association a d’autres
composés (par exemple, acides aminés, sucres, acides organiques), et sequestration ou
compartimentation. Il s’agit ainsi pour la plante de transformer le contaminant en une
molécule moins toxique puis de I’isoler de ses zones d’activité métabolique. (Leglize et al.,
2011). Le métabolisme des xénobiotique (dont les HAPs) dans la plante se déroule en trois
phases, comparable a celles du métabolisme animal (Fig 54) :

» La Phase | : est une phase d'oxydation, au cours de laquelle la molécule est
fonctionnalisée. Cette étape est catalysée par des enzymes de type monoxygénase a
cytochrome Pyso et des peroxydases (Lyubun et al., 2020). Elle donne lieu a la formation
d'époxydes, de quinones et de phénols. Cette capacité a métaboliser les HAP a souvent été
montrée pour des cellules végétales en cultures (Coleman et al., 1997).

» La phase Il : procede par conjugaison a diverses molécules hydrosolubles, parmi
lesquelles des sucres, des acides aminés, l'acide éllagique (Sayer et al., 1982) et le
glutathion, gréce a I'action de glutathion-transférases. Cette molécule a un role central car
elle est présente en grande quantités au niveau des centres de la photosynthése, son réle
principal étant la protection contre les radicaux libres qui s'y forment, a travers son action
de detoxication et d’elimination des xenobiotiques a travers les glutathion-transferases

(Coleman et al., 1997). Tandis que ’acide ellagique neutralise les fonctions diols.

= La phase Il : se produit lorsque le composé n’est pas totalement libéré ou métabolisé par
la plante une fois I’étape de conjugaison passée. Le but de cette étape est de rendre les

polluants non extractibles et inertes. A cet effet, ces xénobiotiques sont déposés dans la
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vacuole ou incorporés dans les tissus structurels comme la paroi pectocellulosique. Pour ce
faire, les produits conjugues doivent étre liés a des molécules structurelles tels que la

lignine ou I’hémicellulose dans les feuilles ; la pectine et la lignine au niveau des tiges.
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Figure 54. Processus de détoxification des xénobiotique dans la cellule végétale
(Coleman et al., 1997)
CT: transporteur conjugué du glutathion; AT: transporteur ATP dépendant des xénobiotique
anioniques; GT: transporteur ATP-dépendant conjugué des glucosides; VP : peptidase
vacuolaire.

4.4. Interactions plante-microorganismes pour remedier aux hydrocarbures

Dans le sol, les micro-organismes (symbiotiques, non symbiotiques-rhizoéphytes et/ou
endophytes) et les plantes interviennent a la fois individuellement et en synergie pour la
dégradation ou la transformation des hydrocarbures pétroliers en produits moins nocifs pour
I'environnement et moins persistants que les composés d'origine (Kotoky et al., 2018). Le
terme « microbiome » ou « phytomicrobiome » fait generalement reference a 1’ensemble des
communautes microbiennes (champignons, levures, bacteries, algues, nematodes, archees,
etc.) qui colonisent les differentes parties d’une plante (Bhatt et al.,, 2020). Les
microorganismes occupent la plupart des compartiments végétaux, notamment la surface des
feuilles (phyllosphere), la surface des racines (rhizoplane), la zone de sol qui s'etend environ
1mm autour des racines (rhizosphere), ainsi que les parties internes des différents organes

aériens et souterrains (endosphere) (Bhatt et al., 2020). Les interactions entre les plantes et les
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communautés microbiennes du sol reposent essentiellement sur des bases de
signalisation/communication mais surtout sur des relations trophiques. Les plantes dépendent
des microorganismes pour leur nutrition et leur santé et les microorganismes dépendent des
plantes pour leur fournir les nutriments nécessaires a leur croissance.

Plusieurs micro-organismes, notamment les rhizobactéries, les mycorhizes et les
levures, ont été proposés comme inoculants cibles pour améliorer la croissance, la tolérance,
les performances et le processus de phytoremédiation des plantes (Raklami et al., 2020). Une
attention particuliere pour les rhizobactéries car ils ont un potentiel considérable pour
améliorer I’efficacité de la phytoremédiation des sols contaminés par les hydrocarbures. lls
peuvent favoriser la croissance des plantes, améliorer I’absorption des nutriments, protéger les
plantes contre divers stress abiotiques et biotiques et améliorer la fertilité et la structure du sol
(Ben-Laouane et al., 2021). Ceci est realisé grace a divers mécanismes directs et indirects,
notamment la fixation de l'azote atmosphérique, la solubilisation du phosphore et du
potassium, la production de phytohormones (Raklami et al., 2019). Cependant, les
champignons mycorhiziens forment une relation symbiotique intime avec les plantes hétes,
ont été appliquées dans de nombreux processus de bioremédiation (Rubin et Gorres, 2021).

L’action des végétaux sur la dégradation des hydrocarbures peut se faire de maniere
directe ou indirecte. En effet, les racines produisent des enzymes de type peroxydase,
capables d’oxyder les hydrocarbures. Ils liberent du carbone par la perte de tissus ou cellules
et ’exsudation de différents types de métabolites primaires et secondaires (acides organiques,
acides aminés, acides gras, glucides, vitamines, polysaccharides, proteines, etc.) qui attirent et
nourrissent les microorganismes du sol (Rohrbacher et St-Arnaud, 2016). La majorité des
molécules excrétées est utilisée comme source de carbone et d’énergie par les
microorganismes environnant et va ainsi stimuler ’activité microbienne de la rhizosphere. Il
est a noter aussi que les bactéries (endophytes ou rhizobactéries) dégradant les hydrocarbures
sont a I’origine de leur choix pour une bonne phytoremédiation (Afzal et al. 2019). En faite,
I’une des phytohormones les plus étudiées est I’acide indole-3-acétique (AIA) qui est une
auxine importante pour plusieurs processus physiologiques, y compris la signalisation inter
cellulaire, la régulation du développement des plantes et l'induction des systéemes de défense
des plantes (Afzal et al., 2019). De plus, I'AIA peut augmenter le nombre de poils absorbants,
le nombre de racines latérales et la surface racinaire totale, conduisant a une amélioration de
I'exsudation racinaire et de I'absorption des minéraux du sol (Kong et al., 2015). Les
rhizobactéries peuvent également se comporter comme des phytostimulants en produisant des

phytohormones responsables de I'amélioration de la croissance des plantes comme I'lAA ou
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dégradeurs d’aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase et d'hydrocarbures
diminuant la toxicité des polluants. lls peuvent également procéder comme agents de
biocontrdle en produisant des sidérophores, des antibiotiques ou des composés antifongiques
(Balseiro-Romero et al., 2017) (Fig 55).
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Figure 55. Interactions a I'échelle de la rhizosphére causées par I'exsudation de composes
riches en C et entrainant un effet d'activation positif sur la minéralisation de I'N de la matiere
organique du sol (selon Clarholm, 1985 et Zwart et al., 1994 ; reproduit d'apres Kuzyakov et
al., 2000).

a) exsudation racinaire de composés riches en C facilement disponible et prélevement par la
microflore du sol, particulierement les bactéries ;

b) croissance de la microflore, accélération minéralisation de I'N de la matiére organique et
utilisation de I'N par la microflore ;

c) prédation de la microflore par les protozoaires et autres organismes de la faune du sol ;

d) relachement d'N minéral par les organismes prédateurs ;

e) prélevement par la plante d'une partie de I'N minéral disponible

5. Les facteurs affectants la phytoremediation

En prenant en compte la complexité du systeme impliqué dans la phytorémediation des
hydrocarbures, quatre principaux acteurs sont ainsi mis en relation : le sol, le polluant, la
plante et les micro-organismes (Fig56). Leurs interactions sont nombreuses, complexes et

influent positivement comme négativement sur le déroulement de la biotechnie.
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Figure 56. Schéma conceptuel des interactions entre les acteurs majeurs
de la rhizodégradation (In Dupuy, 2014)

5.1. Caractéristiques du site et propriétés des polluants

Pour pouvoir dépolluer des sols, les plantes et les micro-organismes qui leur sont
associeés doivent étre en contact avec le polluant. Le devenir d'un polluant dans le systéeme
sol/plante est donc déterminé par sa biodisponibilité qui dépend d'un ensemble de
caractéristiques physicochimiques de la molécule et d'interactions complexes de celle-ci avec
le milieu. Les premiers et les plus importants facteurs qui affectent le processus de
phytorémediation sont I'emplacement et les caractéristiques du site contaminé. L'étendue et le
type de contaminants présents sur le site déterminent l'efficacité de la rémédiation (Abatenh et
al., 2017). La composition chimique des hydrocarbures pétroliers est un élément clé qui influt
sur la biodégradation (Al-Hawash et al., 2018). Ces facteurs peuvent étre surmontés et gérés
par une enquéte et une caractérisation préalables suffisantes des sites avant le choix et la mise

en ceuvre du processus d'assainissement.
5.2. Les caractéristiques environnementales

Les parametres du sol comme la température, le pH, la teneur en matiére organique,
I’humidit¢ du sol peuvent influencer la croissance de la plante et I’activité des
microorganismes susceptibles de dégrader les polluants. Ces interactions sol/plante (Fig57)
peuvent modifier la biodisponibilité des polluants organiques et métalliques.
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La température est le facteur qui détermine la survie et la croissance des micro-
organismes ainsi que les propriétés physiques et chimiques des hydrocarbures (Al-Hawash et
al., 2018). Ce parametre joue un réle essentiel dans le processus de remédiationt assisté par
les microorganismes en affectant a la fois les états physiques et chimiques des contaminants
présents dans les sites pollués et en interrompant les métabolismes microbiens, le taux de
croissance, la matrice du sol et la solubilité des gaz (Megharaj et al., 2011).

Le pH a ses propres impacts sur l'activité métabolique des micro-organismes, ce qui
peut augmenter ou diminuer le processus d'‘élimination. La phytodégradation peut étre
appliguée dans une large gamme de pH. Cependant, un pH de 6,5 a 8,5 est considéré comme
le potentiel maximum pour assainir la plupart des systémes terrestres et aquatiques (Abatenh
etal., 2017).

De méme, la concentration, la disponibilité et le type des nutriments sont également
importants pour la croissance et 1’activité microbienne dans le processus de bioremédiation.
Les ¢léments fondamentaux (tels que le carbone, I’azote et le phosphore) aident les microbes
a produire les enzymes nécessaires pour décomposer les polluants. Il a été rapporté qu'un
excés d'azote dans le milieu contaminé entraine une croissance microbienne (Varjani et
Upasani, 2017). De plus, une concentration plus élevée d’azote, de phosphore et de potassium
entrave D’efficacité de la biodégradation des hydrocarbures. En raison de [activité
métabolique microbienne, des matieres organiques carbonées vont s’accumuler dans les
zones contaminées par des hydrocarbures et entraine un épuisement rapide des nutriments
inorganiques, comme l'azote, le phosphate et le potassium ce qui va limiter par la suite le taux
et le degré de biodégradation et biotransformation des hydrocarbures (Kebede et al., 2021).

D’autres facteurs environnementaux tels que 1’oxygéne, 1’humidité, potentiel redox,

salinité...) qui conduisent a des modifications des propriétés biologiques et microbiologiques.
5.3. Les caractéristiques du végétal

La selection judicieuse des végétaux est une etape critique qui aura une influence
determinante sur le succes d’un traitement par phytoremediation. Plusieurs centaines de
vegetaux, incluant des plantes ligneuses et des herbacees, ont été etudiés et identifies pour
leur capacite phytoremediatrice (Khan et al., 2021; Patra et al., 2021). Bien que toutes les
plantes n’aient pas le meme potentiel d’action sur les contaminants environnementaux, elles
doivent, d’abord et avant tout, etre bien adaptees aux conditions climatiques et edaphiques du
site a traiter. Il est generalement souhaitable de selectionner des plantes qui ont une croissance

rapide; qui produisent des quantites elevees de biomasse aerienne; qui ont un systeme
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racinaire largement repandu et ramifie; qui sont faciles a cultiver et a recolter; et qui sont
tolerantes aux contaminants, aux ravageurs et aux autres facteurs de stress (Gerhardt et al.,
2017).

Une plante serait intéressante pour la dépollution si elle est capable de stabiliser,
accumuler ou dégrader les hydrocarbures et sécréter les exsudats afin de stimuler les
microorganismes qui vont dégrader ces polluants organiques dans le sol. La plante doit aussi
étre capable d’absorber des concentrations €levées en polluants organiques et métalliques, de
les transformer par activités enzymatiques. Par la phytoextraction, la plante envisagée doit
avoir un niveau ¢élevé d’absorption, de translocation et d’accumulation dans les parties
aériennes qui seront ensuite récoltées (Kumar et al., 2021). Cependant, les plantes ont la
capacité¢ de s’adapter a de nouvellee conditione environnementalee grice a leur plasticité
phénotypique, c'est-a-dire les différents phénotypes qu’elles peuvent exprimer a partir de leur
unique génotype (Nicotra et al., 2010).

Tous ces facteurs n'agissent pas au méme niveau pour modifier la biodisponibilité du
polluant. lls peuvent avoir un rdéle dans l'interaction sol-eau et/ou eau-plante et jouer un réle

important dans le devenir du polluant au cours d'un processus de phytodépollution.
6. Analyses et protocole expérimental

Cette partie décrit successivement le matériel et les méthodes de préparation communs
et les plans d’expérimentation des cultures réalisées. Nos cultures et analyses expérimentales
ont éteé effectuées au niveau de I'Ecole Nationale Supérieure de Biotechnologie Taoufik
Khaznadar (ENSB) de Constantine. Ce travail met en évidence la complexité du systeme
impliqué dans phytoremédiation des hydrocarbures par I’utilisation d’une bioaugmentation.
Cing principaux acteurs sont ainsi mis en relation : le substrat, la plante, le polluant, les

souches individuelles et la popoulation fongique.
6.1. Les produits pétroliers

Le pétrole brut utilisé lors de la phase expérimentale. Il a été fourni par SONATRACH.
6.2. Le matériel fongique

Les souches Aspergillus niger CBS 101883 (XM_025601974.1) et Trichoderma ghanense
strain 18ASMAO011(MT671930.1) isolées et identifiées des bourbiers pétroliers sont
repiquées sur milieu PDA et incubées a 30° C. L’inoculum sporal est préparé a partir d’une

jeune culture, puis filtré a travers une double couche de mousseline stérile. Le filtrat récupéré
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est dilué avec de I’cau distillée stérile pour obtenir une concentration de 10° spore/ml. Le

comptage des spores a été réalisé a 1’aide d’une cellule de Malassez.
6.3. Le matériel végetal
Les graines utilisées dans notre expérimentation sont celles du soja et d’arachide.

> Le soja (Glycine max L. Merr) est une plante herbacée annuelle; dressée, elle ressemble
aux haricots, qui peut atteindre 2 m de haut selon les variétés et les conditions de culture.
C’est une légumineuse (Tab 14) dont les graines sont riches en protéines. Les feuilles sont
alternes, trifoliées selon les variétés. L’inflorescence est une fausse grappe qui se forme a
I’aisselle des feuilles, densément poilue. La fleur est petite de couleur blanche rose violette
ou bleuatre. Le fruit est une gousse verte déhiscente, grise ou brune a maturiteé,
généralement comprimé avec 2 a 3 graines (photo3) suivant les variétés. Le systeme

racinaire est pivotant avec de nombreuses nodosités.

Tableau 14 . Classification botanique du soja (NCBI Taxonomy Browser, 1988).

Reégne Viridiplantae < I Y a7
Division Tracheophyta

Super-classe Magnoliophyta

Classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Sous-famille Papilionoideae

Tribu Phaseoleae

Genre Glycine

Espéce Glycine max (L.) Merrill (1917)

Photo 3. Les graines de Soja

» L'arachide (Arachis hypogea L.) est une légumineuse (Tab 15), appartenant a la famille de
Fabacées, dont la culture est répandue en climat tropical ou subtropical et qui fournit une
matiere grasse utilisée en huilerie. L'arachide est une plante annuelle bien que certaines
formes soit vivaces. Les arachides sont de plantes autogames, de 30 a 70 cm de haut, érigées
ou rampantes, a croissance continue dont le fruit mdrit en terre. Sa forme peut étre sphérique,
elliptique ou plus ou moins allongée avec une partie souvent aplatie dans la zone de contact
avec la graine voisine, la couleur de tégument séminal est blanche, rose, rouge ou violacee
(Abdoul Habou, 2003) (photo4).
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Tableau 15 . Position systématique de I’ Arachide (Singh et Simpson, 1994)

Reégne Plantae r -
Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Fabales

Famille Fabaceaes

Tribu Aschnomeneae

Sous tribu  Stylosanthenae

Genre Arachis

Photo 4. Graines d’Arachide

Le choix du Soja et de 1’Arachide, utilisés comme plante modele dans cette étude, s’est
fait sur plusieurs critéres : (i) Les deux plantes sont des Iégumineuses ayant une association
symbiotique bénéfique. Leur fonctionnement a été et continue d’étre fortement étudié en
termes de physiologie mais également pour leur potentiel dans la rhizodégradation. Ces
Iégumineuses sont connues pour leur tolérance a différents stress biotiques et abiotiques
(tolérante aux sels, a la sécheresse et a quelques maladies). (ii) Elles ont une croissance rapide

avec une biomasse élevée, grace a la relation symbiotique.
6.4. L’expérimentation
6.4.1. Le support de culture

Deux types de culture ont été menés, selon I’objectif des investigations:
*  Substrat 1 (Subst 1) constitué de 100% terreau,
*  Substrat 2 (Subst 2) constitué d’un mélange terreau/sable (50/50)
Les deux substrats ont été pollués par le pétrole brute a 10 % (w\v), bien mélangés et

laisser sous serre pendant 15 jours.

6.4.2. Mise en germination

En premiere étape, le 20 Mars 2021, des graines saines sont selectionnées selon leur
taille, leur forme et leur couleur, elles, sont désinfectées avec 1’hypochlorite de sodium a 2%
pendant 3 minutes ensuite rincées a 1’eau distillée stérile trois fois pendant 5min. Apreés, elles
ont subi un choc thermique de 4°C pendant 24h, pour lever la dormance tégumentaire, puis
sont réparties en lots de 20 graines disposées dans des boites de pétri tapissées de deux
couches de papier filtre stérile pendant une semaine, a une température ambiante. L’essai de

germination a duré 3 jours.
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6.4.3. Inoculation et semi des platules

En seconde étape, les graines germées sont mises en culture dans des alvéoles contenant
seulement du terreau (photo 5). Apres 15 jours, au stade de 3 feuilles, les jeunes plantules
vont subir un stress hydrique de 2 jours, puis sont soigneusement déterrées des alvéoles.
Leurs racines sont bien rincées puis on coupe le bout des racines a 5 cm avec des ciseaux
stériles. 1ls sont ensuite plongés dans 10 ml d’inoculum pendant 30 minutes. Les plantes sont
inoculées par Aspergillus niger, Trichoderma ghanens et la population (consortium) fongique
(A. niger + T. ghanens).

Photo 5. Germination des graines d’arachide apres levée de la dormance

6.4.4. Mise en place de I’essai

La troisieme étape, consiste a mettre les plantes inoculées dans des pots (photo 6)
contenant chacun 1 kg de chaque substrat pollu¢ avec 10% de pétrole brut. L’éxpérience est
réalisée en 5 répétitions avec deux témoins : un témoin positif (substrat pollué et plante non
inoculée), et un témoin négatif (substrat non pollué et plante non inoculée) (Fig 57). La

culture a duré 45 jours.
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Figure 57. Protocole expérimental schématisé
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6.5. Parametres physiologiques
6.5.1. Le taux de germination

Sur le nombre de graines utilisées en test de germination (Nt), et le nombre de graine
germées (Ni), nous calculons le taux de germination (Tg) d’aprés (Zemani, 2009) selon la
relation suivante : Tg = Ni\Nt x 100

6.6. Les parameétres biométriques

6.6.1. La croissance en longueur

Afin de suivre la croissance de la plante durant la période de stress, la partie aérienne
et racinaire de la plante ont été mesurées a 1’aide d’une régle graduée. La partie aérienne a été
mesure & partir de la premicre semaine de plantation dans les pots jusqu’a la derni¢re semaine,

la partie racinaire a été mesuré le dernier jour de 1’essai aprés avoir dépoteé les plantes.
Différence de longueur aérienne = longueur finale - longueur initiale
6.6.2. Le nombre de feuilles
Les feuilles ont été comptées chaque semaine pour évaluer la croissance des plantes.
Différence de nombre de feuilles = nombre final — nombre initial
6.6.3. Croissance pondérale

La biomasse séche aérienne (BSA) et racinaire (BSR), exprimée en gramme a été
effectuée par pesée de la matiére séche aprés étuvage a 60° C de la matiére fraiche pendant
48h.

6.6.4. Rapport de la partie aérienne et racinaire

Le rapport en longueur: longueur de la racine/longueur de la tige (LR/LT) et celui en
biomasse : biomasse séche racinaire/biomasse séche aérienne (BSR/BSA) ont été déduits a

partir des valeurs moyennes des longueurs et des poids de la matiere seche.
6.7. Les paramétres biochimiques

6.7.1. Lachlorophylle

La mesure de la teneur en chlorophylle a été réalisée a 1’aide d’un SPAD-métre .Un
appareil portatif largement utilisé pour la mesure précise rapide et surtout non destructive

pour la plante, les valeurs ont été proportionnelles a la quantité de chlorophylle qui est
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présente dans les feuilles de notre plante. Le taux de chlorophylleest estimé par les valeurs du
SPAD.

6.7.2. Dosage de la proline

La proline est dosée selon la technique utilisée par Troll et Lindesly (1955), simplifiée
et mise au point par Dreier et Goring (1974) et modifiée par Monneveux et Nemmar (1986).

Ce paramétre est quantifié en pg/gMF.
6.7.3. Dosage des sucres solubles

L’extraction et le dosage des sucres solubles, dans les feuilles et les racines des plantes,

sont réaliseés selon la méthode de Dubois (1956).
6.8. Dosage des enzymes de I’activité anti-oxydante et des protéines

Les échantillons destinés aux dosages des activités enzymatiques sont préparés selon le
protocole décrit par Mukherjee et al. (2017) et Benhamdi et al. (2014) (In Meghnous, 2020).

6.8.1. Le dosage du malondialdéhyde (MDA)
Le MDA est dosé selon la méthode de Kosugi et Kujikawa (1985)
6.8.2. Le dosage des protéines
La technique de dosage adoptée est celle de Lowry (1951).
6.8.3. Le dosage de la Superoxyde dismutase (SOD)
La SOD est dosee par la méthode décrite par Marklund (1974).
6.8.4. Le dosage de la catalase
Ce dosage est réalisé selon Chance et al. (1955).
6.9. Analyses statistiques des données

Une analyse de la variance a trois facteurs avec un seuil de signification a= 0.05 a été
effectué, une fois ’ANOVA est significative une comparaison multiple des moyennes a été
réalisée (Duncan’s multiple range) pour évaluer I’effet des facteurs sur nos parametres. Ces
analyses ont été effectuées a I’aide du programme statistique Genstat release 11.1 software
(VSN International Ltd., Hemel Hempstead, UK).
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7. Reésultats

Rappel :

Substral  100% terreau Substrat 2 50% sable, 50% terreau

Témoin (+) Substrat pollué et plante non Témoin (-) Substrat non pollué et plante
inoculée non inoculée

Souche 1 Aspergillus niger CBS 101883 Souche 2  Trichoderma ghanense strain
(XM _025601974.1) 18ASMA011(MT671930.1)

POP Souche 1 + Souche 2

7.1. Parameétres physiologiques
7.1.1. Le taux de germination

Selon les résultats, le soja a un taux de germination de 80%, tandisque 1’arachide est de
100% (Fig 58). En présence du pétrole brut (10%), on remarque une diminution de ce taux

avec le Soja plus que I’arachide.

120

100 L1Non pollué

1 Pollué
80 —

60 — _—

40 +—— S -

Taux de germination (%)

20— . -

0

Soja Arachide Plantes

Figure 58.Taux de germination des plantes

7.2. Les paramétres biométriques
7.2.1. La croissance en langueur
7.2.1.1. Lalongueur aérienne des plantes

Selon la figure ci-dessous (Fig59), les longueurs moyennes aériennes des plantes
cultivées sur le substrat 1 sont plus importantes que ceux du substrat 2. Cependant, nos
témoins négatifs des deux plantes cultivées sur Subl ou Sub 2, sont presque similaires, par
contre, nos résultats des témoins positifs sont dissemblables. En ce qui conserne les plantes
testées, on remarque bien une diminution de ce parameétre, noté pour le Soja, d’une culture sur
Subl, les valeurs moyennes des longueurs aériennes de la population fongique (POP) ont

enregistré une légere diminution (valeur maximale de 7,5 cm) ; a I’opposition du Sub 2, ou la
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valeur notée est minimale de 1 cm. Cependant, 1’arachide de son coté a eu une valeur de 7,6
cm sur culture en Subl, similaire a celle du T-. La souche 2 inoculée a donné un résultat

presque similaire pour les deux substrats : 5,3 cm pour Subl et 5 cm pour le Sub2.

10
= = Subl
e 8 _ = Sub?2
[<5]
c
3 61
o
@
= 47 —
3
>
. | i
0 ([N
T- T+ S1 S2 POP| |T- T+ S1 392 POP|
Soja | | Arachide |

Plantes et traitements
Figure 59.Valeurs de la longueur aérienne des plantes

7.2.1.2. Lalongueur racinaire des plantes

Selon la figure ci-dessous (Fig 60), I’on remarque que le substratl a donné un meilleur
résultat. Selon la plante cultivée, les valeurs moyennes des longueurs racinaires enregistrés de
I’arachide le sont ainsi meilleurs que le Soja. En effet, par rapport au témoin négatif, une
diminution des résultats est notée avec le Sub 2, ou S1 a enregistré une minimale de 10,83 cm,
a opposé du Sub 1 qui a supporté une augmentation des longueurs racinaires du Soja. Pour
qui est de I’arachide, on remarque aussi une diminution des longueurs racinaires de cette
plante cultivee sur les deux substrats et inoculée avec POP (13,16 cm) et S2 (15,5 cm), ainsi
qu’une augmentation avec S1 sur Sub 2 (21,6 cm). Il parait que les valeurs moyennes de S1

sur arachide sont presque similaires sur les deux substrats (21,4 et 21,6 cm).
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Figure 60.Valeurs de la longueur racinaire des plantes

7.2.2. Le nombre de feuilles

Entre les deux témoins (pollué et non pollué), on observe une augmentation du nombre
de feuilles du Soja et de I’arachide cultivé sur Sub2. On remarque clairement une diminution
du nombre des feuilles des deux plantes utilisées (Fig 61) par rapport aux témoins. En effet, le
nombre moyen de feuilles comptées pour le Soja cultivée sur Subl, sont importantes a ceux
du Sub 2 avec une légére exception por le test avec S2. Par contre, le nombre moyen de
feuilles d’arachide diminue dans le sens S1, S2 et POP ; pour les deux substrats, ou on note un
nombre moyen du Subl respectivement de 7,6, 7,3 et 6,6 et du Sub2 un 4 recensé dans les

trois tests.

12 1 m Subl

10 4 Sub2

Nombre de feuilles

T- T+ S1 S2 POP T- T+ S1 S2 POP

Soja Arachide
Plantes et traitements

Figure 61.Nombre des feuilles des plantes
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7.2.3. Croissance pondérale

Les valeurs moyennes de la croissance pondérale de la biomasse séche aérienne (BSA)
sur la biomasse seche racinaire (BSR) (Fig 62), de la culture du Soja sur Sub 1 sont meilleurs
que ceux du Sub2 avec une exception pour la S2. En effet, I'utilisation de la POP a donné¢ les
valeurs les plus basses de 0,3 et 0,4 pour respectivement Subl et Sub2. En paralléle, les
valeurs enregistrées pour 1’arachide cultivé sur Subl sont ainsi meilleurs que Sub2, ou on
remarque que les valeurs moyennes de la croissance pondérale sont classées par ordre
croissant comme suit : S1, S2 et S3 (0.9, 1,1 et 1,3).

1,6 - B N = Subl
1,4 1 - Sub2

12 -
14 = B P ™
08 - I s s e R 5=
06+ §0E 0N N =n
bl FEEEL
L

LS S S N S S S

0 - -
T- T+ S1 S2 POP T+ S1 S2 POP

Soja | | Arachide |
Plantes et Traitrments
Figure 62.Les valeurs de la croissance pondérale des plantes

BSR/BSA

7.2.4. Rapport de la partie aérienne et racinaire

Les valeurs calculées du rapport en longueur (LR/LT) (Fig 63) par rapport aux témoins
négatifs, montrent une maximale enregistrée avec le Soja inoculée avec POP, cultivée sur
Sub2 de 10,66, et aussi ave I’arachide inoculé avec S1 et cultivé sur Sub2 de 12,96. Pour le

reste des plantes traitées, on enregistren une diminution.

14 -
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12 _ i‘g 5 Sub2
10 - it . by
< g 3
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Figure 63.Les valeurs du rapport en longueur (LR/LT)
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7.3. Les paramétres biochimiques
7.3.1. La Chlorophylle

Pour ce parametre et par rapport aux témoins positifs cultivés sur Subl et Sub 2 (10.7 et
14.9 U. SPAD), les valeurs moyennes recencées de chlorophylle totale pour le Soja cultivés
sur Sub 2 sont meilleures et la valeur moyenne maximale est notée avec POP de 18.96
U.SPAD (Fig 64). Une exception pour S1 ou les valeurs moyennes de chlorophylle totale de
la plante cultivée sur Subl et Sub2 sont presque proches (14.13 et 13.66 U.SPAD. En ce qui
conserne I’arachide, les valeurs moyennes de la chlorophylle totale cultivé sur Sub 2 sont
meilleures. C’est ainsi que les valeurs des tests avec S1 et S2 sont presque proche ; ils sont
respectivement pour le Sub 1 de 16 et 15.76 U.SPAD et pour le Sub2 de 10.3 et 10.2 U.
SPAD.

N
o
1
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m Sub?2

= =
© N o
1 L 1

Chlorophylle (Unité SPAD)
D

T- T+ S1 S2 POP T- T+ S1 S2 POP

Soja | | Arachide
Plantes et traitements

Figure 64.Valeurs des teneurs moyennes en chlorophylle des plantes

7.3.2. Laproline

Les valeurs enregistrées de la prolines dans les racines et les feuilles du Soja (Fig 65),
montrent par rapport au témoin positif (T+) et négatif (T-) du traitement sous substrat 1, une
augmentation dans les feuilles et les racines marquée avec S1 de respectivement 5,34 et 5,76
pg/mg de MF). On remarque aussi une diminution de la proline racinaire du Soja inoculée par
la population fongique. Elle est de 2,71 pug/mg de MF. En général, sous des conditions de
présence de pétrole brut, on note des valeurs de la proline foliaires suppérieurs que ceux
racinaires. En ce qui conserne 1’'usage du substrat 2, une augmentation importante est decelée
dans les trois tests (S1, S2 et POP), qui est plus marquée dans les racines que les feuilles du

Soja en présence de S1. Les valeurs enregistrées sont respectivement pour les racines et les
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feuilles de 7,97 et 6,01 pg/mg de MF. On note aussi une faible diminution de la valeur de la
proline racinaire du Soja inoculée par S2.

Dans le cas de I’utilisation de I’arachide, les valeurs enregistrées de la prolines (Fig 64),
montrent une augmentation considérable notée pour les plantes inoculées par la population
fongique (POP) et cultivées sur le substrat 1, par rapport aux témoins. Ces valeurs sont
respectivement pour les racines et les feuilles de 5,11 et 4,55 pg/mg de MF. Les résultats de la
proline racinaire et foliaire de 1’arachide cultivée sur substrat 2, sont différents de ceux du
substratl. On remarque une augmentation importante de la proline foliaire des plantes
inoculées par S1 (valeur moyenne maximale de 6,28 pg/mg de MF), suivie par les valeurs
moyennes de la proline racinaire et foliaire des plantes inoculées par S2 (5,57 et 5,43 pg/mg
de MF respectivement). En ce qui conserne le témoin négatif, la proline racinaire dépasse de
loin celle foliaire, elle est respectivement de 4,04 et 2,84 pg/mg de MF. Tandisque le témoin
posotif est, au contraire, d’une proline foliaire de 3,30 ng/mg de MF, dépassant faiblement

celle racinaire de 3,05 pg/mg de MF.
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Figure 65.Valeurs de la proline des plantes

7.3.3. Dosage des sucres solubles

Les valeurs moyennes enregistrées de sucres solubles du Soja (Fig 66), sont supérieurs
par rapport a ceux du témoin (+) qui a enregistré respectivement les valeurs de 28 et 32,28
png/mg de MF de proline racinaire et foliaire. Il est a noter que les valeurs moyennes de
prolines foliaires sont plus marquées par rapport aux racinaires. Elles peuvent etre classées en
valeurs descendantes selon que les plantes soient inoculées avec POP, S2 et enfin S1 ; pour

donner en chiffre les valeurs de 71,06, 52,08 et 33,71 pug/mg de MF. Dans le cas des valeurs
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moyennes de prolines racinaire, une diminution est percue en présence de la POP (26,16
pg/mg de MF) apres une augmentation en S1 et S2 (29,63 et 33,30 pug/mg de MF).

Dans le cas de I'utilisation de 1’arachide, les valeurs moyennes de sucres solubles sont
importantes dans les racines que les feuilles du témoin négatif, mais qui d’un degré moindre
que le témoin positif du substratl (Fig 65). Chez les plantes inoculées, les valeurs moyennes
de sucres solubles foliaires sont plus importantes que ceux racinaires. On peut les classer en
ordre ascendant comme suit : S1 (20,65 pg/mg de MF), suivi de POP (30,44 ug/mg de MF) et
enfin S2 (39,63 pg/mg de MF). Ceux du substrat 2, montrent des valeurs moyennes
ascendante entre S1 et S2 avec une maximale notée chez 1’arachide inoculée par S2 de 48

pg/mg de MF.
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Figure 66.Valeurs des sucres solubles des plantes

7.4. Dosage des enzymes de I’activité anti-oxydante et des protéines
7.4.1. Le dosage du malonedialdéhyde (MDA)

Pour rappel, le malondialdéhyde (MDA) est un bio-marqueur couramment utilisée dans
I'évaluation du stress oxydatif. Ce paramétre varie entre plantes et entre substrats (Fig 67).
Chez le Soja, on remarque par rapport au témoin une accumulation foliaire du MDA des
plantes inoculée de S1 (17.4 pMol/g tissu frais) et POP (28.6 uMol/g tissu frais) sur Subl.
Une exception de MDA racinaire important de S2. Pour la culture du Soja sur Sub 2, on
remarque une accumulation du MDA foliaire tres importante pour S1 et S2, et de degré
moindre pour POP. Chez I’arachide cultivé sur Sub 1, on remarque une accumulation
racinaire du MDA avec S1 (50.02 uMol/g tissu frais) ; a I’opposé de S2 et POP ou le MDA

racinaire est le plus important. Pour le Sub 2, I’accumulation est racinaire dans les trois tests.
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Figure 67.Evolution de la teneur en MDA du Soja et de ’arachide

7.4.2.

Le dosage des protéines solubles totales

Les quantités totales moyennes de protéines solubles dans les racines et les feuilles des

deux plantes sont illustrées dans la figure 68. Les valeurs moyennes de ce paramétre semblent

élevées dans les racines du Soja cultivée sur les deux substrats, avec une exception pour POP

sur Sublou on a noté 766 pg/g MF de protéines racinaires contre 630 pug/g MF de protéines

foliaires. Sur Sub 2, la valeur moyenne de proteines foliaires maximale est enregistrée avec

S2 (830 ng/g MF) et la minimale de 423 pg/g MF avec S1. L’arachide a son tour a donné des

valeurs de proteines totaux foliaires supérieurs a ceux racinaires. On remarque une existence

importante de ce parametre avec les tests sur Sub 1 que le Sub 2, ou on note une valeur

moyenne maximale S1 (901 pg/g MF) sur Sub1l.
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Figure 68.Quantité de protéines solubles dans les plantes
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7.4.3. Le dosage de la Superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une enzyme « clé » dans la protection antioxydative des plantes. Ce
parameétre varie entre les plantes et les substrats de culture (Fig 69). Nos résultats révélent
d’une part, un accroissement du SOD foliaire du Soja cultivée sur Subl et inoculée de S2
(14,07 U/ml), ainsi que sur Sub2 et inoculée de S1 (15,46 U/ml). Pour les autres tests, on
remarque une accumulation racinaire pour les deux substrats. Pour 1’arachide, 1’expression de
ce parametre se fait par une accumulation racinaire sur les deux substrats sauf pour S1 dans
Sub2.

18
16 M Racines
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12
10 -

® Feuilles

Activité SOD (U/ml)

o N b OO
1

Substrat 1 | Substrat 2 | Substrat 1 | Substrat 2 |

Soja | ] Arachide |
Plantes et traitements

Figure 69.Variation de I'activité SOD des plantes

7.4.4. Le dosage de la catalase

Le Soja cultivé sur Subl, a enregistré de trés faibles valeurs de catalase (Cat) chez les
témoins suivis d’une diminution de ce paramétre chez les tests (Fig 70). Par contre, le Sub2 a
montré une diminution de la Cat racinaire et une augmentation de la Cat foliaire pour S1 et S2
(0,028 et 0,029U). En ce qui conserne I’arachide cultivé sur Subl, on constate une
augmenetation foliaire. A son opposé, la culture sur Sub2, a donné une augmentation

racinaire.

KOUT S. 168



Chapitre .5. Rehabilitation de bourbiers pétroliers :
2. Essai de phytoremediation

0,07 ~
0,06 -
0,05 -
0,04
0,03 -
0,02 -
0,01 15

® Racines

® Feuilles

Catalase (U)

Likk
XY

—

+ I N O
0 »n Qo

o

o
Sub 1 | Sub?2 | Sub 1 | Sub 2 |
Soja | Arachide |
Plantes et traitements
Figure 70.Variation de I'activité de la catalase des plantes

8. Discussion

La phytoremediation compte parmi les méthodes innovantes de dépollution. Elle permet
le traitement d'une grande diversité de polluants y compris le pétrole brut et ses dérives. Il est
a signaler qu’on a cultivé nos plantes sur deux types de substrats : 1’un constitué seulement
d’humus et ’autre est un mélange (humus-sable ; 50/50). Le terreau (humus) utilisé est connu
pour étre trés riche en matiére organique. Il doit avoir une bonne porosité en air et en eau,
permettant a la fois I’ancrage des racines et un bon drainage. Cependant, un mélange de
terreau et sable permet d’ailleurs une amélioration du drainage. Généralement, les
hydrocarbures déversés dans un sol vont migrer a travers le milieu poreux perméable,
interagir avec la matrice et s’y adsorber (Humel et al., 2017), ce qui rend leur remédiation
difficile (Rajabi et Sharifipour, 2019). lls diffuseront non seulement horizontalement avec le
temps, mais migreront également vers le bas par gravité, obstruant ainsi les pores du sol.
Cependant, la contamination du sol par le pétrole entraine une diminution de sa capacité de
rétention d'eau et de son aération, ainsi qu'une modification d'un certain nombre de propriétés
chimiques, ainsi que de la disponibilité des nutriments minéraux et de l'activité enzymatique
(Bungau et al., 2021).

Dans une premicre optique, I'utilisation des deux substrats visait a donner des €éléments
de reperes dans le processus de dépollution des sols. C’est ainsi que la matiere organique du
sol est le principal facteur qui influence le devenir des hydrocarbures dans le sol (Bielinska et
al., 2018), sa quantité et sa composition affectent potentiellement la rétention de ces

contaminants dans les sols. Plus le pourcentage de matiere organique est élevé, plus
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I’élimination des polluants est importante. Les substances humiques ont une capacité de
sorption considérablement élevée en raison de leur quantité importante de pores flexibles,
facilitant la rétention des contaminants organiques dans les sols. Cependant, ils influencent la
mobilité de la matiére organique, les interactions avec les surfaces argileuses et I'agrégation
des particules du sol (Kluc¢dkova, 2018), ainsi qu’une activité biologique plus élevée (Lasota
et Btonska, 2018). La présence de plus forte teneur en sable, conduis a une infiltration d'eau
et d'hydrocarbures rapide, une faible rétention d'eau et hydrocarbures, ainsi qu’une trés faible
capacité de stockage des nutriments, ce qui entraine un rapport C/N élevé (Oyem et
Lawrence, 2013). Les microorganismes de leur coté, améliorent la fertilité du sol, I'absorption
des nutriments et la décomposition des résidus végétaux, en augmentant la teneur en matiere
organique et en favorisant la disponibilité des nutriments.

Dans une seconde optique, les parameétres qui interprétent la phytotoxicité du pétrole brut
sur les plantes expérimentées sont d’ordre biométriques, physiologiques, biochimiques et
enzymatiques. Habituellement, par une contamination du pétrole brut, on assiste a des
modifications de : (1) la composition et les parameétres physico chimiques de ce dernier des
son entrée en contact avec le sol, (2) des propriétés mécaniques, physico chimiques et
structurelles du sol contaminé, (3) de la structure et diversité microbienne du sol et (4) le
couvert végétal. Dans cette partie de notre étude, on a opté pour la culture du Soja et de
I’arachide sur deux substrats différents, contaminés par 10% de pétrole brut. Les HAP sont
considérés comme des facteurs de stress abiotique qui induisent un stress oxydatif par
génération excessive d’especes réactives de I’oxygene (ROS) (Demidchik, 2015). De plus, le
stress oxydatif peut entrainer des dommages cellulaires et la mort (Kordrostami et al., 2019).
La technique de phytoremédiation appliquée est supportée par une bio augmentation de deux
souches fongiques autochtones, isolées de bourbier pétrolier (supposées tolérantes aux
hydrocarbures), ainsi qu’une population mixte des deux souches ensembles. Notre hypothése
de travail repose sur la qualité des performances de chaque souche et population vis-a-vis des
plantes cultivées sur substrat contaminé par le pétrole brut, ainsi que le potentiel bénéfique de
la matiére organique dans le sol. On accorde une attention particuliere a la famille des
Fabacées, afin d’identifier son importance par rapport a la phytoremédiation des sols
contaminés aux hydrocarbures. Compte tenu de leur aptitude a fixer 1’azote atmosphérique,
les légumineuses sont connues par leur formation de nodules, contrdlées par 1’association
symbiotique. La littérature scientifique a rapporté que les plantes appartenant aux familles des
Fabaceae effectuent une meilleure phytoremédiation des sols contaminés par les

hydrocarbures (Hussain et al., 2018). L'association symbiotique influence les activités de
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phytoremédiation (Arshad et al., 2020). Les effets toxiques des hydrocarbures dépendent
d’une part de leurs propriétés physicochimiques et de la tolérance de la plante et d’autre part
de la capacité des populations microbiennes a dégrader ces hydrocarbures et de la capacité
d’une plante a stimuler les microorganismes du sol a dégrader les contaminants. Selon la
littérature scientifique, les Fabaceae ont montré une meilleure capacité de germination dans
un sol contaminé par les hydrocarbures par rapport a d'autres plantes, telles que les
Brassicaceae, les Poaceae et les Asteraceae (Potashev et al., 2014). En fait, la germination des
graines a souvent été utilisée comme test d’indice physiologique pour examiner les effets
toxiques d’un certain contaminant sur les plantes. La germination mobilise les réserves de
I’endosperme d’une graine. Il est connu que le processus de germination des graines dans un
sol contaminé par le pétrole differe considérablement selon les espéces végétales (Han et al.,
2016). Nos résultats présentent un taux de germination qui regresse en présence du pétrole
brut pour les deux plantes, ce qui est en accord avec la littérature (Hussaine et al., 2019). 1l est
a noter que dans des conditions de pollution par les hydrocarbures, le taux de germination
n’est pas trop affecté du fait que, lors de la germination, les graines utilisent les nutriments de
réserve qu'elles contiennent, cependant, le pétrole brut peut affecter la croissance en la
diminuant ou en l'augmentant (Davin et al., 2020). Des symptomes visuels de réduction de
croissance, de chlorose et de lésions nécrotiques ont été observés chez les espéces végétales,
ce qui a éeté signalé par Molina et Segura (2021). Les hydrocarbures peuvent affecter la
croissance et le développement d’un végétal par blocage de I'aération du sol et colmatage des
infiltrations d'eau (Hou et al., 2021). Ils peuvent avoir un effet sur la germination et sur la
croissance vegeétative qui, a son tour, a un impact négatif sur le rendement de la matiere seche.
Les effets des hydrocarbures sur les végétaux sont tres divers selon la famille du végétale, la
concentration de I’hydrocarbure et le type de substrat. Concernant les parametres
biométriques, nos résultats montrent tantét une diminution et tant6t une augmentation de la
longueur aérienne ou racinaire ou méme totale foliaire (biomasse) en présence du pétrole brut.
En effet, la diminution signalée reflete d’un coté, I’effet phytotoxique du pétrole brut sur les
plantes. Effet qui a été signalé par Peretiemo-Clarke et Achuba (2007) avec 1’arachide en
présence du pétrole brut, Achuba (2018) avec des semis de niébé et de mais et Mortet (2019)
sur le Soja en présence de divers dérivés du pétrole. D’un autre coté et pour s’adapter au
stress, la plante peut éviter les dommages par la réduction de la croissance aérienne et
élongation des racines (Yadav et al., 2020) ; (Hasanuzzaman et al., 2019). C’est I’effet le plus
commun des stress abiotiques sur la physiologie des plantes. En effet, le retard de

développement permet a la plante d’accumuler de I’énergie et des ressources pour combattre
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le stress. La diminution du nombre de feuilles des deux plantes est en concordance avec les
résultats obtenus antérieurement de Mortet (2019) sur I’effet des hydrocarbures sur le Soja.
De méme, les valeurs moyennes de la croissance pondérale de la biomasse séche aérienne
(BSA) sur la biomasse séche racinaire (BSR) ont diminué, cela pourrait étre di aux
hydrocarbures qui réduisent I'absorption de nutriments et d'eau par des changements dans la
permeabilité des membranes cellulaires (Khan et al., 2017) .Par contre I’augmentation, traduit
I’effet de la bio-augmentation, que peut refléter 1’action de la souche individuelle ou en
population. Les micro-organismes de la rhizosphére, qui sont en contact étroit avec les racines
des plantes, peuvent participer directement a la régulation de la croissance des plantes et du
métabolisme secondaire en libérant des hormones, en inhibant les agents pathogenes et en
facilitant 1'absorption des nutriments (Alawiye et Babalola, 2021). L’introduction des
champignons filamenteux a partiellement compensé 1’effet néfaste du polluant. Il a été prouvé
que l'application simultanée des champignon (Aspergillus niger) et du sorgho peut étre des
candidats appropriés pour remedier au pétrole et augmenter la tolérance du sorgho au stress
pétrolier (Koohkan et al., 2023).

A propos des paramétres biochimiques, il a été démontré que les hydrocarbures ont un
effet inhibiteur sur la photosynthése (Mostafa et al., 2021) et sur la teneur en chlorophylle, en
particulier (Kreslavski et al., 2017). Dans notre étude, on remarque bien une remarquable
diminution des valeurs de la chlorophylle, ce qui est appuyé par Hussain et al. (2019). Il est
méme proposé que la diminution de la quantité de chlorophylle soit un indicateur de pollution
environnementale (Al-Hawas et al., 2012). La présence de proline aide a maintenir les
structures cellulaires, a synchroniser les processus métaboliques cellulaires, a détruire les

radicaux libres et a activer les systémes liés au stress (Molina et Segura, 2021).

Les plantes utilisent une augmentation de la synthése de proline comme mécanismes
d'adaptation aux environnements stressants (Ghaleh et al., 2020). Les données sur I'évolution
du niveau de la proline dans les plantes a différentes concentrations d’hydrocarbures dans le
sol sont assez contradictoires et sont déterminées a la fois par le type de polluant et par le type
(et méme la varieté) des plantes (Skrypnik et al., 2021). Par exemple, il a été démontré que la
présence de carburant diesel et d’essence dans le sol augmente 1’accumulation de cet acide
aminé dans les plants de blé, tandis que la pollution par les produits pétroliers provoque sa
diminution dans les feuilles des plants de haricots (Rusin et al., 2020). Dans la présente étude,
la présence du pétrole brut a entrainé une forte augmentation de sa teneur dans les feuilles du

Soja inoculée par Slet cultivée sur Subl par rapport au témoin et inoculée par POP sur Sub?2.
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L’accumulation de la proline serait reliée directement a I’application du stress hydrique
(Cechin et al., 2006) ; ce qui refléte 1’effet du pétrole brut sur les particules du sol. Nos
résultats indiquent aussi une diminution de la quantité de proline, qui renvoie a la réduction

du niveau de stress abiotique par la souche S1 inoculées sur les deux substrats.

Les sucres jouent un rdle prédominant dans la vie d’une plante, ils sont produits pendant
la photosynthése, transportés vers les tissus, convertis en composés de réserve qui sont
éventuellement dégradés en carbohydrates. L’accumulation des sucres solubles est un moyen
adopté par les plantes en cas de stress, afin de résister aux contraintes du milieu. La littérature
met en évidence une accumulation en sucres solubles chez différents types de plantes
soumises a différents stress. L’accumulation des sucres solubles dans nos résultats est vérifiée
par les travaux d’Ashraf et al. (2023), Sami et al. (2016) et Mortet (2019). Un niveau de sucre
élevé dans des conditions de stress aide a maintenir les roles physiologiques tels que la
photosynthese, la mobilisation des nutriments et les exportations, tandis qu'un niveau de sucre
inférieur stimule le stockage des glucides et la sénescence (Sami et al., 2016). Des troubles
métaboliques chez les plantes ont été attribués au stress oxydatif induit par le pétrole brut
(Achuba et Oshiokpu, 2019). Dans ce cas, les cultures végétales soumises a un stress
d’hydrocarbure se sont révélées tres efficaces pour moduler les activités de CAT, SOD et
MDA. Han et al. (2016) ont rapporté que le pétrole brut peut entraver I'absorption d'eau et de
nutriments pour les plantes, ce qui provoque des Iésions membranaires dues a I'accumulation
d'espéces réactives de I'oxygene (ROS). En effet, le malondialdehyde (MDA) en est un de ces
biomarqueurs. L’induction du MDA notée chez les plantes, témoigne d’un stress au niveau
cellulaire résultant probablement de la contamination par le pétrole brut. Notre étude actuelle
a revélé que la pollution du sol par le pétrole a entrainé une augmentation de la teneur en
MDA des deux plantes. Les résultats obtenus sont cohérents avec les données publiées
précédemment de I'effet de la pollution pétroliere sur la production active d'especes réactives
de l'oxygeéne : Skrypnik et al. (2021), Adeyemi, (2020) et Tarik et al. (2021). La Superoxyde
dismutase (SOD), un autre biomarqueur de stress, expérimenté dans notre étude, a révélé une
augmentation foliaire et racinaire. La résistance des plantes aux radicaux libres est associée a
une augmentation des activités des enzymes antioxydantes apres exposition a des polluants
(Maslennikov et al., 2018). Des revues de littérature récemment publiées ont souligné
I’accumulation de la SOD sous effets du stress oxydatif induit par le pétrole brut. Il s’agit des
travaux de Skrypnik et al. (2021), Tarik et al. (2021). La présente étude a révélé une

augmentation de l'activité de la SOD, ce qui indique que les mécanismes de défense
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antioxydants étaient activés dans la plante. Les protéines, de leur c6té, sous conditions
de stress environnemental, s’accumulent chez les plantes. C’est le cas de nos résultats en
présence du pétrole brut ; ou I’accumulation foliaire des protéines est largement supérieure a
celle des racines. Le constat est en désaccord avec les résultats de Mortet (2019), qui a testé
I’effet du gasoil sur le Soja. Dans ces résultats, 1’accumulation des protéines est racinaire.
L'interaction avec les plantes en activant diverses enzymes antioxydantes, c'est-a-dire
I'activité de la catalase, a montré que les plantes présentaient une certaine accumulation. Ces
antioxydants atténuent les effets négatifs du stress oxydatif chez les plantes (Shah et al.,
2020). Nos résultats sur la proline sont en accord avec ceux de (Panwar et Mathur, 2019),
(Chakravarty et Deka, 2021) qui suggérent qu’une augmentation des concentrations des
hydrocarbures est accompagnée d’une augmentation de la proline. Dans certains cas, une
diminution de l'activité de la catalase peut étre une réponse adaptative de la plante pour
réguler le stress oxydatif. Lorsque les niveaux de stress oxydatif sont éleveés, les plantes
peuvent réduire l'activité de la catalase afin de favoriser d'autres mécanismes de défense
antioxydants plus efficaces. Cela peut inclure l'activation d'autres enzymes antioxydants ou
I'accumulation de composés antioxydants non enzymatiques (par exemple la vitamine E)
(Atkinson et al., 2008).

D’aprés 1’étude statistique faite sur les paramétres de 1’activité anti-oxydante on peut
dire que le substrat, le type de plante et les espéces fongiques peuvent avoir un effet sur la

teneur des enzymes antioxydants. En effet :

1. L'effet du substrat sur l'activité anti-oxydante peut étre influencé par la présence de
matiéres organiques (qui peuvent fournir des nutriments essentiels aux plantes, tels que
I'azote, le phosphore, le potassium) et les micronutriments. Ces nutriments sont nécessaires
pour la synthese des enzymes antioxydants, la composition minérale (Par exemple, des
minéraux tels que le cuivre, le zinc et le manganese peuvent agir comme cofacteurs
nécessaires pour l'activité de la SOD), les micro-organismes du sol (stimuler le métabolisme
antioxydant des plantes) et le pH du sol (certaines études ont montré que des variations du pH
du sol peuvent altérer l'activité des enzymes antioxydants (Canali et al., 2014 ; Boubali,
2017). L'effet du substrat mélangé de sable et de terreux sur l'activité anti-oxydante dépendra
de plusieurs facteurs tels que la rétention d'eau et de nutriments (le sable a une capacité de
rétention d'eau plus faible, ce qui peut entrainer une disponibilité réduite d'eau pour les
plantes). Une disponibilité adéquate en eau est essentielle pour le bon fonctionnement des

enzymes antioxydants, la composition minérale et I'interaction avec les racines (le mélange de
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sable et de terreaux peut influencer la disponibilité des minéraux essentiels nécessaires au
fonctionnement des enzymes antioxydants, et il peut aussi affecter la disponibilité des
nutriments et I'aération des racines). Une structure du sol favorable et une bonne aération des
racines sont importantes pour le fonctionnement optimal des enzymes antioxydants. 1l est
important de trouver un équilibre approprié entre ces facteurs pour favoriser un

fonctionnement optimal de I'activité de la SOD (Boubali, 2017).

2. L’effet de la plante sur I’activité anti-oxydante : débute par le fait qu’une graine est riche
en différents composés biochimigques, notamment des antioxydants (la SOD, la catalase et le
MDA), qui jouent un réle clé dans la protection des graines contre les dommages oxydatifs,
résultant de I'accumulation des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) pendant leur
développement. Plusieurs études ont été menées pour évaluer l'activité anti-oxydante des
graines et son lien avec la germination et la croissance des plantes. Par exemple, une étude
publiée par Yang et al. (2018) a examiné l'activité anti-oxydante des graines de soja pendant
la germination et a constaté une augmentation significative de I'activité de la SOD et de la
catalase au fur et a mesure que la germination progressait. Cette augmentation de l'activité
anti-oxydante a été associée a la neutralisation des ROS et a la protection des cellules

végeétales contre les dommages oxydatifs.
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Conclusion

Dans I’ensemble, cette ¢tude contribue a comprendre les différences de potentiel de
remédiation des plantes soumises & une pollution hydrocarbonée, ainsi que la complexité du
systeme impliqué. Dans ce contexte et a partir de différentes analyses (biométriques,
physiologiques, biochimiques et enzymatiques) nous avons distingué qu’en présence du
pétrole brut, 1’arachide cultivée sur le substratl, s’est montrée plus résistant que le Soja.
Cependant, le choix du substrat est une étape importante qui régie le processus de
phytoremédiation du fait qu’il est responsable d’une grande partie sur la rétention d'eau, la
disponibilité des minéraux essentiels, des nutriments de la plante, I'aération des racines ainsi
que la stimulation des microorganismes du sol. La phytoremediation couplée a une
bioaugmentation par les deux souches fongiques, adaptées aux hydrocarbures, qu’ils soient
individuelles ou en population, s’est avéré indifférente, des fois meme le travail de la

population fongique est réduit.
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Conclusion générale

Les bourbiers pétroliers et la pollution qu’ils générent constituent un risque majeur sur
I'environnement. Notre travail de these tient compte des hypotheses de compréhension des
différents objectifs tracés. Dans un premier volet, la caractérisation physicochimique (pH,
température, conductivité électrique, densité, salinité, azote, ...etc) des bourbiers pétroliers
du complexe GEA (Agreb, Gassi et Zotti) situé dans la région de Hassi Messaoud (Sahara
algérien) présente une dominance de la fraction sableuse, un pH fortement alcalin et un profil
affecté par la présence des hydrocarbures, vu les fortes valeurs de conductivité électrique,
azote Kjeldahl, densité et cations échangeables (Na*, K*, Mg®*, Ca?"). La distribution spatiale
des hydrocarbures expérimentés est hétérogeéne, témoignant d’une pollution hydrocarbonnée
grave, vu la présence notée des BTEX.

Dans le secon volet, une «mycotheque» de la flore fongique autochtone
hydrocarbonoclaste peuplant les bourbiers pétroliers du complexe Gassi EI Agreb (GEA), a
été dressée. Généralement, I’inventaire s’ajoute a la collection des souches fongiques
hydrocarbonoclastes terrestres.

Ces deux volets abordes, facilitent le choix des méthodes de décontamination a utiliser
pour les bourbiers pétroliers. Le premier procéde utilisé est la mycoremediation, par lequel
cing souches fongiques autochtones ont toléré le pétrole brut et le gasoil, sous des conditions
de cultures en batch de pH et de température d’incubation. Il s’agit d’Aspergillus niger CBS
101883 (XM _025601974.1), A. tubingensis (AtWU_00159), A. flavus isolate S7L6A
(ON171640.1), Trichoderma parareesei FW-04 (OL743181.1) et T. ghanense strain
18ASMA011(MT671930.1). Ces souches fongiques ont aussi dégradé cing hydrocarbures
contenus dans le pétrole brut, c’est le cas de I’anthracéne, le fluoranthéne, le pyrene, le
benzo[b]fluoranthéne et le benzo[a]pyréne. Une attention particuliére aux deux souches
fongiques hydrocarbonoclastes Trichoderma ghanense strain 18ASMA011(MT671930.1) qui
a réussi a degrader a 100% le benzo[b]fluoranthéne et le benzo[a]pyréne et 1’ Aspergillus niger
CBS 101883 (XM_025601974.1) qui a anéanti le benzo[a]pyrene.

Par le second procedé choisi, la phytoremediation des sols contaminés par le pétrole
brut (10%), est expérimentée en utilisant deux légumineuses (Soja et arachide) et
bioaugmentée par deux souches fongiques, ainsi que la population mixte. Le paradigme de la

complexité du systeme impliqué lors du processus de phytoremediation tire son origine des
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relations entre le substrat, la plante, le polluant, les souches individuelles et la popoulation
fongique. De se faite, I'implantation de la réhabilitation des sols contaminés par les

hydrocarbures nécessite une coopération interdisciplinaire.
Perspectives

En perspectives, il serait souhaitable de compléter cette étude par une approche plus
approfondi et complémentaire.
«+ Sur le plan technique et aménagement des sites, on opte pour la mise en place de:
* Endroit sécuritaire ou lieu sOr pour aménager le bourbier, selon une étude
approfondie ;
* Stations d’épuration pour contrdler les différents types de rejets ;
* Personnel qualifié, maitrisant les données environnementales ;
¢ Le coté scientifique suscite un interet iminent pour améliorer les méthodes et conditions
des biotests, voire en proposer d’autres. Il serait intéressant de proposer:
* Une ¢étude de I’historique de la pollution pétroliere du site et en dresser un profil
numérique ;
* Une selection de souches prometteuses, identifier les enzymes impliqués ainsi que
d’identifier les métabolites de dégradation et évaluer leur degré de toxicité ;
* Optimiser les conditions de cultures pour connaitre les conditions environnementales
qui régissent la biodégradation ;
*  Utiliser des biomarqueurs de la pollution par le pétrole ou de ses dérivés, pour une
éventuelle biosurveillance.
* Faire appel aux techniques de pointes pour mieux comprendre les relations entre

divers agents actifs.
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