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Résumé 

 

Les fluides de forage à base d’huile présentent un intérêt pratique et économique dans le forage 

pétrolier, mais aussi sont considérés une sérieuse source de pollution des sols et des aquifères de leur 

composition en hydrocarbures. La bioremédiation est un processus de dépollution biologique de ces 

sites dépend de la biodégradabilité intrinsèque du polluant par des bactéries hydrocarbonoclastes 

autochtones.  

A ce titre, les objectifs de notre travail sont: isolement des souches bactériennes à partir des bourbiers à 

base d’huile dans une zone de forage pétrolière dans la région de Ghardaïa, leur identifier 

biochimiquement, puis étudier les conditions de croissance (pH, température et concentration initial de 

gasoil) des bactéries sélectionnées. 

Au cours de ce travail, nous avons isolé vingt isolats à partir des échantillons de sols contaminés, dont 

nous avons choisi morphologiquement treize d’entre eux. Parmi ces derniers  huit montre une activité 

hydrocarbonoclaste. L’identification biochimique de ces isolats montre leur rapprochement aux genres 

suivants : Bacillus, Staphylococcus, Pseudomonas, Acinetobacter et Brevibacterium. Les huit isolats 

ont été testés pour leur production des biosurfactants, ainsi nous avons sélectionnés deux qui se sont 

avérés les meilleurs. Il s’agit de N18 (E24 42,28%) et N20 (E24 14,28). Les deux souches ont été 

étudiées pour l’optimisation des conditions de croissance à savoir: l’influence du pH, de la température 

et la tolérance au gasoil. La croissance bactérienne est suivie par mesure de la densité optique, les 

résultats obtenus montrent que les deux souches possèdent un optimum de croissance au bout de 12 

heures d’incubation.  Les pH optimaux de croissance pour les deux souches N18 et N20 sont 12 et 10 

respectivement. La meilleure température de croissance pour les deux souches est 30°C. La souche 

N18 a montré une grande tolérance au gasoil et sa croissance est meilleure à 20%. Tandis que la 

souche N20 sa croissance meilleure est à 10% de gasoil. 

 

Mots clés : Bioremédiation, Gasoil, Bactéries autochtones, Sols contaminés. 



للدیزل من طرف بكتیریا أصلیة معزولة من أتربة ملوثةقدرة التحلیل  البیولوجي   

 

  :ملخص 

 مصدرا خطیرا لتلوث التربة كذلك في التنقیب عن النفط، لكنھا تعتبر كبیرة  قتصادیةا عملیة وأھمیة  ذات الزیتیةسوائل الحفر تعتبر 

للمواقع بیولوجیة بآلیة  إزالة التلوثعملیة  يالبیولوجیة ھبالوسائط المعالجة إن . من ھیدروكربوناتھذا لما تحتویھ   والمیاه الجوفیة 

 .ھیدروكربوناتبالبكتیریا الأصلیة في التربة والھاضمة لل  على تحلل الملوثات أساسا  تعتمد الملوثة و

في منطقة غردایة،   ةینفط بجوار آبار الزیتیةسوائل الحفر مستنقعات لالات بكتیریة من عزل سنھدف من خلال عملنا ھذا الى 

درجة الحموضة، ودرجة الحرارة والتركیز الأولي من زیت ( ھانمول المثلى ظروفالكیمیائیا، ثم دراسة بیو مورفولوجیا و صنیفھاوت

  .)الدیزل

ثلاثة  على أساس خصائص مورفولوجیةمن التربة الملوثة، اخترنا  من عیناتون سلالة بكتیریة زل عشرتمكنا من عھذا العمل، خلال 

لأجناس من ا ھابظھر قرأه العزلات ھذل بیوكیمیائيال صنیفتال .ھیدروكربوناتال تحلیل نشاط فقط أظھرت منھا ثمانیة. اعشر منھ

  ..Bacillus, Staphylococcus, Pseudomonas, Acinetobacter et Brevibacterium: التالیة

 و  N18  (E24 42.28٪)و ھما   منتجةالعزلات ال أفضل منھا اخترنا  حیث ثمانیة، الھذه العزلات ل سیرفاكتوناتبیوالإنتاج تم اختبار  

(E24 14.28). N20.   ةالكمیة الابتدائی درجة الحموضة ودرجة الحرارة وبتغییر ن السلالتین ھتیلنمو المثلى ظروف التمت دراسة 

ساعة من  12مثل بعد أنمو ا مسلالتین لھالأظھرت النتائج أن  حیث ،وسطال شفافیةنمو البكتیریا عن طریق قیاس  قیاستم . لدیزللوقود ا

وقد بینت النتائج كذلك أن  10و  12على التوالي  ھي N20و  N18للسلالتین  نموفضل الحموضة المثلى لأ اتدرجكما أن . الحضانة

تركیز  وتتحمل   أفضل بشكل نموت N18 السلالة أن أظھرتكما . معا لسلالتینا نمول  درجة مئویة 30ھي  المثلىدرجة الحرارة 

 .٪ 10 بتدائي للوقود الدیزل الإتركیز ال كان فيھا ل أفضل نمو N20 سلالةالفي حین أن . ٪20قدره إبتدائي للوقود الدیزل 

  

  :المفتاحیة الكلمات 

 .، البكتیریا الأصلیة، أتربة ملوثةود الدیزلوق، المعالجة بالوساطة البیولوجیة
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Après l’augmentation des prix mondiaux du pétrole en 1999, l’Algérie a lancé des  

investissements considérables dans l’activité du forage pétrolier afin d’augmenter sa production du 

pétrole, et par conséquence ces revenus en dollars. Le nombre moyen des puits forés a dépassé 57 

par an pour la période 2000-2007 (Remouche, 2008) et en 2017 la société Sonatrach va réaliser 290 

puits nouveaux (de Souza, 2016). 

Cependant, Les activités du forage pétrolier laisse un grand nombre de bourbiers polluant le 

sol à cause de rejet des déchets liquides et solides comprenant les déchets à base d'huile issus 

essentiellement de l'utilisation des fluides de forage, et de l'entretien des machines et des 

équipements ainsi que des déchets de base de vie (Gbadebo et al., 2010). 

Il existe de nombreuses techniques de dépollution pour traiter les sols contaminés par des 

hydrocarbures pétroliers, plus ou moins efficaces selon la nature du contaminant. Parmi ces 

techniques il y a l’incinération, le lavage des sols, L’oxydation chimique, l’extraction chimique, 

l’oxydation des fluides supercritiques, la volatilisation, l’extraction de vapeur, l’encapsulation et 

l’extraction de liquide supercritique (Roberts, 1998). 

Parmi les meilleures technologies de dépollution, la bioremédiation qui est basée sur 

l’utilisation des micro-organismes, et qui reste la méthode la plus connue grâce aux faibles 

répercussions sur l’environnement, sur les travailleurs et sur la population, ainsi que par leur coût 

raisonnable d’application et son durabilité(Dufresne, 2013). 

Notre étude a pour objectifs d’isoler et de caractériser des bactéries hydrocarbonoclastes, et 

présentant un potentiel de production de biosurfactants à partir de sols pollués par des 

hydrocarbures au niveau de deux bourbiers de rejet de fluide du forage dans la zone de noumirate et 

sebseb – Ghardaia. 

Nous avons structuré notre manuscrit en trois chapitres. Le premier chapitre représente une 

synthèse bibliographique portant sur les hydrocarbures, la pollution des sols par les hydrocarbures 

et la dégradation microbienne des hydrocarbures. Le deuxième chapitre décrivant le matériel et les 

méthodes utilisés et le dernier chapitre consacré aux résultats et discussion suivi d’une conclusion et 

perspectives. 
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I. Données sur les hydrocarbures 

1.- Définition 

Les hydrocarbures sont des composés organiques formés d'hydrogène (H) et de carbone (C) liés 

dans des chaînes ou des cycles(Kemp, 1998).Ils ont la formule brute: CnHm où n et m sont des 

entiers naturels (Ayadim,2014).Ils peuvent être solides, liquides ou gazeux. Les hydrocarbures, tels 

que le pétrole et le gaz naturel, sont principalement utilisés comme combustibles, mais sont 

également appropriés pour être utilisés comme lubrifiants et comme matières premières pour une 

variété de matériaux industriels (Kemp, 1998).Certains sont toxiques, tels que le benzène ou sont 

aromatiques polycycliques (Smith et  Scott,2005). 

 

2.-Origine des hydrocarbures 

Le pétrole brut et le gaz naturel sont formés au cours de millions d’années par décomposition des 

végétaux et d’organismes marins, comprimés sous le poids des sédiments. Comme ils sont plus 

légers que l’eau, ils ont migré pour combler les vides existant dans ces formations sous-jacentes. Ce 

mouvement vers le haut s’est arrêté lorsqu’ils ont atteint des couches denses imperméables ou des 

roches non poreuses (Khodja, 2008). 

La biosynthèse et les mécanismes de transformations (dissolution, évaporation, photo-oxydation, 

adsorption désorption sur des particules, transformations biologiques, …) conduisent à un mélange 

de composés dont la spécificité dépend des organismes producteurs et des conditions 

physicochimiques du milieu. Ainsi, la stabilité de ces composés a fait d’eux des marqueurs 

biologiques et géochimiques d’une très grande valeur. En effet, le développement des techniques 

analytiques (chromatographiques et spectroscopiques) a démontré la complexité de ces composés 

présents en faibles quantités dans les colonnes d’eau et les sédiments (Bekenniche, 2014). 

les hydrocarbures dans l’environnement peuvent avoir plusieurs origines (Soltani, 2004): 

2.1.- Les hydrocarbures fossiles: qui proviennent de la décomposition d’une grande quantité de 

matière organique coincée entre deux couches sédimentaires. 

2.2.-Les hydrocarbures actuels: sont produits par bactéries décomposant la matière organique. 

Cette production a lieu essentiellement dans les zones humides (tourbières, marais) et en quantité 

limitée. Le changement climatique pourrait accroitre cette production dans les régions polaires et 

relâcher de grandes quantités de méthane dans l’atmosphère terrestre ce qui accentuerait d’autant 

plus l’effet de serre.  

2.3.-Les rejets industriels et urbains : sont considérés comme la principale source 

d’hydrocarbures pétroliers pyrolytiques   
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3. Classification 

Les hydrocarbures pétroliers contiennent principalement des molécules composées d’atomes de 

carbone et d’hydrogène. Il s’agit d’alcanes non cycliques (ou paraffines), des cycloalcalnes (ou 

naphtènes), d’alcènes (ou oléfines) et d’hydrocarbures aromatiques. D’autres constituants mineurs 

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

polaires qui contiennent de l’azote, du soufre ou de l’oxygène. Les molécules polaires de faible 

masse moléculaire sont appelées des résines, les plus lourdes étant regroupées sous l’appellation 

d’asphaltènes (Gruyer et Groleau, 2015). 

 

 

Figure 1. Structure moléculaire de base des principaux hydrocarbures pétroliers(Gruyer et 

Groleau, 2015). 

 

Les hydrocarbures peuvent être essentiellement classés en quatre catégories selon la formule 

structurelle 

 

 3.1.- Hydrocarbures saturés (Alcanes) 

Les alcanes sont des hydrocarbures saturés (ils ne comportent que des atomes d'hydrogène et de 

carbone et chaque carbone a quatre liaisons différentes), à chaîne linéaire ou ramifiée (appelés 

autrefois paraffines), de formule générale CnH2n+2, Parmi les hydrocarbures saturés on distingue 

(Milcent, 2007): 

 

3.1.1.- Alcanes linéaires 

Les alcanes linéaires (n-alcanes, CnH2n+2), dont la longueur de leur chaîne varie de 7 à 40 atomes de 

carbone constituent une des classes les plus abondantes (10 à 40 % des hydrocarbures totaux d'un 

brut pétrolier)(Soltani, 2004). 
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3.1.2- Alcanes ramifiés 

Les alcanes ramifiés les plus abondants sont les iso-alcanes (groupement méthyle en position 2). 

Les autres composés ramifiés antéiso (groupement méthyle en position 3) ou polyramifiés tels que 

les isoprénoïdes (exemple: pristane, phytane) sont beaucoup moins nombreux. Ces composés se 

trouvent dans le pétrole brut à des proportions sensiblement égales à celles des n-alcanes(Soltani, 

2004). 

 

3.1.3.- Cycloalcanes 

Les cycloalcanes renferment des composés cycliques (à 5 ou 6 atomes de carbone) saturés et le plus 

souvent substitués. Quelques dérivés polycycliques sont aussi présents et certains d’entre eux tels 

que les stéranes et les triterpanes sont caractéristiques d’un pétrole brut. Cette famille peut 

représenter entre 30 et 50 % des hydrocarbures totaux d’un pétrole brut(Soltani, 2004). 

 

3.2.- Hydrocarbures aromatiques 

Plusieurs familles d'hydrocarbures aromatiques et polyaromatiques dont le nombre de noyaux varie 

de 2 à 6 sont présentes dans les pétroles bruts. Ces composés sont dominés par des composés mono-

, di- et tri-aromatiques. En général, les hydrocarbures aromatiques sont moins abondants que les 

alcanes, et ne représentent que 10 à 30 % des hydrocarbures totaux d'un brut pétrolier(Soltani, 

2004). 

 

3.3.-  Composés polaires 

Les composés polaires correspondent à des molécules hétérocycliques, telles que:  

- des composés oxygénés: phénols, acides carboxyliques, alcools, aldéhydes,… 

- des composés soufrés: mercaptans, sulfures, disulfures,… 

- des composés azotés: pyridines, quinoléines,… 

Les dérivés soufrés sont dans la plupart des cas plus abondants que les composés oxygénés ou 

azotés(Soltani, 2004). 

 

3.4.- Asphaltènes 

Les asphaltènes correspondent à une classe de composés de hauts poids moléculaires, insolubles 

dans le pentane ou l’hexane. La structure de ces composés est mal connue du fait, d’une part de leur 

composition chimique complexe (à base de cycles aromatiques condensés, de naphtéo-aromatiques, 

de ramifications et d’hétéroatomes (O, N, S), et d’autre part de méthodes analytiques difficilement 

utilisables(Soltani, 2004). 
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II.- Pollution des sols par les hydrocarbures 
 

1.- Définition du sol 

Il est défini comme la couche supérieure de la croute terrestre composée de particules minérales, de 

matière organique, d’eau, d’air et d’organismes. Du point de vue pédologique, le sol représente la 

partie des formations naturelles superficielles soumises aux processus pédologique et subissant des 

évolutions plus ou moins importantes de la composition chimique et de la constitution 

minéralogique. Le sol résulte de l’évolution de la roche mère sous-jacente transformée en surface 

par divers facteurs (climat, nature de la roche, activité biologique…) (Gabet, 2004). 

 

2.- Compositions du sol 

Le sol est un système hétérogène et complexe. Il est composé d’une phase solide représentée par les 

particules du sol, une phase liquide représentée par l’eau du sol (qui peut être enrichie en de 

nombreux composée et particules) et une phase gazeuse constituée par l’air emprisonné dans le sol 

(Gabet, 2004).La composition du sol varie avec le temps, le lieu et l'utilisation. Les particules de 

roche diffèrent en taille et en composition chimique en fonction de facteurs tels que la source de 

roche d'origine et la nature et le climat qui ont eu lieu. La matière organique peut être humus ou 

d'autres restes de plantes ou d'animaux morts et en décomposition, mais elle comprend également 

des macro-organismes comme les vers de terre et les microorganismes tels que les bactéries (Kemp, 

1998). 

 

3.- Forage pétrolier 

On appelle "forage pétrolier" l’ensemble des opérations permettant le creusement de trous pour 

atteindre en sous-sol de nouvelles zones susceptibles de contenir des hydrocarbures (Soussa, 2011). 

Le premier forage pétrolier a été effectué le 27 Août 1859 par l'Américain E.L. Drake à Titusville 

(Pennsylvanie), et comme l’objectif était de forer le puits, de procéder à sa complétion, qui consiste 

à amener un puits en phase productive après qu’il a été foré, depuis 1859, les opérations de forage, a 

connu une grande évolution afin de résoudre les nombreux problèmes, à la fin des années 1930, les 

recherches ont été concentrées sur la composition et les propriétés des fluides de forage. De 1947 à 

1957, la recherche s’est plus focalisée sur les tests des produits de base utilisés dans les fluides de 

forage, en essayant de lier les propriétés des fluides aux problèmes de stabilité des puits et à 

l’efficacité du nettoyage du trou (Khodja, 2008). 

L’implantation d’un forage est des études géologique et géophysiques effectuées sur un bassin 

sédimentaire, ceci nous permet de nous faire une idée de la constitution de sous-sol et des 

possibilités de gisements, sans pour autant préciser la présence d’hydrocarbures. L’opération de 
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forage peut alors confirmer les hypothèses faites et mettre en évidence la nature des fluides 

contenus dans les roches (Hadj Abbas, 2011). 

 

3.1.- Impact du forage sur l’environnement 

La présence d'un polluant dans le sol n'est pas en soi un danger. Le risque apparaît dès lors que ce 

polluant peut être mobilisé et agir sur l'environnement (faune, flore) ou homme. Pour qu'il y ait un 

danger, il faut trois éléments:  

1. une source (un polluant),  

2. un vecteur (la plante ou l'eau, qui transporte le polluant)  

3. une cible (l'homme ou l'environnement).  

Selon Lemière et Chiron (2000), Un sol pollué représente trois types de risques 

environnementaux: Lessivage des hydrocarbures par les eaux d'infiltration et transfert des 

hydrocarbures vers les eaux souterraines et superficielles concernent, en premier, la qualité des eaux 

souterraines, les rendant impropres pour certaines utilisations (boire, irrigation) (Djerbaoui, 

2011).Réintroduction des hydrocarbures dans la chaîne alimentaire par les végétaux et les 

organismes vivants du sol. Par exemple si le polluant est absorbé par les racines d'une plante 

destinée à la consommation ou s'il passe dans une nappe phréatique qui sert à alimenter un réseau 

d'eau potable. 

Le contact direct avec l’homme ou l’animal ou lors de leur transfert dans la chaine alimentaire. 

C’est le phénomène de bioaccumulation avec le piégeage par les végétaux et les animaux des 

polluants ou leurs produits de dégradation jusqu'à des teneurs atteignant les seuils de toxicité 

(Soltani, 2004), aussi; l'occupant du sol (cheptel de dromadaire, les enfants des nomades) qui 

tombent souvent en passe des bourbier de forage. 

Au niveau de la phase gazeuse du sol.les risques sont réels avec la présence de substances volatiles : 

émanations toxiques. Incendies et explosions avec des produits inflammables et explosifs en 

atmosphère confinée(Bekenniche, 2014).   

 

3.2.- Fluide de forage  

Le fluide de forage, appelé aussi boue de forage, est un système composé de différents constituants 

liquides (eau, huile) et/ou gazeux (air ou gaz naturel) contenant en suspension d’autres additifs 

minéraux et organiques (argiles, polymères, tensioactifs, déblais, ciments,…) (Khodja, 2008). 

Le fluide de forage en circulation continue durant toute la durée du forage, aussi bien dans le 

sondage qu’en surface. Le fluide est préparé dans des bacs à boues, il est injecté à intérieur des tiges 

jusqu’à l’outil d’où il remonte dans l’annulaire, chargé des déblais formés au front de taille. A la 

sortie du puits, il subit différents traitement, tamisage, dilution, ajout de produits, de façons à 
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éliminer les déblais transportés et à réajuster ses caractéristiques physico-chimiques à leurs valeurs 

initiales. Il est ensuit réutilisé (Khodja, 2008). 

Plus important encore, certains matériaux toxiques sont utilisés pour améliorer la qualité 

particulière du fluide de forage, ce qui est une préoccupation majeure des environnementalistes. Cet 

ajout de matières toxiques contamine le système souterrain ainsi que la surface de la terre.  Les 

fluides de forage ont été classés en trois catégories selon le fluide de base utilisé dans leur 

préparation : l’air, l’eau ou l’huile (Hossain et Al-Majed, 2015). 

 

Figure 2. Différents fonctions des liquides du forage 

 

3.2.1.- La boue à base d’eau WBM (Water BasedMud)  

Ces fluides sont souvent désignés par "Water-BasedMuds" ou WBM. Ils sont dans la plupart des 

cas constitués par des suspensions de bentonites (une argile colloïdale)dans l’eau (30 à 60 g/L) dont 

les caractéristiques rhéologiques et de filtration sont souvent ajustées par des polymères. La nature 

des électrolytes et leur concentration dans les formulations de boues à l’eau sont choisies en prenant 

en compte les caractéristiques de la formation (activité de l’eau des formations argileuses, 

dissolution des formations salines) (Khodja, 2008). 

Exemple de compositions de Boues à base d’eau : 

 

Boue Bentonitique : 

Cette boue assure le forage des couches de surface. Elle est essentiellement constitue de : 

 Bentonite : 100 Kg/m3,  

 Soude caustique : 0.5 à 1.5 Kg/m3, 

 Bicarbonate de soude : 0.5 à 1 Kg/m3 ? 

 Amidon pour le contrôle du filtrat. 
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3.2.2.- La boue à base d’huile OBM (OilBasedMud)  

Les fluides à base d'huile sont des fluides dont la phase continue est une huile minérale (pétrole 

brut, fuel, gasoil …) et la phase dispersée est de l'eau. Les propriétés rhéologiques (thixotropie) de 

cette émulsion sont ajustées par l'addition d'agents viscosifiants, généralement des argiles 

organophiles. Les formulations peuvent contenir également des agents réducteurs de filtrat 

(composés asphalténiques et polymères) et d'autres additifs spéciaux (Khodja, 2008).  

3.2.3 La boue à base d’air ou de gaz  

Dans certaines régions à formations dures, sèches et imperméables, on utilise de l’air comprimé, 

d’azote ou du gaz naturel comme fluide de forage(Hossain et Al-Majed, 2015), on injecte à la place 

de la boue de forage, assure toutes les fonctions nécessaires au forage (Nguyen, 1993). 

 

3. 3.- Les bourbiers  

A la sortie du puits, le fluide de forage remonte, chargé de déblais. Une batterie d’appareils 

mécaniques en assure l’épuration avant d’être de nouveau réinjecté. Il s’agit essentiellement de 

tamis vibrants, d’hydrocyclones et de centrifugeuses. Les déblais séparés du fluide de forage sont 

rejetés dans une grande excavation, réalisée à cet effet, appelée: Bourbier. Il se trouve que ces rejets 

gardent en rétention des quantités importantes du fluide porteur par un phénomène appelé dans le 

jargon du métier: enrobage ou encapsulation (Akmouci, 2009). 

Dans le domaine de l’exploitation pétrolière, une panoplie des produits chimiques est employée 

dans la formation des boues de forage. Ces composés de natures différents et dont la toxicité la 

biodégradation sont des paramètres mal définis, sont cependant déversés dans la nature. En plus des 

hydrocarbures (HC, tels que le gasoil) constituant majeur des boues à base d’huile, on note les 

déversements accidentels du pétrole, ainsi que d’une variété d’autres produits et additifs spéciaux 

(tensioactifs, polymères,…) qui peuvent exister sur les sites de forage. Ces rejets sont généralement 

stockés dans des endroits appelés « bourbiers » (Hadj Abbas, 2011). 
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III. Traitement des sols pollués par les hydrocarbures 

L’intérêt d’une méthode de traitement des sols pollués par les hydrocarbures se mesure à son 

efficacité, à son cout, à la facilité de sa mise en œuvre, à la qualité du sol obtenu après traitement 

ainsi qu’à la facilité de retraitement des sous-produits générés (Bekenniche, 2014). 

Les techniques de traitement des sols pollués se développent rapidement, elles sont souvent 

complexes. Le traitement d'un site implique presque toujours la mise en œuvre de plusieurs 

techniques et procédés, simultanément ou successivement.  

Trois grands types de traitement sont disponibles :  

- les traitements physiques: incinération, confinement (cas de fortes concentrations en polluant) ;  

- les traitements chimiques : lavage à l'eau ou extraction par solvant (principalement sur les 

matériaux grossiers), oxydation chimique ;  

- les traitements biologiques : utilisation de la microflore autochtone ou de micro-organismes 

autochtones.  

Tous ces types de traitement peuvent être mis en œuvre soit in situ, c'est-à-dire sans excavation des 

sols, soit sur site après excavation et préparation d'une aire étanche de traitement ou mise en route 

d'unité de traitement mobile, soit hors site dans des unités de traitement ou de stockage de grande 

capacité. Mis à part le confinement, la plupart des traitements conduisent à une dégradation du 

polluant qui peut être obtenue soit par voie physico-chimique, soit par voie biologique (Mougin et 

al.,1996). 
 

1.- Traitements physiques 

Les traitements physiques constituent la majorité des techniques mises en œuvre actuellement, est 

un processus de réduction du volume consistent à séparer et concentrer les polluants, sans les 

modifier ou les détruire (Gabet, 2004),transférer le contaminant vers un autre milieu, par exemple, 

de l'air ou de l'eau, et le recueille sous une forme concentrée. Le traitement physique utilisant les 

technologies de séparation se fait soit in situ, soit ex situ (le sol est excavé). Les principaux 

avantages du traitement in situ sont qu'il permet de remédier au sol sans avoir le fouiller ou le 

transporter. Il évite également les restrictions d'élimination des terres sur la redéposition des sols 

traités. La remédiation in situ implique généralement des temps de traitement plus longs. En raison 

de l'hétérogénéité de la sous-surface, il est également plus difficile d'assurer l'uniformité du 

traitement. Le traitement in situ doit également concerner l'évitement de la propagation de la 

contamination en raison de l'incitation des contaminants à s'éloigner de la zone des sols contaminés 

(Fox, 1996). 

Les procède d’absorption sur charbon, l’extraction de vapeur de sol, lavage du sol et le confinement 

du source de pollution sont les plus souvent utilisée (Gabet, 2004). 
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1.1.- Traitements thermiques 

Pour une destruction complète des contaminants, l'incinération est l'un des traitements les plus 

efficaces disponibles. Une destruction de plus de 99,99% du tétrachlorure de carbone, des benzènes 

chlorés et des polychlorobiphényles (Roberts, 1998). C’est une technique qui utilise les hautes 

températures pour modifier physiquement ou chimiquement les polluants (Soltani, 2004), et 

détruire les polluants en CO2, H2O et différents autres résidus de combustion (Gabet, 2004). 

Les flux de déchets aqueux sont difficiles à incinérer, mais les sols contaminés peuvent être gérés 

efficacement(Roberts, 1998). Dans des incinérateurs, l’incinération se réalise en deux étapes : une 

première à 400ºC, dite volatilisation, et une seconde dite destruction à une température supérieur à 

1000°C (Gabet, 2004).L'incinération peut générer des produits de combustion incomplets, fumées 

toxiques qui se dégagent lors de la combustion, et une cendre résiduelle qui doit être éliminée 

comme un déchet dangereux, mais elle offre l'une des meilleures méthodes pour la destruction des 

composés organiques. Cependant l’incinération n’est généralement pas prise en considération pour 

traiter les sols contaminés par les hydrocarbures en raison de leurs coûts (Roberts, 1998). 

 

2.- Traitements chimiques 

C’est une technique qui sert à détruire les polluants ou de les transformer en une forme moins 

nocive pour l'environnement, en provoquant des réactions chimiques entre le polluant et le réactif 

ajouté. Ils peuvent être applicables in situ ou après excavation des sols. La majorité des procédés 

exigent que les sols soient sous forme de boues ou que les contaminants soient mobilisés dans un 

milieu liquide. Parmi les méthodes chimiques l’oxydation et la neutralisation (Gabet, 2004). 

 

2.1.- Oxydation chimique  

Cette technique consiste en une dégradation des contaminants en contact avec des réactifs oxydants 

injectés dans la zone de sols contaminés (in-situ) ou mélangés dans un conteneur adapté (ex-situ). 

L’oxydation chimique in-situ consiste à injecter sous pression un produit oxydant (ozone, peroxyde, 

etc.) à l’intérieur de la matrice des sols contaminés. Les polluants peuvent être totalement dégradés 

(minéralisation) ou partiellement (sous-produits plus biodégradables). Ce traitement chimique 

permet de générer des réactions dans la zone contaminée de façon à modifier les produits toxiques 

en produits qui ne nuisent pas à l’environnement (Dufresne, 2013). 

 

3.- Traitements biologiques 

Le traitements biologique ou bioremédiation a été définie par Madsen (1991), comme  un processus 

géré ou spontané dans lequel le catalyseur est biologique, en particulier microbien qui agit sur les 

composés polluants, remédiant ou éliminant la contamination de l'environnement(Roberts, 1998). 
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Les procédés biologiques permettent de dégrader les polluants par l’action de microorganismes 

(bactéries, champignons…) et peuvent être utilisés seuls ou en complément d’une autre technique. 

La décontamination par voie biologique consiste donc à stimuler un phénomène naturel pour en 

augmenter le rendement afin de détruire de polluant organique qui sera utilisé comme source de 

carbone (Gabet, 2004). 

 

3.1.-Bioremédiation 

La Bioremédiation est l'utilisation de bactéries ou d'autres micro-organismes pour dégrader les 

polluants organiques (Smith et Scott, 2005). Ils peuvent être utilisés dans des conditions contrôlées 

telles que dans une exploitation d'eaux usées ou dans des bassins de stabilisation des déchets, mais 

ils ont également le potentiel de nettoyer les déversements accidentels de déchets dangereux pour 

l'environnement. (Kemp, 1998) 

La pollution de l'environnement par les hydrocarbures est un phénomène mondial qui affecte tous 

les aspects de l'environnement, et parmi ces aspects la contamination des sols, qui est restée un 

problème émergent. Des dommages coûteux ont été causés dans différentes régions du monde 

essentiellement par des déversements des hydrocarbures dans le sol ou l’eau (Uchechukwuet al., 

2007). 

Le sol peut être traité in situ ou il peut être extrait et traité dans un bioréacteur en tant que boue ou 

en sol( Smith et  Scott, 2005).Par exemple, après le déversement de pétrole d'Exxon Valdez en 

Alaska en 1989, des bactéries ont été pulvérisées sur certaines plages contaminées, biostimulés à 

grandir par l'application d'engrais soluble dans l'eau, les bactéries nourries sur l'huile et dans un 

mois ont apporté une contribution mesurable au nettoyage (Das et Chandran, 2010). 

 

3.1.1.- Méthodes de Bioremédiation 

Le métabolisme microbien est le processus majeur de dégradation des hydrocarbures dans les sols 

(Mumtaz et George,1995). La plupart des composés organiques contaminant les sols sont 

biodégradables par des microorganismes (bactéries, champignons etc.). 

Des facteurs peuvent limitent potentiellement le taux de biodégradation des hydrocarbures en cours 

de processus de bioremediation, parmi eux, le manque d'approvisionnement adéquat en nutriments, 

comme l'azote et le phosphore, et l’insuffisance de biomasse nécessaire (Sihag, 2014).  

Deux processus ont été révélés pour augmenter l'activité des microorganismes pendant la 

bioremédiation: la bioaugmentation et la biostimulation (Suthersan, 2000). 
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3.1.1.1.- Bioaugmentation 

La bioaugmentation consiste à ajouter des micro-organismes autochtones ou étrangers dans la zone 

polluée afin d’augmenter le taux de biodégradation des contaminants (Guermouche, 2014). Il 

consiste à inoculer l'environnement avec des microorganismes qui sont connus pour métaboliser 

facilement ces produits chimiques 

Les inoculums peuvent être un micro-organisme ou un mélange des micro-organismes indigènes ou 

non indigènes provenant de divers milieux pollués, spécialement choisis pour leurs caractéristiques 

de dégradation des hydrocarbures, ils sont pré-cultivés en laboratoire ou sur sites par des 

bioréacteurs. Les nutriments accompagneraient habituellement la culture des 

inoculums(Hassanshahian et Cappello, 2013). 

L'ensemencement des microorganismes sur le sol a d'abord été essayé vers 1968. Un inoculum de 

Cellumonassp. Et les éléments nutritifs ont permis de dégrader les contaminants hydrocarbonés plus 

efficacement que les engrais seuls. Depuis lors, l'ensemencement de microorganismes a été utilisé 

dans un certain nombre d'environnements différents pour dégrader les matières organiques, avec des 

succès variés (Roberts, 1998). 

La bioaugmentation avec des organismes appropriés pour la biodégradation ou particulièrement 

acclimaté pour effectuer la biodégradation dans les conditions du site  peut jouer un rôle important 

dans la bioremédiation (Reddy et Cameselle, 2009), et particulièrement lorsque on utilisent des 

micro-organismes génétiquement modifiés (Suthersan, 2000). 

 

3.1.1.2.- Biostimulation 

Parmi les facteurs qui limitent potentiellement le taux de biodégradation des hydrocarbures, le 

manque d'approvisionnement en nutriments, comme l'azote et le phosphore, pour ces raisons, de 

nombreux scientifiques considèrent actuellement l'enrichissement - Biostimulation - en nutriments 

comme approche prometteuse pour la décontamination des sites pollués (Hassanshahian et 

Cappello, 2013).La biostimulationest une technologie consiste à stimuler l’activité des populations 

microbiennes indigènes (Guermouche, 2014), par l'addition de nutriments, d'oxygène ou d'autres 

donneurs et accepteurs d'électrons afin d'augmenter le nombre de microorganismes indigènes 

disponibles pour la dégradation des contaminants (Cheremisinof, 2002).Par exemple, La 

bioremédiation des aquifères contaminés par l'essence par la microflore indigène a été mise en 

œuvre avec succès plusieurs fois, bien que les chercheurs aient parfois signalé que la population 

microbienne indigène nécessitait une période d'adaptation (phase de latence) avant que la 

biodégradation se commence. 
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4. Bactéries dégradant les hydrocarbures 

La dégradation microbienne est le mécanisme naturel majeur et ultime par lequel on peut nettoyer 

les polluants hydrocarbonés de l'environnement (Das et Chandran, 2010). 

L’utilisation de méthodes biologiques dans la dépollution des zones contaminées par les 

hydrocarbures se basant sur le phénomène de la biodégradation par les microorganismes appelés 

hydrocarbonoclastes, qui a été mise en évidence en 1946 par ZoBell (Roberts, 1998), depuis cette 

date le nombre d’espèces bactériennes identifiées possédant cette propriété n’a cessé d’augmenter. 

En se basant sur la fréquence d’isolement, les genres bactériens prédominants sont Pseudomonas, 

Acinetobacter, Alcaligènes,Vibrio, Flavobacterium, Achromobacter, Micrococcus, 

Corynebacterium, et Nocardia (Soltani, 2004). 

ZoBell a signalé que près de 100 espèces de bactéries, de levures et de moisissures, représentant 30 

genres microbiens, avaient été découvertes pour avoir des propriétés hydrocarbonoclastes (Roberts, 

1998). 

Les hydrocarbures dans l'environnement sont biodégradés principalement par des bactéries, des 

levures et des champignons. L'efficacité déclarée de la biodégradation variait de 6% à 82% pour les 

champignons du sol, de 0,13% à 50% pour les bactéries du sol et de 0,003% à 100% pour les 

bactéries marines. Les bactéries sont les agents les plus actifs dans la dégradation des 

hydrocarbures, (Das et Chandran, 2010), au fait qu’elles assimilent mieux certaines molécules, 

l’usage de ces dernières est préféré, en plus, son culture étant plus rapide. De nombreux genres 

bactériens ont été décrits comme aptes à dégrader des hydrocarbures (Florian, 2014). 

 

Tableau 1. Genres bactériens susceptibles à dégrader les hydrocarbures (Roberts, 1998) 
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5. Facteurs influençant la biodégradation des hydrocarbures 

Les populations microbiennes capables de dégrader les contaminants dans le sol sont soumises à 

divers facteurs physiques, chimiques et biologiques qui influencent leur croissance, leur activité 

métabolique et même leur existence. Les propriétés et les caractéristiques des environnements dans 

lesquels fonctionnent les microorganismes ont un impact profond sur la population microbienne, le 

taux de transformations microbiennes du contaminant, les voies de biodégradation et la persistance 

des contaminants. L'impact des facteurs est évident à partir d'études, montrant la variation de 

biodégradabilité d'un contaminant d'un environnement à une autre. Cependant, dans la nature, les 

microorganismes sont exposés à des conditions extrêmement différentes. Ils peuvent avoir un 

apport insuffisant de nutriments inorganiques; Une pénurie de facteurs de croissance essentiels, de 

températures et de valeurs de pH à leur extrême tolérance; et les niveaux de contaminants qui 

accentuent la population microbienne. Les contaminants à des niveaux très élevés peuvent retarder 

la croissance, inhiber l'activité métabolique et entraîner également une perte de viabilité. En 

conséquence, les extrapolations des tests de laboratoire, effectuées dans des conditions contrôlées, 

aux conditions sur le terrain peuvent présenter des risques (Suthersan, 2000). 

 

Figure 3. Triangle de biodégradation ( Roberts, 1998) 
 

5.1.- Facteurs microbiens 

Les bactéries forment un groupe distinguant par rapport aux autres micro-organismes dans la 

bioremédiation, en raison de leur capacité de croissance rapide et la dégradation de divers 

contaminants (Suthersan, 2000).  
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5.2.- Nutriments 

La cellule microbienne vivante est principalement composée de carbone, hydrogène, oxygène et 

azote, ces quatre éléments constituent environ 95% du poids cellulaire. Deux autres éléments, le 

phosphore et le calcium, représentent 70% du reste (Suthersan, 2000). 

Les éléments nutritifs sont des ingrédients très importants pour une biodégradation réussie des 

polluants hydrocarbonés, certains de ces nutriments pourraient devenir un facteur limitant affectant 

ainsi les processus de biodégradation (Das et Chandran 2010). 

Le processus de biodégradation peut être amélioré par l'ajout de nutriments essentiels tels que 

l'azote et le phosphore. Dans le cas de déversements d'hydrocarbures où le manque d'azote peuvent 

être aiguës; Le carbone, l'azote et le phosphore sont ajoutés dans le rapport d'environ 100: 10: 1 (C: 

N: P) (Kothariet al., 2014). 

D'autre part, des concentrations excessives de nutriments peuvent également inhiber l'activité de 

biodégradation. Plusieurs auteurs ont signalé les effets négatifs des taux élevés de NPK sur la 

biodégradation des hydrocarbures, en particulier sur les composés aromatiques (Das et Chandran 

2010). 

5.3.- Facteurs Physico–Chimique 

5.3.1 Teneur en oxygène 

La teneur des sols en oxygène est contrôlée par différents facteurs. Un minimum d’espaces occupés 

par l’air, 10% en volume est généralement considéré comme nécessaire pour l’activité microbienne 

en aérobies, moins de 1% de volume d'oxygène pour l'activité microbien en anaérobies, et de 10 à 

40% d'oxygène pour une dégradation optimale des hydrocarbures L’oxygène peut être fourni sous 

plusieurs formes, l’oxygène pur; air atmosphérique; peroxyde d’hydrogène(Roberts, 1998). 

 

5.3.2.- L’aération 

La disponibilité de l'oxygène est un facteur critique dans la biodégradation aérobie des 

hydrocarbures, l'activité des micro-organismes se déroule plus rapidement si l’oxygène suffisant 

fourni (Mahendra et al., 2010).Une large fraction de la population microbienne du sol utilise 

l'oxygène comme accepteur terminal d'électrons dans son métabolisme (Bidaud, 1998). Au cours 

de la biodégradation aérobie, l'oxygène moléculaire est réduit à l'eau, tandis que l'hydrocarbure est 

oxydé pour créer de l'énergie, de la masse cellulaire et du dioxyde de carbone (Eng, 1998). 

 

5.3.3.- Activité de l’eau 

L'humidité est un paramètre très important à la bioremédiation. La teneur en humidité du sol affecte 

la biodisponibilité des contaminants, le transfert de gaz, le niveau de toxicité efficace des 
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contaminants, le mouvement et le stade de croissance des microorganismes et la distribution des 

espèces (Hatzikioseyian, 2010). 

 

5.3.4.- Le pH  

il n'est pas surprennent que le ph affecte dramatiquement la capacité du microorganisme à mener 

ces fonctions cellulaires, telle que la croissance bactérienne, le transport membranaire, la structure 

tridimensionnelle des enzymes et les protéines de transport cellulaire, les forces protonmotives 

responsables de la production d'énergie dans la cellule (Suthersan, 2000 ),et aussi la dissociation et 

la solubilité de nombreuses molécules qui agissent directement sur les micro-organismes. Les 

micro-organismes ne peuvent en général pas tolérer des valeurs de pH extrêmes. Sous des 

conditions fortement acides ou alcalines, certains composants de la cellule microbienne peuvent être 

hydrolysés ou des enzymes dénaturées (Bidaud, 1998). L'acidité et l'alcalinité des milieux 

permettent de distinguer des organismes acidiphiles,; neutrophiles, basophiles (Prescott et al., 

2003). 

La plupart des environnements naturels possèdent des valeurs de pH comprises entre 5 et 9. Les 

activités métaboliques des microorganismes produisent des acides organiques et du HCl à partir de 

la dégradation des composés organiques (ou produits organiques chlorés). Lorsque des 

concentrations élevées de composés organiques sont présentes dans la sous-surface à faible 

alcalinité, un contrôle du pH peut être nécessaire pour maintenir la biodégradation continue 

(Suthersan,2000). 

 

5.3.5 Température 

Tous les micro-organismes ont une température optimale de croissance caractéristique à laquelle ils 

ont leur plus fort taux de reproduction et de croissance. ils ont aussi des températures minimales de 

croissance en-dessous desquelles ils sont métaboliquement inactifs et ne croissent pas, ainsi que des 

limites supérieures de température au-delà desquelles ils ne réussissent pas à croître (Prescottet al., 

2003). 

La température ambiante de l'environnement affectait à la fois les propriétés d’hydrocarbures 

déversés et l'activité des microorganismes (Das et Chandran, 2010b).  

La température optimale de croissance et la gamme des températures qu'un micro-organisme peut 

tolérer déterminent la survie d'un micro-organisme et le rôle qu'il va jouer dans un écosystème 

donné (Bidaud, 1998). La température affecte la solubilité des hydrocarbures, bien que la 

biodégradation des hydrocarbures puisse se produire sur une large gamme de températures, la 

vitesse de biodégradation diminue généralement avec la température se situent généralement entre 

30 et 40 °C dans les environnements du sol, de 20 à 30 °C dans certains milieux d'eau douce et de 
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15 à 20 °C dans les milieux marins, une biodégradation importante des hydrocarbures a été souvent 

signalée dans des environnements psychrophiles dans les régions tempérées (Das et Chandran, 

2010). 

 

5.3.6.- Salinité 

La salinité exerce un effet osmotique sur les micro-organismes, qui ont aussi des besoins en sels 

comme NaCI, KCI et MgCI2. Les fortes concentrations ont tendance à dénaturer les protéines, c'est-

à-dire à casser la structure tertiaire des protéines qui est essentielle à l'activité enzymatique, et 

inhiber la biodégradation (Bidaud 1998).  

Les micro-organismes ont des besoins limités en sels et sont inhibés par des teneurs en NaCI 

supérieures à 0.2 M, sauf les micro-organismes halophiles qui croissent en milieux salins et 

supportent bien des teneurs en NaCI jusqu’a 7 M (Willey,. 2009) 

 

5.3.7 Potentiel Oxydation-Réduction (Redox)  

Le potentiel de Redox est désigné par le symbole Eh. Il est utilisé pour mesurer l'oxydation ou la 

réduction d'environnement, Eh supérieur à zéro est généralement un environnement oxydant, et Eh 

inférieur à zéro, un environnement réducteur. La gamme pratique d'Eh dans l'environnement naturel 

est de +800 mV (O2 élevé, sans processus d'appauvrissement en O2) à environ -400 mV (systèmes à 

haute teneur en H2) (Suthersan, 2000). 

De nombreuses réactions enzymatiques sont des réactions d'oxydo-réduction dans lesquelles un 

composé est oxydé et un autre réduit. La capacité d'un organisme à réaliser des réactions d'oxydo-

réduction dépend de l'état oxydo-réducteur de l'environnement. Un potentiel redox Eh positif, 

indique un environnement qui favorise les oxydations, alors qu'un Eh négative, indique un 

environnement réducteur (Bidaud, 1998). 

Le potentiel de Redox est mesuré à l'aide d'une électrode en platine, conjointement avec une 

électrode de référence. Malheureusement, l'interprétation des valeurs Eh mesurées est très difficile, 

car les systèmes naturels sont rarement atteint l'équilibre (Suthersan, 2000). 

 

6.- Les bio-surfactants 

6.1.- Définition :  

Les surfactants (SURFaceACTiveAgeNTS) sont des agents à activité de surface (tensioactifs), 

synthétisés chimiquement ou par voie biologique (biosurfactants). 

Les bio-surfactants sont des molécules avec une région polaire (hydrophilie) et une région non 

polaire (hydrophobe), et sont donc considérés comme amphipathiques, produits par plusieurs 

microorganismes, et peuvent également réduire la tension superficielle à l'interface air-eau entre 
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deux liquides non miscibles ou entre l'interface eau solide (Armendáriz et al., 2013).Ces molécules 

de haute énergie se répartissent à l’interface entre liquides non miscibles réduisant ainsi l’énergie 

libre du système et formant des microémulsions des solutions aqueuses ou des mélanges 

d’hydrocarbures. La tension superficielle de l’eau peut être réduite de 72 mN/m jusqu’à 27 mN/m 

en présence d’un surfactant, synthétique ou naturel mais cette capacité reste relative et varie d’un 

surfactant à un autre (Al-Araji et al., 2007) 

L'application de biosurfactants dans une opération de dépollution des sols et eaux pollués aux 

surfactants chimiques peut avoir des effets inhibiteurs sur la biodégradation. Par rapport aux 

biosurfactants synthétiques, l'application de biosurfactants dans les processus de bioremédiation 

peut être agréable d'un point de vue social à cause des biosurfactants produite naturellement (Onur, 

2015). 
 

6.2.- Type des biosurfactants 

Les biosurfactants ont été nommés d'après le sucre, le phosphate ou l'acide aminé présents dans 

leurs structures et sont divisés en différents groupes (Jaysree, 2015) 

• Glycolipides - le degré de polarité dépend des hydrocarbures utilisés comme substrat; Exemples: 

les rhamnolipides produits par Pseudomonas aeruginosaet les sophorolipides produits par des 

espèces de Candida. 

• Lipopolysaccharides - qui ont normalement une masse moléculaire élevée et sont solubles dans 

l'eau; Exemple: émulsan, un émulsifiant extracellulaire produit à partir d'hydrocarbures par la 

bactérie Acinotobactercalcoaceticus 

• Lipopeptides - exemple: la surfactine produite par Bacillus subtilis (l'un des tensioactifs 

biologiques les plus puissants rapportés dans la littérature)  

• Phospholipides - structures communes à de nombreux microorganismes, par exemple: 

biosurfactant de Corynebacteriumlepus 

• Les acides gras, les lipides neutres (certains classés comme glycolipides) et les protéines 

hydrophobes (Sobrinho et al., 2014). 

 

Classification 

Généralement les biosurfactants sont classés selon plusieurs critères, en fonction de leur poids 

moléculaire, la structure de leurs groupes polaires, la nature biochimique (ou origine microbien) et 

la charge de leur groupes polaire (Sobrinhoet al., 2014). 

Sur la base du poids moléculaire, ils sont divisés en biosurfactants de faible masse moléculaire, y 

compris les glycolipides, les phospholipides et les lipopeptides, et des biosurfactants de haute masse 



Chapitre I. Revue bibliographique                                                                     III. Traitement des sols pollués 

 

19 
 

moléculaire contenant des polysaccharides amphipathiques, des protéines, des lipopolysaccharides, 

des lipoprotéines ou des mélanges complexes de ces biopolymères(Płociniczaket al.,2011). 

Sur la base de charge électrique de la partie polaire du biosurfactant, on classe les comme 

anioniques, cationiques, non ioniques ou amphotères (Sobrinho et al.,2014).  

 

6.4.- Applications environnemental des biosurfactants 

En raison de leurs structures et propriétés, les biosurfactants ont des applications dans différents 

procédés industriels et environnemental (Tadros, 2005), ainsi que des utilisations nouvelles sont 

possibles à l'avenir (Sobrinhoet al.,2014). 

Pour l'environnement, est appliqué dans la bioréstauration et le traitement des eaux usées, sans 

danger (Kedidi, 2014). Les contaminations environnementaux causées par les activités industrielles 

est souvent due à la libération accidentelle ou délibérer de composés organiques ou inorganiques 

dans l'environnement, ce qui représente un problème d'assainissement, car ces composés se lient 

facilement aux particules du sol et se propagent dans un milieu aqueux (Sobrinhoet al., 2014). 

L'élimination de ces substrats hydrophobes qui sont étroitement liés au sol, sont principalement 

éliminés par désorption par des biosurfactants (Jaysree, 2015). 

Le but de l'application de biosurfactants dans la décontamination de composés organiques, tels que 

les hydrocarbures, est d'améliorer la biodisponibilité de ces composés ou de se mobiliser et 

d'éliminer les contaminants par une pseudo-solubilisation et une émulsification lors du nettoyage. 

D'autre part, l'application de biosurfactants dans la récupération de composés inorganiques, tels que 

les métaux lourds, implique la chélation et l'élimination de ces ions pendant la phase de lavage, ce 

qui est facilité par des interactions chimiques entre les composés amphipathiques et les ions 

métalliques (Sobrinhoet al.,2014). 
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1.-Zone d’échantillonnage 

La wilaya de Ghardaïa situe à 600 Km au Sud de la capitale Alger, sur une altitude moyenne de 600 

m environ. Elle a les coordonnées géographiques suivant: la longitude de 3°.45 Est et la latitude de 

32°.50 Nord. Elle se trouve dans le plateau rocailleux de calcaire appelé chebka (filet). Ce dernier 

est le lieu de plusieurs opérations de forage pétrolier dans ces dernières années. 

 

2.-Echantillonnage et prélèvement 

Deux bourbiers ont été sélectionnés pour effectuer les prélèvements qui sont aux voisinages des 

puits suivants : 

* A partir du bourbier de puits situant au point GPS 32°22'46.8"N 3°43'43.0"E, deux prélèvements 

dans des endroits déférents; respectivement à 1 et2m de l’extrémité du bourbier. 

 

 

Photo 1. Localisation de site d’échantillonnage de Nomérate-Ghardaia(image Google maps 2017). 

 

Photo 2.  Bourbier principal situé à Noumérate - Ghadaïa 

* A partir du bourbier de puits situant au point GPS 32°09'08.9"N 3°43'55.9"E, deux prélèvements 

dans des endroits déférents; respectivement à 1 et 2  m de l’extrémité du bourbier. 
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Photo 3.  Localisation de site d’échantillonnage de Sebseb- Ghardaia (image Google maps 2017). 

 

Photo 4.  Bourbier principal situé à Sebseb - Ghardaia 

 

Les échantillons d’environ 100 g pour chacun ont été prélevés aseptiquement d’une profondeur de 

20 cm et mis dans des flacons en verre stériles. 

 

3. Isolement 

3. 1.- Préparation des dilutions 

A partir de chaque échantillon de sol destiné à l'analyse microbiologique, 1 g de sol est pesé puis 

introduit dans un tube à essai contenant 9 ml de l'eau physiologique préalablement autoclavée. Le 

tube est ensuite agité énergiquement pendant 2 minutes. Le contenu du tube représente la solution 

mère. 

à partir de la solution mère, une série de dilution variant de 10-1 à 10-5 a été préparée, en prendre 1 

ml par une pipete pasteur et en le mettre dans un tube contenant 9 ml l’eau physiologique stérile, 

c’est la dilution 10-1 ( la même méthode pour les quatre autres dilutions) (Sonam et al. 2011). 
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3. 2.- Ensemencement par étalement sur gélose nutritive 

Un volume de 0,1 ml est prélevé à l’aide d’une micropipette avec un embout stérile, puis déposé au 

centre de la gélose préalablement fondu est réparti dans des boites. Ce volume étalé à l’aide d’une 

pipette râteau sur toute la surface de gélose. Les boites de pétri sont mises dans l’étuve à 30 °C. 

Après 24h à 48h d'incubation à 30°C. 

 

4.- Purification 

Il est important de faire une bonne purification pour isoler un micro-organisme pur. Ceci est atteint 

par repiquages répétés sur gélose nutritive par la méthode d’ensemencement par strie. 

L’opération de purification est renouvelée à deux reprises en prenant chaque fois une colonie bien 

isolée sur gélose. Ceci conduit à l’obtention d’une culture pure vérifiée par observation 

macroscopique et microscopique. 

 

5.- Conservation des souches purifiées 

Une colonie est prélevée de la souche pure trouvée dans la boite de pétri à l’aide de pipete pasteur et 

ensemencée dans des tubes inclinés de gélose nutritive puis conservée à 4°C. 

 

6.- Isolement des souches susceptibles à dégrader le gasoil 

Pour isoler les souches susceptibles à dégrader le gasoil, des tubes à essai contenant chacun 5 ml du 

milieu Bushnell Haas (Milieu pour étudier l'utilisation d'hydrocarbures par des microorganismes, sa 

composition est en annexe) préalablement autoclavés puis additionnés à raison 2 % du gasoil(Atlas, 

2005).On ajoute l’inoculum à l’aide d’une anse de platine à partir de la boite de pétri contenant la 

souche bactérienne pure, on ferme les tubes puis on les incube à une température de 30°C, sous 

agitation de 150 rpm pendant 24 heures.  

Après incubation, on examine les tubes pour la présence ou l'absence de turbidité dans chaque 

culture. On note les observations sur l'apparence  du milieux, claire ou trouble (Cappuccino et 

Welsh, 2017). 

 

Composition du Milieux de culture Bushnell-Haas  

Phosphate de potassium monobasique (KH2PO4)………………………... 1.0g 
Hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4)…………………………... 1.0g 
Nitrate d'ammonium (NH4NO3)………………………………………….. 1.0g 
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4·7H2O)……………………. 0.2g 
Chlorure de fer (FeCl3) …………………………………………………... 0.05g 
Chlorure de calcium dihydraté  (CaCl2·2H2O) ………………………….. 0.02g 
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7.- Identification des souches purifiées 

L'identification des souches isolées est réalisée en se basant sur des études morphologique et 

biochimique. 

7. 1.- Etude morphologique 

7. 1. 1.- Etude macromorphologique 

L’observation de l’aspect macroscopique des colonies sur les milieux d'agar peut être très 

distinctive pour les espèces isolées. L'observation à l’œil nue des caractéristiques remarquables des 

colonies, c'est-à-dire de leur morphologie coloniale, La couleur, l’élévation, la surface, la forme et 

la taille, car ces caractéristiques peuvent fournir des indices pour l’identification préliminaire du 

micro-organisme, bien que l'identification finale ne puisse être faite que par la morphologie seule 

(Morello et al., 2003). 
 

7. 1. 2.- Etude micro-morphologique 

Il servira à rechercher les micro-organismes, à étudier la morphologie, à voir des spores, des 

capsules, à noter l’existence et le type de la mobilité. 

 

7. 1. 2. 1.- Etat frais 

Coloration au bleu de méthylène permet de visualiser la forme et le mode de regroupement des 

cellules bactériennes(Cappuccino et Welsh, 2017). 

 

7. 1. 2. 2.- Coloration de Gram 

C’est une double coloration mise au point en 1884  par le médecin Christian Gram, qui permet 

d’apprécier la forme des bactéries et le mode d’arrangement des cellules, et surtout de déterminer le 

Gram (La constitution de la paroi bactérienne).  

Après réalisation d’un frottis sur une lame de microscope, procéder à la coloration qui se déroule 

comme suit (Cappuccino et Welsh, 2017): 

▪ Le frottis est recouvert d’une solution de violet de gentiane pendant 1 min 30s  

▪ Le colorant est éliminé et le frottis est placé dans deux bains de lugol chacun, pendant « 45 s » 

▪ La lame est décolorée à l’alcool pendant «30s », rincée à l’eau, puis recouverte par la fuchsine 

pendant «1 min 30s ».  

▪ La fuchsine est éliminée puis la lame est rincée, égouttée et séchée à l’aide du bec benzène 

 

7. 1. 2. 4.- Mobilité 

Une préparation à l’état frais permet d’examiner la mobilité des bactéries. Pour observer la mobilité, 

on doit prendre garde à ne pas détruire les flagelles bactériens lors du prélèvement et de la 

préparation de la lame. 
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Une petite goutte d’eau stérile déposée sur une lame, puis une colonie sur gélose est prélevée et 

incorporée progressivement dans la goutte d’eau, la lame est recouverte après par une lamelle en 

évitant d’enfermer des bulles d’air, ensuite l’observation est effectuée à l’objectif 40 (Delarras, 

2014). 

- Des bactéries sont considérées comme mobiles lorsque des trajets très différents sont observés 

(déplacement dans toutes les directions). 

 

7. 1. 2. 5. Recherche des spores 

On peut mettre en évidence les spores bactériennes dans les corps bactériens en faisant une 

coloration dite « négative ». En effet, la spore n’est pas colorée et reste donc incolore dans un corps 

bactérien coloré. La coloration la plus utilisée dans ce cas est la coloration au bleu de méthylène. 

Sur un frottis bactérien correctement fixé à la chaleur, on fait couler la solution de bleu de 

méthylène jusqu’à ce que toute la lame soit couverte pendant 1 minute. Après on rince la lame par 

l’eau. Ensuite le frottis bactérien est séché, puis observé au microscope à l’objectif 100 à 

immersion. 

Si les cellules bactériennes contiennent des spores,  ils apparaissent incolores dans des corps 

bactériens bleus(Akmouci, 2009). 

 

7. 2.- Etude biochimique 

7. 2. 1.- Test de catalase 

L’enzyme catalase sert à la détoxification de l’eau oxygénée produite au cours de certaines 

réactions métaboliques, présente chez beaucoup de bactéries aérobies ou aéro-anaérobies et souvent 

absente chez les bactéries anaérobies. 

Une colonie bactérienne est déposée sur une lame propre contenant une goutte d’eau oxygénée, la 

lecture se fait immédiatement, et à l’œil nue. Si des bulles se forment, la bactérie possède la 

catalase, si rien n'est observable, la bactérie ne possède pas l'enzyme (Cappuccino et Welsh, 2017). 

 

7. 2. 2.- Test d’oxydase 

Ce test est basé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase intracellulaire en présence 

d’oxygène atmosphérique et de cytochrome C. A l’aide d’une pipette pasteur stérile, on prélève une 

colonie bactérienne puis on la dépose sur un disque d’oxydase (contient  le chlorhydrate ou le N-

diméthylparaphénylène diamine qui est utilisé comme réactif), et l’imbibe avec une goutte d’eau, 

après 30 secondes, la réaction positive indique qu’il a eu oxydation du réactif phénylénediamine 

pour former un composé coloré en violet, l’indophénol. Une réaction tardive ou une absence de 

couleur indique une réaction négative(Delarras, 2014). 
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7. 2. 3.-Etude des types respiratoires 

Le milieu viande foie permet de déterminer le type respiratoire d’une bactérie, c’est-à-dire définir 

son comportement vis-à-vis du dioxygène. 

Chaque souche pure est ensemencée sur la gélose semi solide Viande-foie (VF) et incubée à 30°C. 

Ce milieu présente un gradient de concentration en O2, plus abondant en surface. Le type 

respiratoire est exprimé par la localisation du niveau de la croissance bactérienne dans le tube: 

- Colonies dans tout le tube: Bactéries aérobies-anaérobies facultatives. 

- Colonies en haut du tube: Bactéries aérobies strictes. 

- Colonies en haut du tube légèrement sous la surface: bactéries micro-aérophiles 

- Colonies en bas du tube: bactéries anaérobies strictes(Delarras, 2014). 

 

7. 3.- Utilisation des galeries API 

Les galeries API 20E, 20 NE et API STAPH sont des moyens très spécifique d'identification 

bactérienne, comporte des microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes sont 

inoculés avec une suspension bactérienne (prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé, 

et homogénéiser dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique). Les réactions produites pendant 

la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l’addition des 

réactifs.  

La lecture des résultats a été faite conformément aux instructions. Il est à noter que l'information 

provenant de la base de données du système d'identification APIWEB des microorganismes est 

basée sur les résultats de l'étude des souches cliniques humaines. Pour cette raison, l'identification 

par cette base n'a pas été entièrement utilisée. Les résultats des réactions sont été considérés pour 

l'identification des bactéries (Pérez-Armendáriz et al., 2013). 

 

8. Sélection des souches productrice des bio surfactants 

8. 1.- Index d’émulsification E24 

L’index d’émulsion permet de vérifier la capacité des souches à émulsionner une phase hydrophobe 

(Gasoil) dans une phase hydrophile (le milieu de culture) (Kedidi, 2014).Les souches avec des 

indices d'émulsification supérieurs à 50% ont été définis comme des producteurs potentiels de 

biosurfactants (Gözde, 2015). 

Le test consiste à mélanger 3 ml de culture bactérienne avec 2 ml du gasoil (60/40 v/v) précise dans 

des tubes stériles. Les tubes sont agités au vortex pendant deux minutes et laissés au repos pendant 

24 heures à température ambiante. Après 24 heures on mesure la hauteur de l’émulsion et on calcule 

l’index d’émulsificationE24 selon équation suivante (Pérez-Armendáriz et al., 2013b): 
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 ��� =
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��
× ��� 

he : hauteur d’émulsion.  

ht : hauteur totale. 

 

9.- Suivi de la cinétique de croissance des souches sélectionnées  

9. 1.- Préculture 

Une colonie est prélevée à partir d’un milieu gélosé et mise dans un tube à essai contenant 5 ml du 

milieu Bushnell Haas. Le tube ensuite est incubé à 30°C pendant 24h sous agitation rotative 

(150rpm). 

 

9. 2.- Culture 

La méthodologie utilisée pour évaluer la croissance bactérienne consiste à réaliser des cultures en 

milieu Bushnell Haas liquide, et utiliser le gasoil comme seul source de carbone (à 2% du volume 

de milieu). Dans des Erlenmayer de 250 ml contenant 45 ml de milieu Bushnell Haas liquide ont été 

ensemencés par 5 ml de pré-culture de chaque souche sélectionnée. Les erlenmeyers sont ensuite 

incubés à 30°C sous agitation de 150 rpm pendant cinq jours, et chaque douze heures on effectué un 

prélèvement de 2 ml pour mesurer l'absorbance est à 600 nm 

 

9. 3. Mesure de la concentration microbienne  

9. 3. 1. Méthode de densité optique 

Le suivi de la croissance bactérienne est réalisé en mesurant la densité optique (DO) au moyen d’un 

spectrophotomètre UV, marque SpectroScan 40, à une longueur d’onde de 600 nm. La mesure de la 

densité optique est basée sur la loi de Beer-Lambert : 

 

 

A : densité optique. 

I0 : intensité de la lumière incidente. 

I : intensité de la lumière émergente. 

ε: absorption molaire (absorption d’une solution c = 1 mole/l dans une cuvette de dimension de l = 1 

cm) [l / mole. cm]. 

C : concentration molaire [mole/l]. 

l : épaisseur de la cuvette [cm]. 

  



 Chapitre II. Matériel et méthodes  

 

27 
 

 

10. Etude de l’optimum du pH 

Pour étudier les pH optimaux de croissance des souches, des erlenmeyers de 250 ml contenant 

chacun 45 ml de milieu BH préalablement autoclavé, additionnés à raison 2% du gasoil et ajustés à 

des différents pH (4, 8, 10 et 12) à l’aide du NaOH ou du HCl (0,1 N). Ces erlenmeyer sont été 

inoculés avec 5 ml des suspensions de deux souches qui ont meilleur indice d'émulsification de 

phase hydrophobe de gasoil, et incubés à 30°C, sous agitation de 150 rpm et après 24 heures un 

prélèvement de 2ml est effectué dans un éppendorf. 

Pour éliminer le gasoil contenant dans le prélèvement ceci est centrifugéà10000g pendant 10 

minutes. La phase aqueuse dans l’eppendorf est négligée et le culot est gardé puis dilué dans l’eau 

distillée. La mesure de l'absorbance est effectuée à 600 nm(Palanisamy et al., 2014). 

 

11. Etude de l’optimum de température 

Dans le but d’étudier les températures optimales de croissance de deux souches qui ont meilleur 

indice d'émulsification de phase hydrophobe de gasoil, des erlenmeyers de 250 ml contenant 45 ml 

de milieux BH préalablement autoclavé additionnés à raison de 2% de gasoil et ajustés au pH 7 à 

l’aide du NaOH ou du HCl (0,1 N), ont été inoculés avec 5 ml d'inoculum de deux souches 

sélectionnés ,et incubés à déférentes températures 30, 35 et 40°C, sous agitation de 150rpm, après 

24 heures un prélèvement de 2ml est effectué dans un éppendorf.  

Pour éliminer le gasoil contenu dans le prélèvement, une centrifugation à 10000g pendant 10 

minutes est nécessaire. La phase aqueuse dans l’eppendorf est négligée et le culot est gardé puis 

dilué dans l’eau distillée. La mesure de l'absorbance est effectuée à 600 nm (Palanisamy et al., 

2014). 
 

12. Tolérance des souches au gasoil 

Des erlenmeyer de 250 ml contenant 45 ml de milieu BH préalablement autoclavé sont ajustés au 

pH 7 à l’aide du NaOH ou du HCl et additionnés respectivement à raison de 5%, 10%, 15%, 20% 

du gasoil, ont été inoculés avec 5 ml de suspension de deux souches qui ont meilleur indice 

d'émulsification de phase hydrophobe de gasoil, et incubés à une température de 30°C, sous 

agitation de 150rpm, après 24 heures le prélèvement de 2ml est effectué dans un éppendorf. Pour 

éliminer le gasoil contenu dans le prélèvement, une centrifugation à 10000g pendant 10 minutes est 

nécessaire. La phase aqueuse dans l’eppendorf est éliminée et le culot est gardé puis dilué dans 

l’eau distillée. La mesure de l'absorbance est effectuée à 600 nm (Palanisamy et al., 2014). 
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1.- Origine des isolats bactériens sélectionnés 

En tenant compte uniquement des bactéries cultivables, la variation des colonies sur le plan 

morphologiques n’est pas très élevée, cela nous a permis de sélectionner 13 sur 21 isolats qui sont 

différentes sur le plan macroscopique. 

Ces isolats ont été ensemencés dans des tubes contenant la gélose inclinée et conservés à 4°C. 

Tableau 2.  Origine des isolats sélectionnés 

Isolat Echantillon dilution Origine (bourbier) 
N3 E2 10-2 NOUMERAT 

N4 a E2 10-4 NOUMERAT 
N4 b E2 10-4 NOUMERAT 
N5 E2 10-4 NOUMERAT 
N6 E2 10-4 NOUMERAT 
N7 E1 10-3 NOUMERAT 
N11 E2 10-2 NOUMERAT 
N13 S1 10-1 SEBSEB 
N15 E1 10-4 NOUMERAT 

N17 a E1 10-2 NOUMERAT 
N18 E2 10-3 NOUMERAT 
N19 E1 10-2 NOUMERAT 
N20 E2 10-3 NOUMERAT 

 

2.- Isolement des isolats susceptibles à dégrader le gasoil 

L'ensemencement des 13 isolats sélectionnés sur milieu BH liquide additionné de 2% de gasoil 

brute comme source de carbone nous a permis d'isoler 8 isolats qui ont montré une capacité à 

dégrader le gasoil et qui ont formé une turbidité de croissance. Les résultats obtenus sont 

représentés dans la photo5. 

 

Photo 5.Isolement des isolats susceptibles à dégrader le gasoil 
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3.- Caractérisation des isolats purifiés 

3.1.- Résultats 

3.1.1.-  Aspect macroscopique  

L’ensemencement sur milieu solide gélose nutritive nous a permis d’isoler treize colonies distinctes 

par leur aspect, leur taille et leur couleur, le temps d’adaptation diffère d’un isolat à un autre. Les 

résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 3 et photo 6. 

Les colonies bactériennes obtenues sont généralement lisses, irrégulières et convexes. 

Tableau 3.Aspect macroscopique des colonies isolées 

Critère 
isolat 

Diamètre 
(mm) 

couleur Forme Elévation Contour Opacité Surface 

N3 1 Jaune marron Punctiforme convexe irrégulière Opaque Lisse 
N4 a >1 blanc jaunâtre Punctiforme convexe irrégulière Opaque Lisse 
N4 b 7 Jaune marron Lobé convexe irrégulière Opaque Lisse 
N5 1 Jaune Rond convexe régulière Translucide Lisse 
N6 3 Marron Claire Lobe convexe irrégulière Translucide Lisse 
N7 >1 Blanche Rond convexe irrégulière Translucide Lisse 
N11 3 blanc jaunâtre Dentelé plat irrégulière Opaque Lisse 
N13 5 Jaune Lobé convexe irrégulière Opaque Lisse 
N15 >1 Blanche Punctiforme convexe irrégulière Translucide Lisse 
N17 a 5 Jaune Lobé convexe irrégulière Opaque Lisse 
N18 2 Blanche Lobé plat irrégulière Opaque Lisse 
N19 >1 blanc jaunâtre Punctiforme convexe irrégulière Opaque Lisse 
N20 >1 Blanche Punctiforme convexe régulière Opaque Lisse 
 

    

    
 

   
Photo 6.  Aspect macroscopique des isolats sélectionnés. (Lahreche et Bouhamida, 2017) 
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3.1.2.-Etude microscopique 

L'observation microscopique a été réalisée suivant deux étapes, après une observation à l'état frais et 

après coloration de Gram et au bleu de méthylène. Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau 

4. 

Tableau 4.Aspect microscopique des isolats sélectionnés 

Etat frai Coloration de Gram Coloration au 
bleu de méthylène 

Colonies Mobilité Arrangement Forme descellules Gram Présence de spores 
N3 - I/P/C Bacile + - 
N4A - I/A Coque - - 
N4B + C Petit Bacile + - 
N5 + I/A Bacile - - 
N6 - I/P Bacile + - 
N7 - I/A Bacile - - 
N11 - I Bacile + - 
N13 + I/A Coque + - 
N15 - I/A Coque + - 
N17A - T/A Coque + - 
N18 + I/C Bacile + + 
N19 - C Strepto bacille + - 
N20 - I/A bacile - - 
+ : Positive/présence/mobile A : En amas 
- : Négative/ absence/ immobile P : En paire 
I : Isolée C : En chênette 
T : Tétradée   

Les résultats consignés dans le tableau, montrent une variété des types bactériens. Les bactéries 

isolées sont généralement immobiles (9/13). Elles présentent différentes formes: bacille, coque ou 

streptobacille. Elles sont assemblées en différents arrangements soient Tétrade, en paire, en amas, 

en chainettes ou même isolées. Elles présentent aussi une paroi à Gram positif ou négatif. La 

coloration au bleu de méthylène a révélé la présence de spore uniquement chez la souche N18, les 

autres sont dépourvus.  

  

 

 

 

 

 

 

Photo 7. la présence des spores chez l’isolat N18 (Gx40).(Lahreche et Bouhamida, 2017). 
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N4a 

 
N5 

 
N11 

 
N13 

 
N17 

 
N18 

 
N19 

 
N20 

Photo 8.Aspect microscopique obtenu après la coloration de Gram (Gx40) 

(Lahreche et Bouhamida, 2017). 
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3.2.- Discussion 

Les résultats montrent que les isolats présentent une grande diversité entre eux. Selon Dommergues 

(1977), Les bactéries du sol ont une grande variété de formes. Elles peuvent être mobiles ou 

immobiles, et posséder ou non des formes de résistance (spores, kystes).Il faut signaler que la plus 

part des bactéries sélectionnés sont à Gram positif. Selon Vandercasteele (2005), Les souches les 

plus fréquemment décrites dans la biodégradation des hydrocarbures appartenant aux genres à Gram 

positif. 

 

4.- Utilisation des schémas d’identification des principaux groupes bactériens 

4.1.- Résultats 

Nous avons suivi une identification préliminaire pour les isolats sélectionnées en réalisant quelques 

tests d’orientation à savoir : la coloration de Gram, le test de catalase, le test d’oxydase et le test 

d’aérobiose (voir annexe).  Les schémas ci-dessous nous permettent d’orienter l’identification 

préliminaire de nos souches en sélectionnant un nombre de caractères significatifs pour sélectionner 

la famille ou le genre (Leyral et Joffin, 1998). 

 

 

Figure 4.  Orientation préliminaire d’identification des souches N5, N20 et N4a 
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Figure 5.  Orientation préliminaire d’identification des souches N18, N11 et N19 

 

 

Figure 6.Orientation préliminaire d’identification des souches N13 et N17a 
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4.2.- Discussion 

Le suivi des schémas d’identification dichotomique nous a permis de rapprocher nos isolats aux  

genres suivant à savoir: la souche N18 au genre Bacillus, la souche N5 aux genres Pseudomonas ou 

apparentés, les deux souches N20 et N4a au genre Acinétobacter, les souchesN11 et N19 aux genres 

Rhodococcusou Brevibacteriumet les deux souches N13 et N17a au genre Staphylococcus. Ces 

genres font parties des genres bactériens hydrocarbonoclastes prédominants cités dans la littérature 

des bactéries hydrocarbonoclastes (Gaudu, 2014). D’aparès Jagadevan et Mukherji (2004), les 

bactéries capables de dégrader les hydrocarbures font partie aux genres suivants: Pseudomons spp, 

Bacillus spp, Acinetobacter spp, Rhodococcus spp, Brevibacillus spp, Micrococcus spp. Selon 

Ballerini et Vandecasteel (1996), nombreuses souches appartenant aux espèces biodégradantes des 

hydrocarbures ont été isolées et sont principalement  des souches aérobies telles que: Pseudomons 

sp, Acinétobacter cloaceticus, Mycobacterium sp, Rhodococcus sp, Staphylococcus auriculans, 

Pseudomonas aerugenosa, Pseudomonas paucimobilis, Pseudomonas fluoriscens, Beijerinckia sp, 

Alcaligenes denitrificans et Alcanivorax borkumensis. 

 

5.- Identification des souches sélectionnés 

Le principe de l’identification de la galerie API est le même que celui de la méthode 

enzyme/substrat. Chaque cupule contient un substrat différent avec lequel chaque enzyme 

bactérienne réagit. Après une incubation à 37°C pendant 24 h, la lecture est effectuée à l’aide d’un 

catalogue analytique. En se basant sur les résultats des tests d’orientation, nous avons continué 

l’identification des huit souches par l’utilisation des galeries API selon le genre obtenu. Ainsi, nous 

avons choisi une galerie API 50 CHB (bioMérieux) pour la souche N18. Autres galeries API 20Eet 

API 20NE ont été choisies pour les souches N5, N20,  N4a, N11 et N19. Enfin des galeries API 

STAPH ont été choisies pour les deux souches N13 et N17a. Les résultats obtenus suite à 

l’identification sont présentés dans le tableau 5 et les photos en annexe.  
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Tableau 5.Identification biochimique des isolats sélectionnés. 

TEST Reaction enzyme N4a N5 N11 N13 N17a N18 N19 N20 
Type 

respératoire 
 AS AS AAF AAF AAF AAF AAF AAF 

Oxydase Cytochrome-oxydase - + + + + + + + 
Catalase Hydrolyse du peroxyde 

d’hydrogène 
- + + + + + + + 

ONPG ß-galactosidase (orthonitrophényl-
ßdgalactopyranosidase 

ND - - ND ND ND - - 

ADH Arginine dihydrolase + + ? - + + + - 
LDC Lysine décarboxylase ND - + ND ND ND + - 
ODC Ornithine décarboxylase ND - + ND ND ND - - 
CIT Utilisation du citrate ND + + ND ND ND + + 
H2S Production d'h2s ND - - ND ND ND - - 
URE Urease - - - - - + - - 
TDA Tryptophane désaminase ND - - ND ND ND - - 
TRP Production d’indole - - - ND ND - - - 
VP Production d'acétoïne 

(vogesproskauer) 
ND - ND + + ND ND ND 

GEL Hydrolyse GELatine (Gélatinase) - - + ND ND + + + 
GLU Oxidation glucose ND + - + + ND + + 
F / GLU Fermentation glucose - ND - ND ND - ND ND 
FRU Assimilation Fructose ND ND ND + + ND ND ND 
MNE Assimilation D-mannose ND ND ND + + ND ND ND 
MAL Assimilation D-maltose ND ND ND + - ND ND ND 
LAC Assimilation Lactose ND ND ND + - ND ND ND 
MAN assimilation mannitol ND - - + - ND - - 
TRE assimilationD-tréhalose ND ND ND + - ND ND ND 
INO Oxidation inositol ND - - ND ND ND - - 
SOR assimilation sorbitol ND - - ND ND ND - - 
RHA assimilation rhamnose ND - - + - ND - - 
SAC assimilation saccharose ND - - + - ND - - 
MEL assimilation melibiose ND + - - - ND - - 
XYL Assimilation D-xylose ND ND ND - + ND ND ND 
XLT Assimilation Xylitol ND ND ND - - ND ND ND 
AMY assimilation amygdaline ND - - ND ND  - - 
ARA assimilation arabinose - - - ND ND - - - 
MDG Méthyl-ddglucopyranoside ND ND ND - - ND ND ND 
NAG N-acétyl-glucosamine ND ND ND + - ND ND ND 
NO3 Réduction des nitrates en nitrites - ND + - + + ND ND 
ESC Hydrolyse (β-glucosidase) 

(ESCulin) 
- ND + ND ND + ND ND 

PNPG β-galactosidase (Para-
NitroPhényl-ßD-
Galactopyranosidase) 

- ND - ND ND ND ND ND 

Note : + : Test positif- : Test négatif      ND: Non Déterminé ; 
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5.1.- Utilisation d’ABIS en ligne 

5.1.1.- Resultats 

Finalement, la sélection du taxon le plus proche a été faite à l’aide de l’outil de laboratoire pour 

l'identification bactérienne « ABIS online-bacterial identification software » (Costin Stoica et 

Sorescu Ionut, 2015). Les huit bactéries isolées ont été rapprochées aux espèces consignées dans le 

tableau 6 ci-dessous. 

Tableau 6.  Identification des souches à l’aide d’ABIS online -Bacterial identification. 

Souche Taxon le plus proche % ID  

N4a Acinetobacter baumannii 87% 
Acinetobacter johnsonii 87% 
Acinetobacter junii 87% 
Acinetobacter rudis 87% 

N5 Pseudomonas mendocina 99% 
Pseudomonas alcaligenes 89% 
Pseudomonas putida 89% 
Pseudomonas fragi 88% 

N11 Brevibacterium iodinum 90% 
Brevibacterium linens 89% 
Brevibacterium avium 87% 
Corynebacterium pseudodiphthericum 69% 

N13 Staphylococcus arlettae 78% 
Staphylococcus sciuri 76% 
Staphylococcus gallinarum 72% 
Staphylococcus xylosus 72% 

N17a Staphylococcus schleiferi 93% 
Staphylococcus carnosussubsp. utilis 88% 
Staphylococcus saccharolyticus 88% 
Staphylococcus carnosussubsp. carnosus 88% 

N18 Bacillus filicolonicus 99% 
Bacillus licheniformis 97% 
Paenibacillus glucanolyticus 84% 
Paenibacillus macerans 78% 

N19 Brevibacterium iodinum 99% 
Brevibacterium linens 98% 
Brevibacterium avium 93% 
Corynebacterium pseudodiphthericum 77% 

N20 Acinetobacter haemolyticus 87% 
Moraxella bovis 86% 
Moraxella pluranimalium 86% 
Acinetobacter baumannii 85% 

% ID : Pourcentage d'identification 
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5.1.2.- Discussion  

Les résultats obtenus montrent que la souche N4a est proche de l’espèce Acinetobacter baumannii. 

Il est à rappeler qu’une souche bactérienne appartenant à cette espèce ayant la capacité de dégrader 

le gasoil a été isolée et identifiée par (Nkemet al., 2016).La souche N5 se rapproche de l’espèce 

Pseudomonas mendocina. Cette espèce est connue par sa dégradation detrichloroéthylène qui est 

présent en tant que polluant ou contaminant de l'eau(Rebertetal., 1989).Les souches N11 et N19 se 

rapprochent de l’espèce Brevibacterium iodinum qui peut faire la biodégradation des phénols 

(Kafilzadeh et Mokhtari, 2013). La souche N13 est proche de l’espèce Staphylococcus arlettae. 

Cette espèce est connue pour sa biodégradation des colorants azoïques des textiles (Fransisconet 

al., 2009). La souche N17a est proche de Staphylococcus schleiferi. Selon Igwo-Ezikpeet al. 

(2010), cette espèce peut dégrader les naphtalènes. La soucheN18 se rapproche de Bacillus 

filicolonicus. Une étude réalisée par (HassanetJasim, 2016) porte sur l’isolement des bactéries à 

partir des sols pollués par gasoil. Ils ont trouvé parmi les souches isolées, une souche appartenant  à 

cette espèce. Enfin la souche N20 est proche d’Acinetobacter haemolyticus. Il faut signaler que 

cette espèce ayant la capacité de dégrader plusieurs composés d’hydrocarbures (Lima et al., 2011). 

produisant des biosurfactans (Chen et al.,2012).  

Des travaux entamés par d’autres auteurs au niveau national permettent d’isoler quelques genres 

hydrocarbonoclastes des champs de forage; par exemple les résultats d'isolement bactérien de 

Khodja (2008). Ce dernier a pu isoler Enterobacter.sp, Citrobacter freundii, Staphylococcus 

auricularis à partir des échantillons obtenus de chantier de forage du champ de Hassi Messaoud. 

Akmouci (2009), a mis en évidence l’existence de Pseudomonas luteola, Enterobacter cloacae, 

Citrobacter freundi, Micrococcus varians, Bacillus sp dans un bourbier contaminé par les fluides de 

forage du champ de Hassi Messaoud. Et d’un bourbier de forage situé à Teguentour Ain saleh, 

Elmoun et Benkhebcheche (2016), ont pu isoler des espèces appartiennent à la famille des 

Enterobacteriaceae, Streptococcaceae, Bacillaceae. 
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6.- Index d’émulsification E24

6.1.- Résultats

Afin de confirmer et d’estimer la production de biosurfactants par les souches sélectionnées, nous 

avons réalisé le test

de gasoil (60/40 v/v). Les résultats nous montrent qu’il existe 5 souches bactériennes ayant la 

capacité de produire des biosurfactants avec un degré plus élevé pour les 3 souc

N4a.  Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau

 

Tableau 7

Souche 

N4a 

N5 

N11 

N13 

N17a 

N18 

N19 

N20 

 

 

La valeur la plus élevée est obtenue avec la souche 

et N4a avec un index d’émulsion 14,28 % et 12,85 % respectivement. Les souches N5 et N19 ont 

présenté une faible capacité de produire des biosurfactants. Alors, les souches qui restent présentant 

des valeurs nu
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Index d’émulsification E24

Résultats 
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Photo9.Capacité de production des biosurfactants par les souches sélectionnées 

 

6.2.- Discussion 

D’après les résultats obtenus, il en ressort que la souche N18 produit la plus grande quantité des 

biosurfactants avec un index d’émulsification de 42,28 %. Cette observation nous indique que cette 

souche présente un intérêt industriel certain et important grâce à la production de ces composés à 

activité émulsifiante. D’après Priya et Usharan  (2009), Bacillussp. produit des rhamnolipid qui 

présentent un rôle dans la bioremédiation. Rodríguez-Rodríguezet al. (2012) ont rapporté qu’un 

E24 > 50% indique que le microorganisme produit potentiellement des biosurfactants. Néanmoins, 

il faut tenir compte les conditions optimales pour la productivité maximale des biosurfactants. 

Mouafiet al. (2016) ont augmenté la valeur d’E24 d’un bacillus sp. Jusqu’a 79,96% par 

modification des conditions physico-chimique (température d'incubation 33°C,  pH 8 et période 

d'incubation 10 jours). 

Rodríguez-Rodríguezet al. (2012) identifient  cinq souches déférentes de Bacillus sp. avec des E24 

compris entre 0 et 62 %. Aussi, Nisha et al. (2016)  identifient  une souche Bacillus sp. Avec un 

E24 de 52.38%. Priya et Usharan (2009)  identifient  quatre souches Bacillus sp. ayant un E24 

compris entre 50 et 60%. 
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7.- Suivi de la cinétique de croissance des souches sélectionnées  

7.1.- Résultats 

Dans l'objectif d'isoler des souches bactériennes ayant une capacité de biodégradation performante 

envers le gasoil, les deux  souches N18 et N20 ont été choisi pour la suite des travaux. Ce choix est 

basé sur les résultats issus de test d’émulsification qui est un indicateur de production de 

biosurfactant. Ainsi que, la turbidité remarquée qui est un indicateur de croissance. 

Les souches retenues ont fait l’objet d’une suivie de cinétique de leurs croissance dans le milieu BH 

additionné de 2 % (v/v) de gasoil comme seul source de carbone en suivant la croissance 

microbienne en fonction du temps de culture en mesurant l'absorbance du milieu de culture chaque 

12 heures à 600 nm en utilisant un spectrophotomètre à UV, ce qui nous a permis de tracer les 

courbes représentées dans les figures suivantes. 

 

 

Figure 8.  Cinétique de croissance de la souche N18 dans le milieu BH avec 2 % de gasoil 

 

Le début de croissance de la souche N18 est mesuré par une turbidité initiale DO = 0,9. La  phase 

de latence  est absente. Ceci peut être lié à l’âge des bactéries d’une part et d’autre part à leur 

adaptation aux sources de carbone contenues dans le milieu BH. Sachant que la souche a été 

ensemencée auparavant dans une préculture en utilisant le même milieu. Quand une jeune culture 

en phase de croissance exponentielle transférée dans un milieu frais de même composition, la phase 

de latence est courte ou absente (Lansing, 2010). Nous aurions dû faire la mesure de croissance par 

heure mais les conditions de travail au niveau de laboratoire nous ont empêchées. Au bout de 12 

heures, on observe une augmentation de la croissance exprimée par une phase exponentielle atteinte 

une maximale croissance, c’est la phase où la croissance bactérienne et la consommation du gasoil 

est maximale, cette augmentation ralentie de 12 jusqu'à 36 heures. Cette période correspond à la 

phase stationnaire.  La valeur de turbidité durant cette phase presque stable. Au-delà de 36 heures 
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on assiste à une diminution continue de la densité optique, c’est la phase de déclin ; elle est 

caractérisée par la mort cellulaire due à l’épuisement du substrat et à l’accumulation de substances 

toxiques dans le milieu de culture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9.Cinétique de croissance de la souche N20 dans le milieu BH avec 2 % de gasoil 

 

En ce qui concerne la souche N20 d'après la figure 9, la DO augmente dès les premières heures 

jusqu'à atteindre une valeur maximale; cette augmentation correspond à la phase exponentielle, 

c’est la phase où la croissance bactérienne, qui est expliquée par l’assimilation des composés 

complexe de gasoil dissous dans le milieu minéral. La phase stationnaire est presque absente, ceci 

peut-être expliqué par l’implicitement de cette phase dans la première phase car nous n’avons pas 

fait une cinétique par heure. A partir de la 12e heure, on assiste à une diminution continue de la 

densité optique, c’est la phase de déclin. 

 

7.2.- Discussion 

Le suivie de la cinétique de croissance de la souche N18 dans le milieu BH avec 2 % de gasoil a 

révélé que cette souche capable d'utiliser le diesel pour sa croissance, qui commence par une phase 

exponentielle atteinte le maximale au bout de 12 heures, (la phase de latence est courte ou absente), 

puis la phase stationnaire ou l’augmentation est ralentie de 12 jusqu'à 36 heures, finalement la phase 

de déclin au-delà de 36 heures on assiste à une diminution continue de la densité optique, c’est la 

phase de déclin. Prakash et al. (2014) ont observé une situation semblable en suivant la croissance 

de la souche bacillus sp. ou la phase stationnaire atteint au bout de 39 heures, suivi par un déclin, 

mais Kaushishet al. (2012) note que la biomasse d’un bacillus sp. augmente exponentiellement 

pendant 3 jours, et reste stable jusqu'à 21 jours.  
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Photo 10.  Croissance de la souche N18 à différents pH dans le milieu BH contenant 2% de gasoil.  

 

La figure 11 montre la croissance de la souche N20 à différents pH dans le milieu BH contenant 2% 

de gasoil.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11.  Effet du pH pour la croissance de la souche N20  utilisant du gasoil à 30°C. 

 

L'effet du pH pour la croissance de la souche N20 avec du gasoil a montré une croissance maximale 

dans le pH 10. La croissance bactérienne a diminué tout en diminuant ou en augmentant le pH. 

 

8.2.- Discussion 

Le pH qui a permis une croissance optimale de la souche N18, était le pH 12. O'Leary (1989) note 

que le pH 7 est le pH optimal de croissance de la plupart des espèces du genre Bacillus. Néanmoins, 

il y a des espèces qui favorise un pH entre 9 et 12 comme Bacillus alcalophillus (Lewis et al., 

1981). 
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Le pH qui a maintenu une croissance optimal de la souche N20 était le pH 10, Nos résultats sont 

presque en accord avec ceux de Nandhini et al. (2014), qui ont trouvé que le pH optimum de 

croissance d’Acinetobacter baumanniiavec 1% de gasoil c’était entre 7 et 8.  

 

9.- Etude de l’optimum de température 

9.1.-Résultats 

Nous avons constaté que la température est un facteur important qui affecte le potentiel de 

dégradation du gasoil par les bactéries. En effet la température optimale de croissance de la souche 

N18 et N20 dans le milieu BH additionné de 2 % (v / v) de gasoil comme seul source de carbone a 

été évaluée et trouvée maximale à 30°C. La croissance minimale a été observée à 37.5°C.  

 

Les figures 12 et 13 montrent la croissance des souches N18 et N20 à différentes températures dans 

le milieu BH additionné de 2 % de gasoil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12.  Effet de température sur la croissance de la souche N18  utilisant du gasoil à 30°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13.  Effet de température sur la croissance de la souche N20 utilisant du gasoil à 30°C. 

 



Résultats et discussion

 

 

9.2.- Discussion

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

Mnifet al. (2013),

diesel par 

subtilis montre un meilleur taux de croissance à 37 °C. 

température optimale pour que la dégradation du gasoil  par 

maximum est 35 °C. Les travaux de 

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

de 30 à 35°C. 

hydrocarbure par les bactéries atteinte le maximum dans une ga

°C. 

 

10.- Tolérance des souches au gasoil

10.1.- Résultats

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

concentration initiale de gasoil sur la croissance des souches N18 et N

température de 30°C et pH 7 pendant 48 heures. 

 

Figure 14.  

 

Concernant la souche N18, une croissance maximale a été observée dans une 

de 20 % comme le montre la figure

concentration initiale de 5%.

 

Résultats et discussion 

Discussion 

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

. (2013), qui 

diesel par Bacillus subtilis

montre un meilleur taux de croissance à 37 °C. 

température optimale pour que la dégradation du gasoil  par 

maximum est 35 °C. Les travaux de 

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

de 30 à 35°C. Das et Chandran (2010),

hydrocarbure par les bactéries atteinte le maximum dans une ga

Tolérance des souches au gasoil

Résultats 

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

concentration initiale de gasoil sur la croissance des souches N18 et N

température de 30°C et pH 7 pendant 48 heures. 

14.  Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N18 à pH 7 et 30 °C.

Concernant la souche N18, une croissance maximale a été observée dans une 

de 20 % comme le montre la figure

concentration initiale de 5%.

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

qui ont constaté que 30°C était la température optimale pour la dégradation du 

Bacillus subtilis SPB1. Aussi, 

montre un meilleur taux de croissance à 37 °C. 

température optimale pour que la dégradation du gasoil  par 

maximum est 35 °C. Les travaux de 

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

Das et Chandran (2010),

hydrocarbure par les bactéries atteinte le maximum dans une ga

Tolérance des souches au gasoil

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

concentration initiale de gasoil sur la croissance des souches N18 et N

température de 30°C et pH 7 pendant 48 heures. 

Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N18 à pH 7 et 30 °C.

Concernant la souche N18, une croissance maximale a été observée dans une 

de 20 % comme le montre la figure

concentration initiale de 5%. 

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

ont constaté que 30°C était la température optimale pour la dégradation du 

SPB1. Aussi, (Priya et Usharani, 2009)

montre un meilleur taux de croissance à 37 °C. 

température optimale pour que la dégradation du gasoil  par 

maximum est 35 °C. Les travaux de Dahalan et al

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

Das et Chandran (2010),

hydrocarbure par les bactéries atteinte le maximum dans une ga

Tolérance des souches au gasoil 

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

concentration initiale de gasoil sur la croissance des souches N18 et N

température de 30°C et pH 7 pendant 48 heures. 

Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N18 à pH 7 et 30 °C.

Concernant la souche N18, une croissance maximale a été observée dans une 

de 20 % comme le montre la figure14. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une 

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

ont constaté que 30°C était la température optimale pour la dégradation du 

(Priya et Usharani, 2009)

montre un meilleur taux de croissance à 37 °C. 

température optimale pour que la dégradation du gasoil  par 

Dahalan et al. (2014

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

Das et Chandran (2010), ont rapporté que dans le sol, la dégradation d’un 

hydrocarbure par les bactéries atteinte le maximum dans une ga

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

concentration initiale de gasoil sur la croissance des souches N18 et N

température de 30°C et pH 7 pendant 48 heures.  

Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N18 à pH 7 et 30 °C.

Concernant la souche N18, une croissance maximale a été observée dans une 

. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une 

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

ont constaté que 30°C était la température optimale pour la dégradation du 

(Priya et Usharani, 2009)

montre un meilleur taux de croissance à 37 °C. Palanisamy

température optimale pour que la dégradation du gasoil  par Acinetobacter

. (2014) sur une souche 

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

ont rapporté que dans le sol, la dégradation d’un 

hydrocarbure par les bactéries atteinte le maximum dans une gamme de température entre 30 et 40 

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

concentration initiale de gasoil sur la croissance des souches N18 et N

Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N18 à pH 7 et 30 °C.

Concernant la souche N18, une croissance maximale a été observée dans une 

. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une 

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

ont constaté que 30°C était la température optimale pour la dégradation du 

(Priya et Usharani, 2009) ont rapporté que 

Palanisamy et al. (2014)

Acinetobacter baumannii

sur une souche Acinetobacte

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

ont rapporté que dans le sol, la dégradation d’un 

mme de température entre 30 et 40 

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

concentration initiale de gasoil sur la croissance des souches N18 et N20 dans le milieu BH à une 

 

Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N18 à pH 7 et 30 °C.

Concernant la souche N18, une croissance maximale a été observée dans une 

. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une 

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

ont constaté que 30°C était la température optimale pour la dégradation du 

ont rapporté que 

. (2014) ont constaté que la 

baumannii atteinte son 

Acinetobacte

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

ont rapporté que dans le sol, la dégradation d’un 

mme de température entre 30 et 40 

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

20 dans le milieu BH à une 

Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N18 à pH 7 et 30 °C.

Concernant la souche N18, une croissance maximale a été observée dans une concentration initiale 

. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une 

45

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

ont constaté que 30°C était la température optimale pour la dégradation du 

ont rapporté que Bacillus 

ont constaté que la 

atteinte son 

Acinetobacter DRY12 

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

ont rapporté que dans le sol, la dégradation d’un 

mme de température entre 30 et 40 

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

20 dans le milieu BH à une 

Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N18 à pH 7 et 30 °C. 

concentration initiale 

. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une 

45 

Dans la présente étude, nous avons constaté que la température optimale pour une croissance 

maximale des deux souches N18 et N20 c’est à 30°C, ce qui est en accord avec les résultats de 

ont constaté que 30°C était la température optimale pour la dégradation du 

Bacillus 

ont constaté que la 

atteinte son 

DRY12 

démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures a été observée en culture pure autour 

ont rapporté que dans le sol, la dégradation d’un 

mme de température entre 30 et 40 

Des concentrations initiales en gasoil de 5 à 20% ont été utilisées pour étudier l'effet de 

20 dans le milieu BH à une 

concentration initiale 

. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une 



Résultats et discussion 
 

46 
 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0% 5% 10% 15% 20%

Concentrations de gasoil

DO 600nm

 

 

Photo11.  Croissance de la souche N18 à différents concentrations initiales en gasoil dans le milieu 

BH. 

 

Concernant la souche N20, une croissance maximale a été observée dans une concentration initiale 

de 10%  comme le montre la figure 15. La croissance bactérienne minimale a été observée dans une 

concentration initiale de 20 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Effet de la concentration initiale de gasoil sur la croissance de N20 à pH 7 et 30 °C. 

 

10.2.- Discussion 

Des concentrations de gasoil variant de 0 à 20% (v/v) ont été testées pour la tolérance des souches 

N18 et N20 aux fortes concentrations du gasoil. Nous avons remarqué que la souche N18 

supportent jusqu’à 20% de gasoil, où son optimum de croissance, et la viabilité des cellules diminue 
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tout en diminuant la concentration de gasoil. Babalola et al. (2016) ont publié un travail récent 

montre que Bacillus sp. a une bonne tolérance à 20% de concentrations de pétrole brut et de gasoil. 

Ce qui conforte les résultats obtenus de l’étude de l’influence du gasoil sur la croissance de souche 

N18 du genre Bacillus sporulé (Photo 7) démontrant une tolérance au gasoil à 20% (v/v). Singh et 

Lin  (2007) ont rapportés que Bacillus spp était le genre le prédominant de toutes les bactéries qui 

utilisent le pétrole brut et identifiées dans des échantillons de sol hautement pollués (30 et 40% de 

pétrole brut). Ce qui indique que les Bacillus spp sont les plus tolérants aux niveaux élevés 

d'hydrocarbures dans le sol en raison de leurs endospores résistantes.  

D’autre part, nous avons remarqué que la souche N20 a une croissance maximale à 10% de gasoil, 

et la viabilité des cellules diminue tout on diminuant ou on augmentant la concentration de gasoil. 

Ce résultat ne conforme pas à ceux rapportés par les auteurs. Les travaux de Dahalan et al. (2014), 

sur une souche AcinetobacterDRY12 démontrent que la biodégradation optimale des hydrocarbures 

a été observée en culture pure autour de 4 à 6% de gasoil, et capable de tolérer plus que 8%. 

Palanisamy et al. (2014) ont rapporté que la concentration de gasoil optimale pour que la 

dégradation du gasoil par Acinetobacter baumannii atteinte son maximum est 4%. Pratiwi et 

Harmin (2016) ont rapportés que la concentration de 10% (v / v) de diesel peut être considéré 

comme une concentration élevée en hydrocarbures, avec une toxicité potentielle vis-à-vis de la 

plupart des microorganismes, mais les isolats purifiés par cette étude, devraient tolérer des 

concentrations élevées en hydrocarbures et leur toxicité potentielle, par ce que à une certaine 

concentration, le gasoil peut être toxique pour les microorganismes en raison de l'effet solvant  qui 

détruit la membrane cellulaire  

Aussi, on note que les deux souches testés n’ont pas la même tolérance au gasoil, ceci peut être 

expliqué par le différent arsenal enzymatiques que possède chaque souche ainsi que leurs modes de 

fonctionnement sur les différents types d’hydrocarbures qui composent le contaminant (Khelil, 

2015).  

Les résultats sont conformes à ceux rapportés par Khelil (2015) qui avancent que les bactéries 

isolées d’une région contaminée d’une façon chronique par les hydrocarbures (bourbier de forage 

pétrolier) supportent des concentrations considérables d’hydrocarbures, parce que dans les zones 

polluées par ces derniers, des mécanismes d’induction des enzymes d’intérêt dans sa biodégradation 

ont été retrouvés, et les bactéries ont la capacité de répondre plus rapidement aux nouvelles sources 

d’hydrocarbures que les bactéries trouvés dans des régions dépourvues de contamination. 
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Le problème majeur dans les opérations de forage pétroliers est l’utilisation de boue de forage à 

base d’huile, qui relatif à la pollution engendrée. En terme quantitatif, le gasoil est un des polluants 

organiques le plus répandu dans les champs de forage du fait de la concentration importante utilisée. 

En effet, le nombre important de sites pollués suite aux opérations de forages, constitue depuis 

quelques années un souci majeur pour la santé humaine, l'écosystème et l'environnement. Le 

diagnostic des techniques de traitement utilisées depuis plus d'une quinzaine d'années a montré des 

imperfections majeures (Khodja, 2008). 

L’objectif de notre étude est de contribuer à isoler a partir de sols contaminés par les hydrocarbures, 

des bactéries autochtones possédant des traits très intéressants pour un éventuel recours à une 

biodégradation des polluants organiques dans les sols contaminés par les rejets inhérents à l’activité 

de forage. 

 

La première partie de l'étude s'est intéressée à l’isolement et la caractérisation des isolats sur gélose 

nutritive et de sélectionner entre eux les hydrocabonoclastes performantes dégradant de gasoil par 

culture des souches dans le milieu liquide Bushnell Haas additionné de gasoil comme seule source 

de carbone et surveiller la turbidité de milieu, puis identifier morphologiquement et 

biochimiquement les isolats sélectionnés.  

 

La seconde partie de l'étude s'est intéressée à tester l’activité d’émulsification qui nous permet 

d’estimer la production de biosurfactants par les isolats selectionnés et d’optimiser les conditions de 

croissance bactériennes des souches sélectionnées dans le milieu Bushnell Haas additionné de 

gasoil comme seule source de carbone. Pour cela, nous avons procédé à l’étude de l’effet du pH, de 

température et la concentration de gasoil initiale sur la croissance bactérien.  

L’ensemble des résultats que nous avons obtenus se résume ainsi:  

Nous avons pu isoler un nombre faible à partir de tous les échantillons utilisés, au total 20 isolats 

ont été observés sur l’ensemble des boites d’isolement. On se basant sur des critères 

morphologiques nous avons sélectionnées 13 isolats. Ces derniers ont été l’objet d’une étude macro 

et micromorphologique. Le suivi de la turbidité sur milieu Bushnell Haas, nous a permis de trouver 

huit isolats ayant une activité hydrocarbonoclaste. 

En se basant sur leurs caractères macroscopiques, microscopiques, biochimiques et physiologiques, 

nous avons pu rapprocher les huit souches bactériennes aux genres suivant: Bacillus, 

Staphylococcus, Pseudomonas, Acinetobacter et Brevibacterium. 

 

Les résultats de test d’émulsification nous ont permis de suggérer qu’il y a eu une production de 

biomolécules ayant des propriétés tensio-actives confirmés par les index d’émulsion (E24). Ainsi, 
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nous avons sélectionné pour la suite des travaux, les 2 souches ayant montré la plus grande capacité 

d’émulsification, la souche N18 avec un index de 42,28 % et la souche N20 avec un index de 14,28 

%.    

Ces souches ont été rapprochées aux genres Bacillus et Acinétobacter successivement.  

La cinétique de croissance a montré une croissance maximale au bout de 12h d’incubation pour les 

deux souches. L’étude de l’influence du pH sur la croissance a révélé un pH optimum de 12 pour la 

souche N18 et 10 pour la souche N20. L’étude de l’influence de température sur la croissance 

indique une température optimale de croissance 30°C pour les deux souches.  

La tolérance à la concentration initiale de gasoil atteinte 20% pour la souche N18, et 10% pour la 

souche N20.  

 

A la lumière des résultats obtenus de cette étude, il est recommandé de : 

- Caractériser les biosurfactants produits par la souche N18.  

- Réaliser une étude sur la cinétique de dégradation de quelques uns des principaux 

constituants. du gasoil, par la souche N18. 

- L’identification moléculaire des souches microbiennes responsables de cette biodégradation.  

- Envisager un éventuel recours à une culture mixte, avec un test à l’échelle du laboratoire. 
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Annexe 
 

  



 

Milieux de culture Bushnell-Haas (ATLAS, 2005) 

Composition : 

  
  
Phosphate de potassium monobasique (KH2PO4)………………………... 1.0g 
Hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4)…………………………... 1.0g 
Nitrate d'ammonium (NH4NO3)………………………………………….. 1.0g 
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4·7H2O)……………………. 0.2g 
Chlorure de fer (FeCl3) …………………………………………………... 0.05g 
Chlorure de calcium dihydraté  (CaCl2·2H2O) ………………………….. 0.02g 
  

 

 

Préparation du milieu:  

L’huile (hydrocarbure) filtré et stérilisé et ajouté de manière aseptique 10,0 ml d'huile stérile à 

990,0 ml de Bushnell-Haas stérile refroidi. Mettre le mélange dans un récipient de mélangeur 

stérile. Mélanger à faible vitesse pour minimiser l'incorporation d'air dans le milieu. 

 

Utilisation:  

Pour la culture et l'énumération des bactéries hydrocarbonoclastes . 

 

  



Résults de isolements des souches 

 
 

  

 
 

  

 
 

  

 

 

 
 

  



Résults de purification des souches 

 
 

  

 
 

  

 
 

  

   
  



Culture des souche N11, N13, N17a, N18 et N18 sur milieu Chapman 

 

 

 
   

 

 

 
   

 
 

  



Résultats de culture du mileu Viande-Foie 

 

 



Procédure d’utilisation de la galerie API 20 NE 

 

 







 

  



Procédure d’utilisation de la galerie API 20 E 

 









 

 

 

  



Résultats d’utilisation de la galerie API 20 E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Procédure d’utilisation de la galerie API STAPH 

 







 

 



Résultats d’utilisation de la galerie API STAPH 

 

 

 

 

 

 

 
















