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Mots clés:

Corrosion bactérienne, bactéries de la corrosion, bactéries sulfatoréductrices ( BSR ),
acier au carbone, techniques microbiclogiques, sulfures, sulfates, techniques

électrochimiques, pouvoir corrosif, antagonisme, bactéries antagonistes, culture
discontinue.
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Résumé

Ce travail consiste en une contribution ¢ la compréhension du phénoméne de la corrosion
hactérienne. La premiére partie a porté sur 'étude du powvoir corrosif des bactéries
sulfatoréductries ( BSR ) vis a vis de Iacier au carbone, par des techniques
microbiologiques et électrochimiques. :

Dans la deuxiéme partie, nous avons tenté de mettre en oeuvre une technique
microbiologique d’inhibition de la croissance des BSR, basée sur Putilisation des bactéries
antagonistes.

Les essais ont été réalisés avec des cultures mixtes en discontinu ( batch ) de BSR et
d’antagonistes bactériens. L’influence de la concentrations de | ‘inoculum en antagonistes
bactériens sur le réduction du nombre des BSR, en fonctions du temps, a été étudiée. Les
résultats obtenus des cinétiques de croissance des BSR ont montré une diminution de

Pordre de 99% du nombre de bactéries sufatoréductrices en présence des anfagonistes
bactériens.

Abstrace:

This investigation represents a contribution to the microbiologically induced corrosion
-knowledge ( M.1.C). In first part, the influence of sulfate reducing bacteria ( SRB ) on mild
steel corrosion was studied by using electrochemical und microbiological technics.

fa order to attemps a technic of inhibiting a growth of SRB was realised. An antagonists
bacteria against SRB were developped. Antagonist exert using a batch culture process of
SRB and antagonists bacteria was used.

The influence of antagonists bactreria concentration on the SRB developpment versus a

time was establihed. An measurments of growth cinetic have been used to show a decrease
number of SRB. The results were showed to decrease a 99 % of SRB.
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AVANT PROPOS

Il arrive, souvent, que la pression statique absolue en téte de puits de pétrole diminue rapidement
au cours de |'exploitation d’un gisement. L’extrapolation de la relation: pression - production
cumulée, montre que la récupération de pétrole n’atteint qu’un trés faible pourcentage des

réserves estimées. Dans certains cas, un procédé artificiel, permettant d’améliorer le drainage
naturel, est utilisé.

Il s’agit de l'injection d’eau sous pression dans la formation géologique; pour réaliser la
récupération secondaire de pétrole. Cette technique permet des récupérations qui dépassent
souvent le double de celles obtenues par voie primaire. Cette opération dépend évidemment en

premier lieu de la perméabilité de la roche réservoir du gisement pétrolier et de {a nature de I’eau
d’injection.

L injection d’eau a pour but:

- d’éliminer I’eau souvent salée produite avec le pétrole, quand son élimination est lmp0551ble en
surface; :

- d’améliorer le balayage latérale ou verticale des zones productrices et d’éliminer les tensions
interfaciales qui sont responsables de la saturation résiduelle de la roche réservoir en pétrole;

- d’améliorer la récupération du pétrole par poussée radicale & partir des puits d’injection vers les

puits de production. Ceci permet le maintien de pression pour favoriser une récupération
suffisante de pétrole.

La production de pétrole, dans le champ de Zarzaitine ( Région d’'In Aménas ), est assurée grice
au maintien de pression due 4 I'eau injectée (récupération secondaire). Le champ est doté de 26
© puits producteurs d’eau dont la production quotidienne est évaluée a environ 15.10° m®,

L’eau arrivant des centres de séparation rentre dans les bacs de stockage du centre principal
d’injection d’eau ( CPIE ). Aprés un traitement chimique préliminaire (injection d’oxygéne
scavanger ) et une filtration, I'eau est acheminée vers la station de pompage. Grice 3 deux
dorsales d’injection, I’eau est desservie vers les puits injecteurs du champ. Les bactéries
sulaftoréductrices ( BSR ) responsables de la corrosion de ces dorsales ne sont pas originaires des

réservoirs d'eau. Elles sont introduites au cours des opérations de forage ou de work-over
(récupération de puits).

L’intervention des BSR dans le processus de corrosion a donné naissance & la biocorrosion ou la
" corrosion microbienne ou encore la corrosion bactérienne. Quand les conditions de milieu sont
favorables ( pH, température et substances nutritives ), les bactéries commencent i proliférer, en
constituant des colonies bactériennes aux alentours des puits producteurs. Elles envahissent tous

les réseaux ou I’eau circule et se retrouvent dans les eqmpements de production de pétrole et les
installations de surface.
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Fig. 4: Circuit eIectnque équivalent P diagramme d’impédance de Nyquist en présence d'un
biofilm bactérien et en absence un de diffusion.
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Fig. 9: Variation de la concentration en BSR dans les milieux de culture MC1 et MC2 inoculés
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Fig. 10: Variation de la densité optique des milieux de culture MC1 et MC2 inoculés par une
culture mixte de BSR en fonction du|temps d’incubation.

Fig. 11: Evolution du PH des milieux de culture MC1 et MC2 inoculés par une culture mixte de
BSR en fonction du temps d’incubation.

Fig. 12: Vananan de la concentration en sulfates dans les milieux de culture MCI et MC2
" inoculés par une culture mixte de BSR en fonction du temps d’incubation.
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Fig. 13: Variation de la'concéntratiorIl en sulfures dans les milieux de culture MC1 et MC2
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Fig. 15: Principales formes de la varialtion du potentiel libre d’un acier enfonction du temps.

Fig. 16: Variation du potentiel libre de lacier en fonction du temps d’exposmon et en fonction

de milieu utilise. Le milieu contaminé contient 1% de Vinoculum de la préculture mixte des
BSR.
| ;

Fig. 17: Evolution du pH du milieu Ide culture MC2 inoculé par les bactéries p;'ovenant des
souches sulfatoreductrices isolées de I eau de Zarzaitine, en fonction du temps d’incubation.

Fig. 18: Evolution de la concentratmn bactérienne dans le milieu de culture MC2 inoculé par

les bactéries provenant des souches sulfatoreductrices isolées de I'eau de Zaruaitine, en
fonction du temps d’incubation.

Fig. 19: Variation de la densité optique du milieu de culture MC2 inoculé par les bactéries
provenant des souches sulfatoreductrices isolées de I'eau de Zarzaitine en fonction du temps.

Fig. 20: Variation de la concentration en sulfates dans le milieu de culture MC2 inoculé par les
bactéries provenant des souches sulfatoreductrices isolées de I'eau de Zarzaitine, en fonction du
temps. '

Fig. 21: Variation de la concentration des sulfures dans le milieu de culture MC2 inoculé par

les bactéries provenant des souchés sulfatoreductrices isolées de I'eau de Zaruitine, en
fonction du temps.

Fig. 22: Voltampéfograrﬁmes de Pacier au carbone ploﬁgé dans le milieu de culture non
inoculé et inoculé par la BSR la plus corrosive.

Fig. 23: Voltampérogrammes de Vacier au carbone plongé dans le milieu de culture non
inoculé et inoculé par la BSR la moins corrosive.

_ Fig. 24: Evolution, en foncti‘an du temps, du potentiel de corrosion de Uacier plongé dans le
milieu de culture MC2 inoculé par les bactéries provenant des souches sulfatoreductrices
isolées de 'eau de Zarzaitine.

Fig. 25: Variation de la vitesse de|corrosion en fonction du temps dans le milieu de culture

. MC2 inoculé par les bactéries provmant des souches de bactéries sulfatoreductrices isolées de
I ‘eau de Zarzaitine.
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Fig. 26: Variation du courant de corrosion en fonction du temps.dans Te nilieu de culture MC2

inoculé par les bactenes provenant des souches de bactéries sulfatoreductrices isolées de l'eau
de Zarzt_utme.

Fig. 27: Evolution de la pente anodique des droites de TAFEL en fonction du temps
d’exposition de 1 ’ac:er plongé dans | le milieu de culture MC2 inoculé par les bactéries
provenant des souches sulfatoreductrices isolées de Peau de Zarzaitine.

Fig. 28: Evolution de la pente cat)nodique des droites de TAFEL en fonction du temps

d’exposition de Uacier plongé dans| le milieu de culture MC2 inoculé par les bactéries
provenant des souches sulfatoreducMces isolées de 'eau de Zarzmtme.

Fig. 29: Evolution des diagrammes d’impédance de I'électrode de travad plongée dans le milieu
de culture inoculé par Desulfovibrio s}JI durant le 17, le 2™ et le f"“ Jaur d’incubation.

Fig. 30: Suite de évolution des dnjlgrammes d’impédance de 1 ’electrode de travail plongée
dans le milieu de culture inoculé par Desulfovibrio spl1 durant le 5'}"" le 6™ et le 75"‘ Jjour
d’incubation.

Fig. 31: Evolution des diagrammes d’i mpedance de Uélectrode de travml plongee dans le milieu
de culture inoculé par Desulfovibrio sp2 durant le 17, le 2™ et le £™ Jour d’mcubatmn.

Fig. 32: Suite de Uévolution des dnlzgranunes d’impédance de V'électrode de travail longée
dans le milieu de culture mocule par Desulfowbno sp2 duram‘ le 5™ le 6‘”" etle 75"‘
d’incubation.

Jjour
Fig.33: Evolution de la concentration en bactéries sulfatoréductrices provehant de la souche

bactérienne Desulfovibrio spl cultivée dans le milieu naturel en absence, en présence des
antagonistes et en fonction du temps.

Fig. 34: Evolution de la concentration en bactéries sulfatoreductnces provenant de la souche

bactérienne Desulfovibrio sp1 _culuvée dans le milieu naturel en présence des antagonistes et en
Jfonction du temps

Fig.35: Evolution de la cancentratt#m en bactéries sulfatoréductrices provenant de la souche
_ bactérienne Desulfovibrio spl cultivée dans le milieu naturel en absence, en présence des
antagonistes et en fonction du temps.|

Fig. 36 Evolution de la concentration en bactéries sulfatoréductrices provenant de la souche

bactérienne Desulfowbno spl cultivée dans le milieu naturel en présence des antagonistes et en
- fonction du temps.
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dans le milieu de culture MC2 inoculé par la souche Desulfovibrio spl.

Tableau 15: Résultats des caractéristiques électrochimiques de linterface de Uacier plongé
dans le milieude culture MC2 inoculé lpar la souche Desulfovibrio sp2.

Tableau 16: Identification macroscopique des bactéries antagonistes isolées sur gélose nutritive
a partir de Peau d’injection ZR-641. '

Tableau 17: Résultats de 1 ’idennﬁcatlion microscopique des bactéries antagonistes isolées sur
gélose nutritive a partir de U'eau d’injection de Zarzaitine ZR-641.

Tableau 18: Identification systématique de la bactérie antagoniste A203 isoleé & partir de I'eau
ZR-641.

Tableau 19: Identification systématique de la bactérie antagoniste A232 isoleé a partir de 'eau
ZR-641. '
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Tableau 21: Résultats des denombrements de la bactérie corrosive en présence et en absence

des antagonistes bactériens de Staphylococcus utilisés aux concentrations en moculum de 2%,
4% et 10%.

Tableau 22: Résultats des denombrements de la bactérie corrosive en presence et en absence
des antagonistes bactériens de Pseudomonas utilisés aux concentrations en inoculum de 2%,
4% et 10%.

Xiv




elaizl dsah i:_-.lr“,l‘ it
DIBLIOTHEGUE — i.o.e=mad}
Ecolo Nationale Polytechnigue

Liste des histogrammes et des planches par chapitre

CHAPITRE 1

Planche 1: Mécanisme de la réduction des sulfates en sulfures chez les bactéries
sulfatoréductrices.

CHAPI TRE IIT

Htstogramme 1: Répartition des colonies de BSR isolées a partir de I’échantillon d’eau ZR- 641
sur le nubeu de culture solide.

Planche 2: Observation microscopique des bactéries sulfatoréductrices isolées de Ieau
d’injection ( Grossissement x1000 ). | -

Histogramme 2: Variation du taux d’élimination des BSR corrosive en fonction de la

concentration en inoculum de lamfagomste( ): Desulfovzbrm spl + Pseudomonas ( # )
Desulfovibrio sp1 + Staphylococcus. .

Planche 3: Isolement et observation morphologique des bactéries antagonistes.




Liste des symboles et abréviations

A = Absorbance

A P.S = Adénosine phosphosulfate

A.T P = Adénosine triphosphate

BSR = Bactéries sulfatoréductrices

Cg4 = Capacité de la double couche électronique

C;= Capacité d’un biofilm

dX/dt = Vitesse de croissance

E =Potentiel au repos ou potentiel libre d’une électrode (mV ou V )
E,., = Potentiel réversible d’une électrode { mV ou V)
E.., = Potentiel de corrosion d’une électrode

E.N_H = Electrode normale d’hydrogéne

E.C.S = Electrode de Calomel saturée

F = Nombre de Faraday ( 96500 C )

G = Temps de génération (h)

G'= Gram négatif

G' = Gram positif

G.N = Gélose nutritif

icor. = courant de corrosion (L Alem® )

i, = Courant cathodique ( mA )

- i, = Courant anodique ( mA )

I, = lumiére transmise

I, = lumiére incidente

j = Nombre imaginaire ( V-1 )

n = Nombre d’électrons mis en jeu

O.N.P.G = Ortho- nitrophényl- . D- galactopyranoside
P.A P.S = Phosphoadénosine 5’ phosphosuifate

R= Résistance de transfert de charges (QQ)

R.= Résistance de la solution ou d’un milieu de culture (Q)
R~ Résistance d’un biofilm (£2)

T = Transmitance ‘

Veorr. = Vitesse de corrosion ( mV/s )

V_F = Viande de foie '

V.P = Voges- Prokauer

X = Concentration cellulaire at =0

X, = Concentration cellulaire at=0

Z = Impédance (Q.cm®)

Z,, = Partie imaginaire de l’lmpedance g Q.cm?)

Z ;= Partie rélle de I’impédance (Q cm )

OL_,.:E:I iﬂ.ll:.n“' w," LJJ‘-‘
CIBLIOTHEQUE — i -—cmd!
Ecola Hatisnale Polytechnique

vii



Liste des symboles Grecs

BISLIDTHEQUE — izl

N = Sutention { mV ou V') Ecolc Nationale Polyte‘ehmqulr

1 A/ecm® = Densité du courant

B. = Coefficient de Tafel anodique

B, = CoefTicient de Tafel cathodique

® = Vitesse angulaire ou pulsation ( rd/s )
¢ = Angle de déphasage ( degré )

& = Polarisation (mV )

o = Coefficient molaire d’adsorption

I = Vitesse spécifique de croissance (h™)
I max = Vitesse spécifique de croissance maximale (h™)
2= 0hm

nm = nanometre

viii



@l ancdl by L el
BIBLIOTHEQUE — i - =)
Eceie Natisnale Polytectinique




INTRODUCTION

L’impact de la corrosion sur I’économie en général et I"environnement en particulier est
important. En effet, les pertes engendrées peuvent aller de 1 a 4% du PNB dans les pays
industrialisées (Cabrillac- 1995 ). Les divers analyses effectuées dans ce domaine montre
qu’il est possible de réduire de 40% l¢s pertes attribuées a la corrosion. D’autre part, I’essor
industriel entrepris par I’Algérie fémt que les problémes de corrosion et la protection des

matériaux prennent de plus en plus d’importance, tout particuliérement dans le domaine
pétrolier.

En effet, 'industrie pétroliére utilise des installations meétalliques de surface et des
canalisations (prés de 14000 Km ) confrontée a la corrosion bactérienne. D’autant plus qu’on
estime, aujourd’hui, qu’au moins un tiers de I’ensemble de la corrosion est attribué aux
micro-organismes. Ces derniers habitent des milieux variés; ils sont ubiquistes ( Degrement -
1993, Pelment -1993 ) 1l faut savoir que I’estimation de la perte due a la corrosion
bactérienne a été évaluée entre 500 et 2000 millions de dollars/an ( Lonchay -1979 ). D’autre
part, les besoins toujours croissants en eau, aussi bien sur le plan domestique qu’industriel
n’ont fait qu’augmenter la prolifération des réseaux de canalisations. Ces réseaux véhiculent
des eaux de différentes origines. On retrouve les eaux souterraines et les eaux de surface.
Dans ces conditions, la présence de certaines bactéries caractéristiques a chaque eau est
inévitable. La prolifération de ces micro-organismes nécessite la présence d’un
environnement contenant toutes les substances utiles pour la synthése du matériel cellulaire et
la génération de !’énergie cellulaire. Parmi ces micro-organismes, on trouve les bactéries de la
corrosion ou bactéries sulfatoréductrices (BSR). En effet, la croissance des BSR dans les

canalisations en acier 4 pour conséquences nuisibles a plusieurs niveaux entrainant des cofits
supplémentaires:

o Les opérations d’exploitation: les fuites fréquentes de produits obligent a des arréts et a

/e, ¥interventions des équipes techniques pour le remplacement des pi¢ces corrodées.

e Les investissements: pertes d’équipements, reprise de tubings, colmatage et obstruction
totale ou partielle des tuyauteries.

e 1’environnement: odeurs nauséabondes dues a des produits de la corrosion causant la
contamination des nappes phréatiques par infiltration des eaux de surfaces.

1.a connaissance de I’origine de |’eau, la nature des installations, ’'usage prévu, les paramétres
physico-chimiques et microbiologiques de I’eau permet d’envisager un traitement adéquat
(Berger -1981 ). Les traitements les plus utilisés sont de nature physique ( décantations,
filtrations, chauffages...) et chimique ( utilisation de biocides de nature soit bactériostatiques
ou bactéricides ). Seulement, les coits des traitements physiques, les phénomeénes
d’accoutumance et I’action sélective de ces produits chimiques sur les espéces bactériennes
limitent !I’efficacité de ces traitements.

Vu la persistance de la biocorrosion et suite 4 la découverte de relations antagonistes entre les
bactéries, on s’est demandé s’il n’est pas possible d’utiliser des traitements biologiques. lis
sont basés sur un processus d’inhibition ou de compétition intuitive entre les différentes
bactéries d’un équilibre biclogique. Cette compétition peut se faire pour la source de carbone.
les composés azotés et les facteurs de croissance ( Selman et al., 1948 ).

’
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Son concept est basé sur ’hypothése de changements ‘dans la communauté biologique de
{’eau en provoquant I’établissement et la prédominance de micro-organisme. Ces derniers par
leur effets direct ou indirect diminuent la croissance ou I’activité des BSR.

La bibliographie n’est pas assez riche. Seulement, ces derniéres années des travaux ont été
entrepris; comme ceux de White et al. ( Leclerc et al., 1993 ) qui ont présenté une étude sur
le pouvoir corrosif de mélange de trois bactéries Desulfovibrio gigas ( BSR ), Bacillus sp et
Hafnia alvei prises deux a deux vis & vis de I’acier. Ainsi, les connaissances en écologie
microbienne, en particulier, les interactions antagonistes entre les micro-organismes de 1’eau,
ont poussé les chercheurs du CRD - SONATRACH en collaboration avec ie département de
Génie de I’Environnement de I’Ecole Nationale Polytechnique ( El -Harrach ) & initier un
travail portant sur ’utilisation de micro-organismes antagonistes en vue de réduire I’ activité
des bactéries sulfatoréductrices.

Le plan de ce travail consiste a étudier le complexe eau - acier. Ce complexe a fait I’objet de
nombreux travaux visant a4 comprendre |’ action corrosive des BSR présentes dans {’eau. Nous
avons commencé par des isolements et des identifications de BSR sur des milieux de culture
spécifiques. Ensuite, nous avons évalué les cinétiques biologiques par la mesure de la
croissance bactérienne, de la variations des concentrations du substrat ( sulfates ), du produit
final corrosif (sulfures ), du pH et de la densité ). Dans la deuxiéme partie, nous avons utilisé
des techniques électrochimiques telles que la polarisation potentiodynamique et I'impédance
pour I’étude du pouvoir corrosif des BSR. La premi¢re permet de mesurer le potentiel de
corrosion, la vitesse de corrosion et le courant de corrosion de 1’acier exposé a I’activité des
BSR. La seconde permet la détermination des résistances et des capacités.

Ces travaux sont complétés par la comparaison des différents pouvoirs corrosifs des BSR
purifiées. Cette comparaison, nous permettra de choisir la bactérie Ia plus corrosive et
d’étudier la biocorrosion en absence et en présence des antagonistes bactériens isolés du
méme échantillon d’eau. Nous compléterons ce travail par I’étude de I’antagonisme bactérien
vis a vis des bactéries sulfatoréductrices.






1. La corrosion bactérienne
1. 1. Rappels théoriques sur Ia corrosion bactérienne

De nombreuses etudes ont été réalisées sur la biocorrosion. Garret (1891) suggérait que les
bactéries pouvaient avoir une influence sur la corrosion des métaux. Depuis, le concept de

corrosion biologique est adopté. Ce n’est pas un type particulier de corrosion, mais un
procéde de détérioration de métaux résultant de ’activité des micro-organismes vivants.

Par la suite, Wieland (1974) a démontré que dans les processus biologiques la mobilisation
de I"hydrogéne par les bactéries était un facteur des réactions d’oxydations. Un peu plus tard,
Gaines (Wieland -1974 ) a montré le role et la responsabilité des bactéries sulfatoréductrices,

des bactéries oxydantes du soufre et des bactéries ferrugineuses sur le processus de
biocorrosion.

En 1934, la théorie de la biocorrosion a été formulée par Van Wolzogen Kuhr et Van
Derviugt suite a la découverte, par Stephenson et al., (1931) d’une hydrogénase permettant
aux bactéries sulfatoréductrices d’utiliser I’hydrogéne moléculaire pour la réduction des
sulfates présents dans le milieu.

1. 2. Influence des bactéries corrosives

La sensibilit¢ d’un matériau a la corrosion dépend de sa composition chimique et de sa
microstructure, ainsi que de la composition chimique et microbiologique de I’environnement
ou il se trouve. Les paramétres physiques ( température, convection, irradiation...) et
mecaniques (contraintes, chocs, frottements ) affectent le matériau. La résistance a la
corrosion n’est pas une propriété intrinséque du métal, mais une propriété de I’interface
métal/milieu (Landolt -1993 ).

Selon le méme chercheur, la corrosion est similaire aux réactions d’une pile. Quand un métal
actif ( anode ) est mis €lectriquement en contact avec un autre métal noble par I’intermédiaire
d’un milieu électrolytique; le transfert d’électrons vers le métal noble se fait en causant un
phénoméne d’oxydation et de détérioration du métal moins noble. Cette oxydation est
accélérée en présence des bactéries.

Daumas et al. (1988) ont utilisé deux piles électrochimiques pour étudier 1’influence des
bactéries sulfatoréductrices sur fa corrosion de ’acier. Par des mesures de corrosion du
potentiel en fonction du temps, ces chercheurs ont noté une différence de potentiel de -15 mV
entre les électrodes, apreés contamination bactérienne.

Tenant compte de leur méthodologie expérimentale, 1’électrode plongée dans le compartiment
non contaminé se comporte comme un pole négatif (cathode ). Simultanément, 1’autre
électrode devient anode entrainant la dissolution du métal.

[l peut y avoir une corrosion de métaux méme en absence de micro-organismes, mais avec un
caractére électrochimique. Crolet (1975) a expliqué, que cette origine électrochimique est
lie a:

L
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¢ la structure atomique et électronique de la phase métallique solide constituée des ions
métalliques, disposés dans un réseau cristallin. Les électrons de conductance électrique
libres se déplacent dans le réseau.

¢ la phase aqueuse formée de molécules d’eau, de composés non dissociés et d’ions positifs
ou négatifs.

D’aprés de nombreux chercheurs ( Fauklner et al., 1983, Benard et al., 1984,
Landolt -1993 ) les ions métalliques sont des constituants de la phase métailique et de la
phase aqueuse et ils peuvent passer indifféremment d’une phase a une autre. Ce transfert
correspond a un transport de charges électriques. Un courant électrique anodique ou
cathodique circulant d’une phase  une autre est généré par les réactions d’oxydations.

L’intensité des courants de corrosion sont sous les controles de ces électrodes. Cependant,
I’influence des bactéries se limite a un effet d’aération différentielle causé par la présence
hétérogéne d’amas bactérien sur la surface métallique.
Les bactéries ne modifient pas le caractére électrochimique de la corrosion. Ainsi, la réaction
partielle anodique qui correspond a I’oxydation du métal se fait selon {a réaction suivante (
Haslay et Leclerc -1993 ).

M- M" +ne ¢))

alors que, la réaction partielle cathodique implique la réduction d’un composé du milieu
aqueux aéré ( aérobiose ), selon la réaction suivante:

0, +8H" - 2H,0 ()
ou désaéré ( anaérobiose ), selon la réaction:
2H" +2¢ - H, 3)

Les vitesses des réactions anodiques et cathodiques partielles sont équilibrées pour préserver
I’ électro-neutralité. Seulement, 1’étape limitante peut étre liée:

e soit au transport de masse de l'oxydant ou des produits de la réaction contrdlé
anodiquement ou cathodiquement ou au transfert de charge anodique ou cathodique;
» soit aux propri€tés du film passif qui est sous contrdle anodique.

Lorsque cette €tape est accélérée, la dépolarisation cathodique ou anodique suit la réaction
-partielle consideérée. La présence des micro-organismes vient modifier ou accélérer une de ces
réactions (Feron-et Thierry -199S5).

1. 3. Influence des constituants du milieu

OstrofT (1965) a expliqué que la présence des bactéries, dans 1’eau, cause la corrosion
de I’acier. Selon Cordonnier et al., (1984), ’eau est un milieu en évolution.



Des échanges s’établissent entre I’eau et I’acier. Souvent, il y a formation d’un biofilm ou
d’un dépbt discontinu sur la surface métallique constituée de biomasse microbienne fixée, Les
échanges s’établissent entre le film du dépot interne, le matériau support et I’eau.

Les résultats de comptages bactériens effectués sur des dépdts, ont amené Mouchet et al.,

(1992) a démontrer que !’eau est un milieu favorable pour les réactions physico-chimiques et
biochimiques.

Goudiakas et al, (1995) ont remarqué que la prolifération des micro-organismes est
fréquente dans les réseaux de distribution et dans les circuits d’eau. Souvent, ’analyse d’une
eau d’injection est nécessaire pour évaluer I’existence des agents corrosifs.

D’aprés Peng et Park (1994), la vitesse de corrosion de I’acier est modifiée en présence de
micro-organismes et de sels dissous tels que les carbonates de calcium et les sulfates de
sodium. En outre, I'effet des bactéries sulfatoréductrices sur la corrosion est insignifiant,
quand 1,5 mM de CaCOQ; sont ajoutés dans le milieu.

Certains sels minéraux constituent des sources d’oligo-éléments nécessaires aux métabolismes
bactériens. La présence des chlorures dans I’eau, augmente sa corrosivité et conduit 3 des
attaques localisées dans les canalisations en acier.

L’eau rentrant dans la constitution des bactéries, est chargée d’un ensemble de substrats
organiques, d’anions et de cations en équilibre électrique tels que : NH,", HS, NO,", Fe*',
24 . ey s , . . . .
Mn“"....Ces derniers sont utilisés par les bactéries au cours des processus de biodégradation.
Par ailleurs, certains auteurs comme Cordonnier et al., 1984 ont montré que la présence de
gaz carbonique dans I’eau favorise le développement des bactéries autotrophes. Par contre, la

présence de I’oxygéne favorise le développement des micro-organismes aérobies et conduit
ainsi a une corrosion par |’oxygéene.

En effet, la présence de certaines bactéries en liaison avec certaines substances chimiques de
I'eau peut augmenter localement la vitesse de corrosion de l’acier et provoque une
dépolarisation accrue des cathodes. Cette corrosion se caractérise par la formation de
concrétions en présence des bactéries sulfatoréductrices et de ferrobactéries.

1. 4. Mécanisme de la corrosion bactérienne

La corrosion bactérienne est définie comme étant une corrosion qui rassemble tous les
phénoménes de la corrosion ou les micro-organismes agissent directement ou par
I’intermédiaire des substances provenant de leur métabolisme. Ces substances jouent un role
primordial soit en accélérant un processus déja établit ou en créant les conditions favorables a
son établissement ( Chantereau -1980 ).

Feron et Thierry (1995) définissent les biomécanismes d’attaque des métaux par les moyens
avec lesquels les bactéries peuvent accélérer la vitesse de corrosion ou déclencher des
corrosions localisées. Le mécanisme de corrosion comprend plusieurs étapes:

r



1. 4. 1. Production de métabolites corrosives

Lors de la croissance, de nombreuses bactéries produisent des métabolites corrosifs vis a vis
des matériaux métalliques tels que les acides organiques, les acides minéraux, I’ammoniaque
et les sulfures. Des études ( Werren -1983, Feron et al., 1995 ) ont montré qu’en présence de

sulfures, il y a la corrosion métallique. De plus, I’action agressive de ces métabolites sur le
meétal est connue.

Cabridenc et al., (1974) ont démontré que cette action se déroule - - au niveau de ’anode et
s’accompagne de la formation d’hydroxyde ferrique gélatineux. Au début, il est compact et
par la suite il devient dur. L hydroxyde ferrique ( Fe(OH), ) est transformé en oxyde moins
hydraté. La masse de I'oxyde ferreux devient rapidement perméable et favorise la diffusion
d’air vers I'intérieur ( Fig. 1). Ce qui occasionne la corrosion de I’acier. En milieu anaérobie,
les ions ferreux réagissent avec 1’hydrogéne sulfidrique( H,S ) pour former du sulfure de fer
(FeS ). De ce fait, la corrosion de I’acier est accélerée.

Fe* +HS - FeS + H' (4).
Le principe de réduction des sulfates en présence des BSR est donnée dans la figure 1. La
production d’acides par les bactéries fait diminuer le pH du milieu. Ce qui favorise la
corrosion de I'acier ( Cubicciotti et al., 1990 ). Par contre, les métabolites corrosifs agissent
sur les composés oxydés tels que FeQ, Fe,O, et FeS§, selon les réactions:
FeS + H,S0, — FeSO, + H,S (5)
2 FeSO, + H,80, - Fey) (SO +H,  (6)

En présence de dioxyde de carbone ( CO, ), il y a formation de carbonates de fer:

2FeS + 2 CO,+2 H,0 — 2FeCO, + 2 H,S (7)

3 Fe (OH), + 0, + 2 H,0 ~—#= 4Fe {OH)

l2H)
T
3 Fe (OH), - v | R EH,0
M T
2 0H
Fe (OH), + 5 l e
M (O H), ~ -
? T_ -~
Fe S+ H* H,0 $C4- M -

e - | \ N J sH*
HS- Bactérie
e

~y 8 H.
4 Fer T ¥

Fig. 1: Principe de la réduction des sulfates ( SO ;) par les bactéries sulfatoréductrices.”
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1. 4. 2. Dépolarisation anodique et cathodique

D’aprés la théorie de la corrosion basée sur le phénomeéne de I’aération différentielle, un
couple électrochimique est créé suite a une hétérogénéité du milieu constitué d’eau et de
dépdt bactérien. Sur la surface anodique, le fer se dissout tandis qu’un film d’hydrogéne se
forme au niveau de la cathode. Le processus tendrait vers un état d’équilibre. Pour que
I’électrolyse puisse se poursuivre, la pile est dépolarisée. Les bactéries sulfatoréductrices
interviennent a ce niveau. Stephensen et al. (1931) ont démontré que ces bactéries sont
capables, par des réactions enzymatiques, d’utiliser I’hydrogéne et d’entrainer la reprise des
réactions anodiques et cathodiques par le pompage de I’hydrogéne cathodique. Le mécanisme
proposé par Von Wolzogen et al. (1934 ) est décrit par les équations suivantes :

Dissociation de I’eau:

8 H,0 — 8H" + 8OH (8)
Réaction anodique: 4
4Fe - Fe** + 8¢ (9)
Réaction cathodique: _
: 8H +8e —4H, (10)

Dépolarisation cathodique correspondant aux réactions du métabolisme des BSR:
SO, + 4H,8 »ISH + 3H,0 + O (11)
Formation des produits de corrosion:
Fe’* + HS — FeS + H' (12)
Corrosion a {’anode:
3 Fe** +OH —» 3 Fe (OH), + 200 (13)
I1 est a noter que le meécanisme reste inchangé, si ’on admet que les BSR utilisent
I’hydrogéne adsorbé a la cathode ou I"hydrogéne moléculaire de la solution. Both et Tiller
(1962) ont etudle la corrosion de I’acier au carbone par les BSR.
Les résultats obtenus, des mesures électrochimiques, ont révélé la présence d’une relation

directe entre I’activité de ’enzyme hydrogénase des BSR et [’activité de dépolarisation
anodique et/ou cathodique.

1. 4. 3. Effet de I'aération différentielle

La consommation locale de I’oxygene par les bactéries aérobies provoque une déficience en
cet élément, dans différentes zones du biofilm ( Fig. 2). Le biofilm et les dépdts de corrosion
limitent la diffusion de ’oxygéne. La partie profonde située au contact du support devient
pauvre en oxygene et facilite la croissance des BSR avec production d’acides.



Degrement (1993) et d’autres auteurs ( Coulter et al., -1976, Costerton et al,, -1979 ) ont
expliqué que la diffusion non uniforme de I’oxygéne vers la surface du métal conduit a une
dépolarisation partielle des zones cathodiques, en accélérant le processus de corrosion.

Dans un milieu aqueux proche de la neutralité, Feron et Thierry (1995) ont remarqué qu’en

absence de I’oxygéne, la vitesse de corrosion de I’acier au carbone est faible. Elle est limitée
par la réaction cathodique: 2 H' +2¢ - H,

Cependant, la corrosion de I'acier a été mise en évidence dans les milieux désaérés, que ce
soit dans les canalisations enterrées destinée au transport de pétrole (eau + pétrole ). Dans ce
cas, la corrosion est localisée et la vitesse de corrosion peut atteindre plusieurs millimétres par

an. Par la suite, il a été admis que cette corrosion est attribuée aux bactéries
sulfatoréductrices.

COLONIE BACTERIENNE
PRODUITS DE CORROSION
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Fig. 2: Formation de la ccllule d’aération différentielle.
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1. 4. 4. Influence du soufre sur le développeme}rt des bactéries
sulfatoréductrices

Le soufre constitue une part restreinte dans la composition des micro-organismes et ne
dépasse pas 1 ou 2 % de.leur masse. La plus grande partie est contenue dans les acides aminés
soufrés ( cystéine, méthionine ) des protéines, les facteurs de croissance (thiamine, biotine,
coenzyme A, acide lipoique ) et dans certains métabolites comme le glutathion et la

glutamylcystéineglycine. 1l est introduit dans la structure moléculaire des bactéries sous la
forme réduite de sulfure. ‘

Dans le milieu aqueux contaminé par les bactéries, il est oxydé sous forme de sulfates. La
bioconversion entre les sulfures, les sulfates et les formes intermédiaires d’oxydoréductions
du soufre constitue le cycie du soufre ( Pelment -1993 ).



Dans ce cycle, les sulfates sont utilisés par des micro-organismes sulfatoréducteurs pour étre
transformés en sulfure ou en soufre élémentaire.

Certains dépots de soufre peuvent avoir une origine biologique ( Pelment -1993 ). La
réduction des sulfates peut étre expliqué de deux maniéres:

e 1-La génération d’ions sulfures nécessaires a I’anabolisme cellulaire. D’aprés des auteurs,
cet anabolisme est la réduction assimilatrice des composés soufrés.

e 2 - Les sulfates et les composés soufrés servent d’accepteurs d’électrons dans les
oxydations génératrices d’énergie cellulaire. Cette réduction est la dissimulation des
sulfates.

Selon Riviere (1981) et Degrement (1993), |'identification des micro-organismes faisant
partie du cycle du soufre a révélé la présence de bactéries sulfatoréductrices. Certains non
spécialisés sont capables d’utiliser du soufre minéral en anaérobie pour leur croissance.
D’autres micro-organismes spécialisés sont responsables de I’oxydation du soufre et de la
sulfatoréduction. Cette derniére catégorie de micro-organismes est la cause de la corrosion
bactérienne.

Hadley (1961) a montré que les micro-organismes aérobies et anaérobies associées aux BSR,
contribuent par leur propriétés physiologiques a modifier les vitesses des réactions anodiques
et/ou cathodiques. En outre, ils changent 1’état de surface de I’acier ou créent un
environnement de croissance pour les BSR. Ces bactéries produisent des capsules boueuses,
dans certaines conditions d’environnement, appelées slime forming.

1. 4. 4. 1. Les bactéries ferrugineuses ( Ceca -1975 )

Les bactéries ayant une affinité pour le fer peuvent oxyder le fer ferreux contenu dans les
milieux aqueux et produisent le fer ferrique. Ce dernier est un précipité de consistance
mucilagineuse. L’ oxygeéne est un facteur de croissance pour ces bactéries.

Il a été remarqué que ces micro-organismes contribuent dans la prolifération des BSR suite a
la consommation de I’oxygene et provoquent en retour la précipitation d’hydroxyde ferrique.
Ces preécipites creéent des zones désaérées ou les BSR vont se développer, selon la réaction
suivante:

4 FeCO, + O, — 4 Fe( OH), + 4 CO,. (14)

En plus des ferrobactéries, des bactéries métabolisant le soufre en acide sulfurique a partir de
I’hydrogéne sulfuré ou du sulfure coexistent avec les bactéries sulfatoréductrices. Les
sulfobactéries libérent 1’acide sulfurique, dans les effiuents ou I’emmagasinent dans la ceilule
bactérienne, selon la réaction ci-dessous:

2s°+302/-,> 2 H,S0, (15)
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1. 4. 4. 2. Les bactéries sulfatoréductrices ( BSR )

1. 4. 4. 2. 1. Définition

D’aprés Bergey (1984), les bactéries sulfatoréductrices ( BSR ) constituent un groupe trés
diversifié, formé d’une quinzaine de genres différents et appartenant a une soixantaine
d’espéces.

Taxonomiquement, elles appartiennent a la famille des Spirillaceae, régne des Eubactéries.
Elles sont anaérobies strictes, Gram négative et ont le pouvoir d’utiliser le sulfate comme
accepteur terminal d’électrons. Flagellées ou non, de taille variant de 1 2 5 um de long et de
0.5 a 1 um d’épaisseur, ces bactéries réalisent le couplage de I’oxydation d’un substrat
organique donneur d’électrons avec réduction des sulfates en suifures ( Magot -1995 ).

1.°4. 4. 2. 2. Métabolisme des BSR

Pour 1’identification des BSR, Pfennig et al., (1981) ont proposé deux classes métaboliques
pour les BSR:

- Les BSR qui conduisent a une oxydation incompléte de leur donneur d’électrons organiques
en hydrogénosulfures et acétate. Deux cas se présentent, selon que le donneur d’électrons soit
pair ou impair:

Substrat pair:
CH;-(CH,),,-COO™ + n/2 $O,F +1n/2 OH — (n + 1 ) CH,-COO™ + n/2 HS + n/2 H,0.

Substrat impair:
CH,-(CH,)gnet -COO™ + 1/2 SO,” + n/2 OH — CH,-CH,-COO" + n/2 HS + n/2 H,0.

- Et les BSR qui conduisent & une oxydation compléte en hydrogénocarbonate, selon la
réaction:

4 H(CH,),-COO" + (3n+ 1) SO, = (4n+4 )HCO™ + (3n + 1 ) HS + H" + OH..

Pelment (1993) a expliqué que la réduction des sulfates ( accepteur d’électrons ), en sulfures
se fait, selon deux mécanismes ( Planche 1 }.

Le premier mécanisme consiste en une réaction de réduction assimilatrice. Au cours de cette
derniére, les sulfates sont réduits en sulfures par les BSR. Elle se fait en plusieurs étapes
catalysées par des enzymes spécifiques et nécessite 8 électrons.

- La premiére étape correspond a U'activation des sulfates par une ATP sulfurylase en
adénosine phosphosulfate (APS). Cette étape est rencontrée aussi bien chez les BSR
assimilatrices de sulfates que chez les BSR dissimilatrices de sulfates. L’assimilation
correspond a la génération d’ions sulfures pour étre utilisée dans les synthéses cellulaire et la
dissimulation correspond & la génération d’ATP, lors de {’oxydation des composés soufrés.
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- La deuxiéme étape est propre a I’assimilation. Elle correspond a une deuxiéme activation de
FAPS en phosphoadénosine 5° phosphosulfate (PAPS) par I’enzyme APS kinase.
- La troisieme étape est le passage aux sulfites, catalysée par la PAPS sulfotransférase

(passage de PAPS en sulfite ) et I’adénosine phosphosulfite réductase ( passage de I’APS en
sulfite ).

Le deuxiéme mécanisme correspond a la dissimulation des sulfates avec libération de grandes
quantités de sulfures et permet aux BSR de se procurer I'énergie nécessaire a leur
métabolisme. Cette opération s’effectue en anaérobiose. L’assimilation du soufre par les BSR
ne peut se faire qu’a I’état de sulfures ( Pelment -1993 ).

ATP ADP ATP ADP

=sC, Zoa p.s Z PAPS

NADPH,H

2H"+ 2

Assimiinlion

Dissimilation

B,

Planche 1: Mécanisme de la réduction des sulfates en sulfures
chez les bactéries sulfatoréductrices ( Pelment -1993 ).

Chez certaines BSR, la réduction des sulfates peut étre couplée a ’oxydation de I’hydrogéne
moléculaire. Cette propriété physiologique est due a la présence d’hydrogénases. La réaction

globale se fait selon la réaction de réduction des sulfates suivante:

4H,+S0,” -»4H,0+8§" (14).

L e
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2. Méthodes utilisées pour I'étude de la corrosion bactérienne
2. 1. Méthodes d’évaluations électrochimiques
2. 1. 1. Mesure du potentiel libre

La mesure du potentiel de corrosion est trés utilisée dans les études sur la corrosion
bactérienne ( Hadley -1943 ). Dans un systeme métal-milieu contaminé ou non contaminé par
les bactéries, lorsqu’une seule réaction se produit a la surface du métal, le systéme se
comporte comme une €lectrode simple. Le potentiel au repos ( E ) correspond au potentiel
que prend spontanément une électrode, en I’absence d’un courant externe. Quand le potentiel
d’une électrode différe du potentiel au repos, un courant électrique traverse l’interface
électrode-électrolyte. La surtension n correspond a I'écart entre le potentiel d’électrode et le
potentiel réversible d’une réaction d’électrode ( Landolt -1993).

T]=E"Erév (15)

Une surtension positive indique qu’un courant anodique ( i, ) traverse I’interface, et une
surtension négative signifie la présence d’un courant cathodigue { i, ). Souvent, plusieurs
réactions peuvent avoir lieu simultanément a la surface de I'électrode. Ce systéme est
considéré comme une électrode mixte. Le potentiel au repos de 1'électrode mixte subissant
une corrosion correspond au potentiel de corrosion. La corrosion des métaux en miliew
aqueux est de nature g¢lectrochimique.

Deux réactions partielles apparaissent au potentiel de repos. Une réaction particlle anodique
correspondant a "oxydation du métal et une réaction partielle cathodique correspondant a la
réduction d’une espéce chimique présente dans le milieu aqueux. Le plus souvent, dans une
solution désaérée ( en anaérobiose pour les BSR ), il y a réduction des ions H.

A 1’équilibre, les courants des réactions partielles anodiques et cathodiques, en valeurs
absolues, doivent étre égales afin de préserver I’ électroneutralité:

E=Eq . eti=i,=1=0 (16)
Par conséquent: i, ( Erev.) = “igomr ( Ergy. ) =0 (17)
L étape limitante des réactions partielies de corrosion peut étre liée aux:
e transports de masses de 1’oxydant ou des produits de la réaction ;
o transferts de charges anodiques ou cathodiques ;

e propriétés du film passif (controlé anodique) ( Feron et Thierry -1995).

Ainsi, la polarisation { exprime |'écart entre le potentiel d’une électrode mixte polarisée et
son potentiel de corrosion ( Econ. ).

C=E"Ecnrr. ' (]8)

#
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L’équation (17) définis la densité du courant d’échange i.., d’une réaction d’électrode. Elle
caractérise la vitesse de transfert de charges a I’équilibre. La présence des BSR modifie ou
accélére une des réactions partielles ( Feron et Thierry -1995).

2, 1. 2. Courbe de Polarisation potentiodynamique

La vitesse de réaction de I’électrode dépend de son potentiel. Elle varie linéairement avec la
densité de courant, selon la loi de Faraday :

I=n, F.dn/ dt (19)

[ =dQ / dt correspond a I’intensité du courant électrique, dn; /dt est la vitesse de réaction, F
est la constante de Faraday et Q la quantité d’électricité présente dans la solution.

La densité du courant mesurée en fonction du potentiel donne une courbe de polarisation qui
renseigne sur la cinétique des réactions se produisant d la surface de I'électrode. Plus
récemment, des mesures de polarisation sont utilisées pour établir les variations de I’effet de
polarisation et de dépolarisation des BSR ( Westlake et al., 1986).

Pour déterminer une courbe de polarisation potentiodynamique ( Bard et Faulker -1983 )
(Fig. 3 ), on applique a I'aide d’un potentiostat, différents potentiels entre I'électrode de
travail 4 étudier et une électrode de référence ( électrode de calomel saturée, ECS ). Le
courant stationnaire qui s’établit est mesuré, aprés un certain temps, dans le circuit électrique
entre 1’électrode de travail et une contre électrode. Le potentiostat maintient le potentiel entre
I’électrode de travail et I’ électrode de référence constant et la densité du courant i est égale au
courant mesuré I par la surface A de 1’électrode de travail :

i=TA (20)

Avec: A= densité du courant ( pA/em?),
A = surface de I’électrode ( cm?).
E

rF

Réaction anodique
Mo>M+te

ECOH‘.

Réaction cathodique
oxyd + ¢ - Red

»

A core Logi

Fig. 3: Courbe de polarisation potentiodynamique
d’une électrode en acier ( Bard et Faulker -1983 ).
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2. 1. 2, 1. Droites de Tafel

Les réactions électrochimiques sont contrlées par la polarisation d’activation. Les courbes
correspondantes peuvent étre assimilées & des portions exponentielles ( Fig. 3). La cinétique
de ces réactions obéit aux lois de Tafel, en se basant sur I’équation de Butler- Volmer :

=i exp[@nF/RT(E-Eu.)]-icon [-(1-)nF/RT(E-Ew. )] (21)

avec: B,=RT/anFetB,=RT/(1-a)nF

La détermination expérimentale des parameétres de la vitesse de corrosion ( v,,.) et du
courant de corrosion ( i ) €t les constantes de Tafel anodique B, et cathodique B, se fait 4
partir d’une représentation semi-logarithmique de la courbe de polarisation
potentiodynamique. Elle met en évidence la relation linéaire entre log i et la surtension 1. Le
domaine de Tafel anodique correspond 4 la plage de potentiel de: n/ B,>> 1.

L’équation (9) devient, alors:

1=y = e, . €Xp(M / By) (22)
Le logarithme de I’équation 10 donne m = -B, Ln i, + B, Ln i. En passant au logarithme

décimal et en définissant les constantes de Tafel anodique a, et b,, on obtient 1’équation de
Tafel d’une réaction anodique:

n=a,+b,Logi (23)

De fagon analogue, le domaine de Tafel cathodique correspond 4 : i/ §, << 1, I’équation 10
devient:

1= ic = 'icorr-exp ( -n / Bc) (24)
L’équation de Tafel cathodique est:
n=a,-b,Logi (25}

La cinétique électrochimique permet d’étudier la variation de la densité du courant en
fonction du potentiel de 1'électrode ou réciproquement. Par contre, I’interprétation de la
courbe de polarisation globale, en présence et en absence de bactéries, permet de mettre en
évidence les différents processus se produisant a I’interface métal/solution.

2. 1. 3. Impédance électrochimique

2. 1. 3. 1. Définition
La méthode d’impédance consiste 4 mesurer la réponse de 1’électrode face 4 une modulation
sinusoidale de faible amplitude du potentiel en fonction de la fréquence. On peut superposer

une telle modulation a un potentiel anodique ou cathodique imposé ou au potentiel de
corrosion ( E.. ) ( Bard et al. -1983, Landolt -1993 ),
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2. 1. 3. 2. Rappels théoriques sur 'impédance

Une modulation sinusoidale de faible amplitude AE=E - Ej;, est superposée au potentiel (Eg)
d’une électrode. ‘

AE = | AE| sin (ot) (26)

| AE | désigne I'amplitude, @ = 2xf la pulsation en rad/s proportionnelle & la fréquence f
(Hz). La perturbation sinusoidale du potentiel induit un courant AI, superposé au courant
stationnaire I et déphasé d’un angle ¢ par rapport au potentiel.

Al= | All sin ()= |All sin(ot’ -9)  (27)
avec. 9 =0 . (t-t)

Les fonctions décrites s expriment plus facilement en nombres complexes. Dans un plan
complexe, on présente une perturbation sinusoidale du potentiel par un vecteur AE qui
correspond & la somme d’un terme réel et d’un terme imaginaire. Cette perturbation est:

AE = AE,, +j AE,, = | AE| cos (ot) +] | AE| sin (at) (28)
Avecj= J—1. D’une fagon analogue, on trouve :
Al = AL, +j AE,, = | AL} cos (0t’) +j | ALl sin (ot)) (29)
D’ou I’'impédance qui représente le rapport :
Z=AE /Al | (30)

Dans un plan complexe, I'impédance Z représente un vecteur caractérisé par le
modulelAZ' et I'angle de déphasage ¢. On peut représenter Z, comme une somme
vectorietle d’une partie réelle et d’une partie imaginaire.

2. 1. 3. 3. Circuit équivalent d’un systéme électrochimique

L’impédance d’un circuit électrique est constituée de trois éléments essentiels: la résistance R,
la capacité C et I’inductance L.

L’impédance d’un systéme électrochimique correspond a un circuit électrique équivalent
composé d’éléments passifs. Ce circuit, dans certaines conditions, est composé d’une capacité
C et d’une résistance R,, résistance aux transferts de charge dans un électrolyte. Il décrit le
comportement électrique de I’interface électrode-électrolyte. Quand un courant passe entre
{’électrode de travail et I’ électrolyte, on ajoute la résistance Ohmique de la solution R,

D’autre part, la spectroscopie d’impédance peut mettre en évidence la présence d’un biofilm;
si celui-ci se traduit par ’addition d’une résistance électrique et d’une capacité électrique,

dans le modéle de circuit équivalent de I’interface métal-solution. La figure 4 représente un
tel modéle.
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Les grandeurs électriques du circuit électrique équivalent peuvent étre classées en trois
catégories: '

- celles qui se rapportent a la corrosion de 1’électrode: il s’agit de la résistance de transfert de
charge R, et de la capacité de la double couche électrique Cy;;

- celles qui caractérisent le biofilm d’un groupe de bactéries donné: la résistance du biofilm,
Ry et sa capacité Cy

- la résistance de la solution R, entre I’électrode de travail et I’ électrode de référence ( Feron
-1990).

C d
! 1
LI !
R 3 \ f
R, X, R, R,7R R, "R~ R,
Circuit équivalent électrique Diagramme de Nyquist

Fig. 4: Circuit électrique équivalent et diagramme d’impédance de Nyquist en présence
d’un biofilm bactérien et en absence de la diffusion ( Feron -1990 ).

Boudrani, Corrieur et Coulet (1994) ont montré que la présence des micro-organismes dans
un milieu biologique modifiait les éléments passifs d"un circuit électrochimique. Les graphes
d’impédance peuvent étre représentés par :

- Le diagramme de Nyquist qui correspond a la représentation complexe ( partie réelle de
I’impédance en fonction de sa partie imaginaire ) ( Figure 4 a ), Selon:

=2 )Zin (31
Cette représentation permet de déterminer R, R, et C,.

- Le diagramme de Bode correspond au Log |Z| en fonction de log f et ¢ en fonction de log £
(Figure 4 b ). L’angle de déphasage ¢ est donné par :

o=Arctg. Z,,/ Z. (32)
A 'jzim A 108 |Z L ‘ g
) 90°
R, +R,
O max R OO ) R,
Z
emax .
- -"Zrcl 00
R, R, +R, log w =

0
Fig. 4a: Diagramme de Nyquist en absence de Fig 4b: Diagramme de Bode en absence de

biofilm biofilm.
-l ]
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2. 2. Méthodes d’évaluations microbiologiques
2. 2. 1. Rappels sommaires sur la croissance bactérienne

La présence d’un micro-organisme dans un milieu approprié¢ permet a celui-ci de développer
une activité en relation avec la composition et les conditions environnantes. Cette activité
bactérienne présente deux aspects ( Scriban -1993 ):

¢ La croissance ou I’augmentation de la concentration cellulaire ( biomasse ).
e Le micro-organisme excrete, a travers ses enveloppes cellulaires, des substances.
corrosives tels que les sulfures et les acides organiques.

2. 2. 2. Phénomenes de la croissance des bactéries

L’augmentation de la population microbienne au cours de la croissance résulte de la
multiplication qui peut se faire, selon des modes variables, d’un type de micro-organisme a
un autre. L’étude de la croissance des bactéries de la corrosion dans un milieu est possible
grice 4 I'utilisation des techniques d’évaluation et de dénombrement suivantes ( Scriban -
1993, Boudrant et al., 1994 ).

2. 2. 2. 1. Méthodes directes
i). Comptage au microscope optique
Les avantages de la microscopie optique sont la rapidité et 1a simplicité. Elle permet une

observation directe des micro-organismes, en utilisant des cellules de numération de type
cellule de Mallassez. '

ii). Dénombrement bactérien

Le dénombrement consiste 4 ensemencer des suspensions bactériennes diluées a partir de
I’échantillon mére sur un milieu de culture stérile spécifique au micro-organisme a évaluer.
Rodier et al. (1978) ont réalisé le dénombrement sur un milieu solide dans des boites de
Pétri. Aprés incubation, le nombre de colonies obtenues serait égale au nombre de micro-
organismes présents lors de I’ensemencement.

iii). Mesure de la densité optique
C’est une méthode basée sur I’atténuation de I’intensité de la lumiére transmise I, a travers le
milieu contenant la suspension bactérienne. Pour des faibles teneurs en biomasse C,
I’intensité de la lumiére transmise est proportionnelle a la concentration microbienne. Elle se
traduit par 1’équation suivante:

dl/dL=q.1,.C (33)

L : distance parcourue par la lumiere
o : coefficient molaire d’absorption
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L’intégration de I’équation (33) permet d’obtenir:
Lnl/lj=a.CL (34)

Ipest I’intensité de la lumiére incidente. Le rapport 100. 1, / I, donne le pourcentage de Ia
transmission “’T*’. L’absorbance ‘A"’ correspond i:

A =Log,. /T (35)
2. 2. 2. 2. Méthodes indirectes

La croissance microbienne est un ensemble de réactions biochimiques, conduisant a la
synthése de constituants cellulaires. L’évolution, en fonction du temps, de la biomasse est
corrélée 4 la transformation d’un ou plusieurs constituants du milieu et a la synthése de
métabolites. Les BSR sont capables de réduire les sulfates en sulfures ( Riviere -1981,
Pelment -1993 ). Ces composés sont dosés en fonction du temps et permettent de suivre
I’évolution de la population des bactéries de la corrosion.

2. 2. 2. 3. Courbe de croissance

L’étude consiste a suivre, en fonction du temps, I’évolution de la concentration cellulaire (
Fig. 5). Dans un milieu de culture non renouvelé et dans des conditions de température et de

pH déterminés, la croissance d’un micro-organisme passe par quatre grandes phases
distinctes.

L’activité bactérienne est évaluée graphiquement et elle quantifie 1a concentration cellulaire

X et/ou son logarithme en fonction du temps. Les quatres grandes phases de croissance sont
les suivantes:

i). Phase de latence

Elle commence immédiatement aprés I’ensemencement du micro-organisme, dans le milieu
de culture. 1l s’agit d’une période d’adaptation du micro-organisme au milieu. Au cours de
cette période, la cellule bactérienne synthétise les enzymes nécessaires pour métaboliser le
substrat présent.

Durant cette phase, il n’y a pas de multiplication cellulaire.

X=C"=X, (36)
X, étant la concentration cellulaire au temps t = 0. La durée de cette étape varie avec
I'importance de V'inoculum bactérien, I’age et I’étape physiologique des cellules que renferme

I’inoculum, le type du micro-organisme et Ia nature du milieu de croissance.
Durant cette phase, la vitesse de croissarce et la vitesse spécifique de croissance p.sont nulles.
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if). Phase d’accélération

Aprés I'adaptation du micro-organisme, cette phase correspond au commencement de la
multiplication cellulaire. La concentration cellulaire X et la vitesse spécifique de croissance L
augmentent, suite au début de la reproduction cellulaire.

iii). Phase de croissance

Quand la vitesse de reproduction cellulaire atteint son maximum, on assiste a une phase
exponentielle de croissance. Elle dure tant que la vitesse de reproduction dX/dt est constante.
Elle est évaluée par le temps de doublement de la population microbienne ou par le temps de
génération de la bactérie *’G”’. Durant la phase de croissance logarithmique:

- la valeur de G prend sa valeur minimale, ‘

- la vitesse de croissance dX/dt augmente proportionnellement a X,

- la vitesse spécifique est constante et maximale.

En coordonnées semi-logarithmique, une droite log X = f*( t ) est obtenue:
dX/dt . 17X = 37

Plusieurs auteurs ( Scriban -1993 et Pelment -1993, Boudrant et al., 1994 ) ont remarqué
que la composition cellulaire d’une bactérie est constante méme avec la variation de la
composition du milieu de culture qui favorise ia synthése cellulaire.

iv). Phase de ralentissement

A un moment donné, la courbe de croissance tracée en coordonnées ordinaires présente un
point d’inflexion. En biochimie, cette inflexion correspond a I’épuisement du milieu de
culture. Il y a, alors, disparition de un ou de plusieurs composés nécessaires a la croissance.

La concentration X continue d’augmenter, alors que les rapports dX/dt et dX/dt.1/X
diminuent.

v). Phase stationnaire

La concentration cellulaire X atteint son maximum et la croissance s’arréte. Les cellules
bactériennes conservent une activité métabolique et leur structure biochimique subit des
modifications

4 Nombre de bactéries /ml )

> Temps

Fig. 5: Courbe de croissance bactérienne ( Scriban -1993 )
{1): phase de latence, (2): phase de croissance, (3): phase stationnaire, {4): phase de déclin
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vi). Phase de décroissance

Le nombre de cellules viables diminue du fait de la mortalité. Le taux de croissance augmente
progressivement et parallélement la concentration en biomasse décroit par suite de I’autolyse.

Certaines bactéries de la corrosion peuvent résister aux conditions défavorables du milieu et
entrent en sporulation.

3. Traitement par les antagonistes bactériens
3. 1. Introduction

Dans la nature, les bactéries sont nombreuses, variées et variables. Les réactions biochimiques
d’une communauté bactérienne ne sont jamais la somme des propriétés de chacune des
populations bactérienne ( Guillaume et al., 1977).

Dans la flore microbienne, ily a des rapports coopératifs et bénéfiques ou compétitifs et
antagonistes. Dans les conditions naturelles, les populations bactérienne varient en fonction
de la nature et de la concentration des produits nutritifs présents dans le milieu.

D’une maniéere générale, les effets qu’une micropopulation bactérienne donnée peut exercer
sur une autre, sont de trois types:

- un effet positif : la synergie

- un effet négatif : I’antagonisme

- aucun effet : la neutralité

Ces différents types d’interactions microbiennes font partie de ce qu’on appelle en écologie la

dynamique des populations. En effet, les micro-organismes habitant 1’eau sont dans un état
d’équilibre.

Toute modification de cet équilibre provoque des changements a la fois qualitatif et
quantitatif dans la population microbienne d’un milieu. Cet équilibre peut étre modifié par
I’introduction soit de composés nutritifs stimulant ou inhibant la croissance des bactéries, soit
de bactéries associatives, concurrentielles ou antagonistes.

La nature et la concentration des différents micro-organismes constituants une population

microbienne dans un milieu naturel ( eau, air...) dépend de nombreux facteurs. Ces facteurs
sont:

- la nature physique du milieu dans lequel vit la population microbienne,

- la nature, la concentration et les possibilités métaboliques d’utilisation des constituants
chimiques du milieu nécessaires a la nutrition des micro-organismes, tels les substances
utilisées comme source d’énergie ou comme éléments pour les synthéses cellulaires,

- les conditions du milieu favorables ou défavorables au développement des micro-
organismes donnés,

- la présence et la concentration des micro-organismes qui produisent des substances
favorables, stimulantes ou toxiques pour les micro-organismes.

i+
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3. 2. Interrelations entre les micro-organismes
3. 2. 1. Interrelations associatives

De nombreux exemples de relations associatives entre les micro-organismes ont été trouvés
dans les milieux naturels. Waksman ( Selman -1948) a montré que la synthése ou la
modification d’un substrat présent dans le milieu par un micro-organisme rendait son
assimilation facile pour un autre micro-organisme. D’autre part, le méme auteur explique
I"influence de I'oxygéne sur la croissance bactérienne. La consommation de I'oxygéne par les
bactéries aérobies favorise souvent le développement des bactéries anaérobies favorable.

C’est ainsi que Guillaume et al. (1977) ont remarqué qu’en présence de Desulfovibrio,
bactérie sulfatoréductrice et de thiobacilles, bactérie sulforéductrice, le phénoméne de
corrosion a lieu. La bactérie sulfato-réductrice réduit les sulfates en sulfures et le thiobacillus

oxyde le soufre en acide sulfurique. Il y a, alors, création de conditions anaérobiques
favorablés a la croissance des BSR.

Dans certains cas, |’interaction associative fait intervenir plus de deux bactéries. Parmi les
études effectuées sur ce type d’interactions, figurent les travaux de Tuovinen et al., (1982) et
Hasley et al (1993). En faisant des dénombrements bactériens a partir de tubercules de
corrosion, ces chercheurs ont montré que les parties anaérobiques des tubercules sont
contaminées par les bactéries sulfato-réductrices et les bactéries dénitrifiantes. Par contre, les

parties aérobiques sont contaminées par des germes hétérotrophes aérobies-anaérobies
facultatifs.

D’autres travaux, (Enp -1983) considérent que I’association des bactéries hétérofermentatives
( Escherichia coli ), et photosynthétique ( Chromatium vinosum ) avec les bactéries sulfato-
réductrice ( Desulfovibrio vulgaris ) induit la croissance de cette derniére. Le milieu de
culture contient une source de carbone ( glucose ) et des sulfates comme source de soufre. Les
résultats ont montré que les bactéries Escherichia coli en fermentant le glucose produit de
I’acide lactique, de I’acide acétique, de I’acide formique, de I’acide succinique et de 1’éthanol.

D’autre part, Desulfovibrio vulgaris utilise comme source de carbone et d’électrons les acides
lactique, formique et 1'éthanol couplée a la réduction des sulfates en sulfures. Ces derniers
sont utilisés par les bactéries photosynthétiques. Ceci diminuera la corrosion provoqueé par
Desulfovibrio vulgaris. Dans les conditions expérimentales précédentes, le milieu de culture
de composition chimique déterminée contient un substrat utilisable par une souche de
bactérie. Les produits -de son métabolisme permettent directement ou indirectement la
croissance des autres souches de bactéries.

Une autre étude proposée par Dowling et al. (1990) ( Hasley -1993 ), a élucidé le phénomeéne
de l'interaction entre les bactérie de Desulfovibrio ou Desulfobacter et Eubacterium
linosum. Les BSR proposées ne se développent pas en autotrophie {présence de CO, et H, ).
Elles ont besoin d’acétate comme- source de carbone. Les souches bactériennes
d’Eubacterium linosum produisent de I’acétate en présence du dioxyde de carbone ( CO,) et
d’hydrogene (H,).

’
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Les résultats de leurs travaux ont montré que la corrosion était trés faible en présence des
souches d’ Eubacterium linosum et nulle avec les BSR. Par contre, 1’association en coculture

des bactéries Eubacterium linosum et les bactéries Desulfovibrio ou Desulfobacter
entrainent une corrosion intense. '

3. 2. 2. Interrelations de compétition

Théoriquement, les mécanismes de compétition existent entre les micro-organismes dans les
milieux naturels. Le nombre des micro-organismes pourrait étre modifiés par I’introduction,
dans le milieu, de mati¢res organiques ou inorganiques.

Ces nutriments constituent des facteurs limitants pour les micro-organismes. Il est admis, que
la compétition nutritive est essentielle dans le milieu de culture. Par ailleurs, une compétition

pour l’espace peut apparaitre, lorsque des micro-environnements deviennent riches en
substances nutritives.

Allen (1939) ( Selman -1948 ) ont remarqué que le soufre et le phosphore constituent des
facteurs limitants pour la croissance des micro-organismes en compétition dans un milieu
contenant des concentrations €levées en carbone et en azote. Cependant, une compétition
nutritive peut avoir lieu pour ces mémes facteurs de croissance.

3. 2. 3. Interrelations antagonistes :

Il a été remarqué qu’en présence de deux ou plusieurs souches de micro-organismes ’'un
d’eux peut se comporter comme un antagoniste. L.a composition du milieu et les conditions de
culture influent sur Paction de I’antagoniste. Dmitrevskaya et al,, (1936) explique cette
action par une modification dans le métabolisme et dans la structure cellulaire. Différents
types d’antagonismes sont connus.

Nakhilovskaia (1938) a démontré que tous les phénoménes d’antagonismes entre les micro-
organismes pouvaient étre classés en quatre groupes:

- antagonismes in vivo et in vitro,

- les formes inhibitrices, bactéricides ou lytique d’antagonisme,

- antagonisme direct et indirect,

- antagonisme monolatéral ( entre souches de mémes espéces ) et bilatéral ( entre
souches de différentes espéces ).

En outre, de nombreux micro-organismes sont capables de produire des substances possédant
un effet inhibiteur sur leur propre développement ( iso-antagonisme ) ou sur les différents
micro-organismes ( hétéro-antagonisme ) par:

- un ralentissement et I’inhibition de I’ activité bactérienne,

- une action bactéricide,

- une action bactériostatique

Il a été démontré que I'inoculation d’un milieu contenant une souche bactérienne par une
autre souche bactérienne, fait souvent ralentir la croissance de la deuxiéme souche de bactérie
par rapport a une culture témoin.
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Selon Nakhilovskaia (1938), ce ralentissement est dii au changement des conditions de
milieu tels que le pH et I’appauvrissement en constituants nutritifs. Il peut étre dl aussi a
I’action des produits métaboliques formés par I’ antagoniste.

D’autre part, les études de Bail (1929) ( Selman -1948) ont montré que I’action d’un
antagoniste est fonction de sa concentration. Cet auteur suggeére que chaque bactérie possede

un nombre constant "M*’ de cellules capable de vivre dans un espace donné. Quand cette

concentration est atteinte, la multiplication s’arréte.

{es mémes observations sont obtenues avec deux bactéries cuitivées dans un méme milieu.
La souche bactérienne possédant la plus grande valeur de M arréte la multiplication des
bactéries de 1’autre souche.

" Les différentes théories proposées pour expliquer le mécanisme des interactions antagonistes

entre les micro-organismes, considérent les facteurs suivants:

- la disparition des substances nutritives,

- la changement physico-chimiques du milieu,

- I’action a distance,.

- I’antagonisme pour 1’espace bactérien dans le milieu,

- I’action enzymatique directe ou indirecte résultant de I'autolyse, sous I’action de

I’antagoniste.

3. 3. Pantagonisme bactérien

3. 3. 1. Définition
Waksman ( Seilman -1948) définit l’antggonisme comme étant le phénomeéne par lequel un
micro-organisme vivant inhibe le développement ou interfére avec les activités d’un autre

micro-organisme vivant, par la création de conditions défavorables ou par la production de
substances antimicrobiennes spécifiques.

3. 3. 2. Méthodes d’études de 'antagonisme bactérien

- Dans les travaux de recherche réalisés sur les propriétés antagonistes des micro-organismes et
~ la production des substances antimicrobiennes, deux procédés sont employés:

T

- I’essai des effets antagonistes de cultures pures prises au hasard, les unes sur les autres soit
sur des bactéries connues ou sur les bactéries inconnues.
- I’isolement des micro-organismes provenant de I’eau, sur des boites a effets antagonistes.

En utilisant ces procédés et pour tester I’action antagoniste, plusieurs méthodes, ont été
utilisées ( Garre ( Seiman -1948) et Gamard et al, 1995 ). Elles sont basées sur le

" développement des micro-organismes test, telles que les BSR en présence des antagonistes

isolés. Un temps de contact est nécessaire pour évaluer I’antagonisme d’une souche
bactérienne au dépend de 1’ autre.

e
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1. Etude microbiologique
1. 1. Echantillonnage et analyse chimique de I'eau
Pour notre travail, nous avons utilisé une eau d’injection provenant du puits producteur d’eau

ZR-647 du champs pétrolier de Zarzaitine, région d’In -Aménas. La température in situ de

échantillon est de 37°C et le pH mesuré est de 7,45. Le tableau |1 donne la composition
chimique de ['eau.

Tableau 1: Composition chimique de I’échantillon d’eau de Zarzaitine.

Eléiments . [ Ca™ [ Mg™ | Fe” K Na' CI | HCO; | SOF

Conc.(ppm) | 2640 | 938 35 240 {14700 [ 27840 | 229 | 16958

1. 2. Analyse microbiologique de I'échantillon

En raison de la présence dans I’échantillon d’une microflore de physiologie nutritionnelie
hétérogéne, les isolements sont effectués par des techniques classiques. Ainsi, la culture et le
dénombrement des bactéries présentes dans l'eau sont réalisés sur des milieux de culture
spécifiques. Avant d’effectuer les différents isolements de bactéries, des dilutions ont été
préparées. L’échantillon est dilué dans de 'eau physiologique & 9 %o ( Maury -1987) et des
dilutions décimales allant de 10 4 10™ ont été préparées.

1. 2. 1. Isolement des germes totaux

L’isolement est effectuée sur de la gélose nutritive ( G.N ) contenant par litre ( Rodier et al.,

1978 ): 5g de bio-gélytone, 3g d’extrait de viande de boeuf et 15g de gélose. Le pH est ajusté
a 6,8 et le milieu est autoclavé a 120°C pendant 20 minutes.

1. 2. 2_ Isolement des bactéries anaérobies strictes

L’isolement des bactéries anaérobies strictes est effectué sur un milieu a base de viande de
foie (V.F ) composé de 30 g de peptone pepsique de viande et de foie, 2 g de glucose et 6 ¢
d’agar. Le milieu est autoclavé pendant 20 minutes, aprés avoir ajusté le pH a 7.4 ( Marechal
-1981 ). Une fois la préparation des milieux terminée, deux types d’isolement en boite de
Pétri ont été réalisés ( Rodier et al., 1978, Biomerieux -1980 ):

En surface, il s’agit de prélever 0,1 mi de chaque dilution, avec une pipette Pasteur stérile et
de I’étaler avec un rateau stérile a la surface de la gélose nutritive solidifiée. Ensuite, les
boites sont incubées a 37°C pendant deux jours.

Ce temps est nécessaire a la croissance des germes totaux. Les germes qui ont poussé en
surface sont dénombrés. Ce type d’isolement met en évidence les bactéries aérobies strictes.

En profondeur, il met en évidence les bactéries anaérobies strictes. Dans des boites de Pétri,
un volume de 1 ml de chaque dilution est mélangé avec la gélose nutritive fondue et refroidie
a4s°C.
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On homogénéise le milieu et apres solidification, les boites sont incubées a 37°C pendant

deux a trois jours. Aprés I'incubation, les colontes qui se développent dans la gélose sont
dénombrées.

1. 2. 3. Culture des bactéries sulfatoréductrices

Afin d’entamer la culture des BSR, nous avons utilisé le milieu de culture solide suivant. Sa
composition en g/l est comme suit: MgSQO, 1,00, acide ascorbique 0,10, citrate de sodium
0,50, NH,Cl1 0,50, K,HPO, 0,50, extrait de levure 0,10, agar 15 et le lactate de sodium 4 ml
(Gatellier et al., -1966 ). Ce milieu est constitué d’une source de carbone ( le lactate ), d’une
source d’azote provenant de I’extrait de levure, des sources de facteurs de croissance et de
sels minéraux. Son pH est ajusté a 7,00.

La procédure de culture consiste a faire un isolement en boite de Pétri. Pour cela, un volume
de 1 ml de I'échantillon et de ses différentes dilutions sont étalés sur le milieu de cuiture
solidifié. On procéde au dénombrement, aprés une incubation a 37°C en anaérobie pendant 21
jours. Pour cdréer les conditions d’anaérobiose, les boites sont introduites dans une jarre.

1. 3. Identification macroscopique des B.S.R

Aprés une incubation de 21 jours, on procéde a Pobservation 4 l'oeil nu des colonies
bactériennes qui ont poussées dans les boites de Pétri. Les éléments d’identification suivants
sont notés ( Thomas et al., 1970, Carbonelle et al., 1985 ).

e |a forme des colonies bactérienne qui peut étre punctiforme circulaire, ondulaire réguliére
ou irréguliére.

le diamétre des colonies qui peut étre inférieur ou supérieur a3 1 mm,

la chromogénese (couleur): on note la présence ou I’absence de pigments solubles ou
insolubles.

’opacité si elle est transparente, translucide ou opaque.

I’élévation qui peut étre plate, convexe ou concave.

la surface qui peut étre lisse, séche, rugueuse, plissée, brillante ou emoussée.

la consistance: visqueuse, ferme ou granulaire.

la présence ou I’absence de I’odeur et sa nature.

s & & & @

Les colonies ayant la méme morphologie sont rassemblées dans un groupe et chaque groupe
de méme nature est codifi¢. Le dénombrement se fait pour chaque groupe de colonies
bactériennes’ différentes morphologiquement et bien isolées.

1. 4. Purification -

Elle se fait par striation a la surface du milieu utilisé pour I’isolement. A partir des boites
ayant présenté.un développement, des colonies bactériennes différentes par [’aspect
morphologique sont prélevées. Ces colonies seront repiquées sur des boites de Pétri et
incubées a 37°C en anaérobiose pendant 21 jours.

Aprés une premiére purification, les boites sont examinées et un deuxiéme repiquage est
effectué jusqu’a |’obtention de colonies identiques.
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1. 5. Conservation

Apres la purification, on procede a la conservation des colonies bactériennes dans un milieu a
base de viande de foie (V.F) ayant la composition suivante {( Prevot et al., -1977): 30g

peptone pepsique de V.F, 3 g de glucose et 15 g de gélose pour une quantité siffisante en eau
distillée de 1000 ml.

Chaque souche est introduite dans un tube de conservation au moyen d’une pipette Pasteur.
Les tubes sont bouchés et conservés a une température de 4°C. La conservation finale est
réalisée sur le milieu utilisé pour I’isolement des BSR.

1. 6. Etude du métabolisme des bactéries sulifatoréductrices
Cette étude consiste en une série de tests biochimiques:
1. 6. 1. Production de sulfures

Le test de la synthése des sulfures est réalise, selon la méthode du Test Kit ( Servo -1988).
Le milieu de culture utilisé a la méme composition que celui utilisé pour I’isolement, mais
exempt d’agar. Il est réparti dans des flacons de type pénicilline 4 raison de 9 ml par flacon.
Ces flacons sont sceliés, barbotés a ’azote et stérilisés 4 120°C pendant 20 minutes. En
paralléle, on prépare des suspensions de bactéries purifiées, en diluant chaque colonie
bactérienne dans de 1’eau physiologique stérile.

Par la suite, les flacons sont ensemenceés avec 1 ml de chaque suspension bactérienne et sont
incubés a 37°C pendant 21 jours. Il ne sera considéré comme positifs que les flacons
présentant un dépdt noir (production de H,S ).

1. 6. 2. Etude de la dégradation des acides organiques

Les essais sont réalisés dans des milieux de culture en présence deux sels d’acides organiques:
le lactate de sodium et I'acétate de sodium a base de peptone contenant 10 ml de peptone, 8.5
m! de soude a4 0,1 N et 12 ml de bleu de méthyléne dilué a 1/500 (Marechal -1981). Ce
milieu est réparti dans des tubes de 16 x 160mm a raison de 10 ml par tube et autoclavés a
120°C pendant 20 minutes.

La dégradation de la source de carbone est réalisée en ensemengant des séries de cing tubes de
ce milieu par des suspensions de bactéries retenues, lors de 1’identification. Dans chaque
flacon, 0,2 ml de chaque acide organique préparé a 1% est ajouté. Par la suite, les tubes
ensemencés avec trois gouttes de chaque suspension bactérienne sont incubés a 37°C en
anaérobiose. Aprés la période d’incubation, 0,5 ml d’une solution saturée d’acétate de plomb
(5g d’acétate de plomb + 25ml d’eau distillée ) sont additionnés.

Le milieu est agité a ’aide du vortex. On laisse se déposer pendant 10 minutes. La lecture des

tubes se fait, selon les deux cas suivants:

o ['obtention d'un faible précipité au fond du tube indique la dégradation de la source de
carbone,

e Il n’y a pas de dégradation de source de carbone, si un précipité occupe le 2/3 du tube.
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1. 7. identification microscopique des BSR

L'examen microbiologique se déroule en plusieurs étapes dont chacune doit apporter un
certain nombre d'informations utiles pour I'élaboration du résultat final. Parmi ces étapes, il y
a lidentification des souches bactériennes. Chaque souche purifiée a subi les tests
d’bservation et de coloration suivants ( Thomas et al -1970, Carbonelle et al -1985):

*

1. 7. 1. Observation microscopique a I'état frais

A partir de la boite de Pétri qui a donné des colonies bien isolées, un préiévement a I'aide de
la pipette Pasteur est réalisé. Les bactéries prélevées sont mises en suspension dans de l'eau
physiologique stérile. On dépose une goutte de la suspension bactérienne sur une lame; puis
on observe entre lame et lamelle au microscope optique ( Mettalux- 3, Leitz) avec |’objectif
40. Cette observation, nous permet de déceler ’absence ou la présence de spore. Cette
derniére est réfringente.

1. 7. 2. Coloration au bleu de méthyléne

Sur un frottis bactérien correctement fixé, on fait couler la solution de bleu de méthyléne
phéniqué jusqu'a ce que toute la lame soit couverte. Aprés un temps de réaction d’une minute,
on rince abondamment 4 l'eau. Ensuite, le frottis bactérien est séché,.puis observé au
microscope a l'immersion dans 3 gouttes d'huile de vaseline a I’aide de I'objectif x100.

1. 7. 3. Coloration Gram

Il a été prouvé que la consistance et la valeur de la réaction de GRAM correspondent a des
différences chimiques fondamentales entre la paroi des bactéries GRAM positif ( G") et les
bactéries GRAM négatif ( G).

Le frottis bactérien fixé sur une lame propre est recouvert avec la solution de cristal violet.

On laisse agir pendant une minute, puis on rince a l'eau. La lame est, ensuite, recouverte
d’une solution de lugol pendant une minute.

Un deuxiéme ringage a l'eau est effectué. Aprés décoloration avec de J'alcool éthylique
.absolu, la lame est recouverte avec de la fuschine, pendant un temps réactionnel de 30
secondes. Passé ce temps, la lame est rincée, séchée et observée au microscope optique et a

I’immersion.
2. Etude de la croissance des BSR
2. 1. En culture mixte
L’objectif est le choix et la mise au point d’un milieu de culture, en vue d’étudier la

croissance des souches pures de BSR."La préculture et la culture en Erlenmeyers des BSR
sont effectuées, selon la méthode de Miller et Wolin ( Canivez -1990 ).

’
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2. 1. 1. Origine des BSR :
Pour les essais de croissance en milieu liquide, une culture mixte de BSR est utilisée. Cette
derniére est obtenue par la technique du Test- Kit ( Servo -1988).

2. 1. 2. Milieux utilisés

Pour Iétude de I’activité des BSR, deux milieux de culture rapportés par la littérature ont été
utilisés. Ce sont des milieux liquides contenant une base de sels minéraux et une source de

carbone et d’énergie. La composition des deux milieux appelés respectivement MC1 et MC2
est donnée dans le tableau 2.

Tableau 2: Composition chimique des milieux de culture
spécifiques a la culture et & Visolement des BSR.

Chlorures de calcium 1.0 Phosphate dipotassigue 0.5
Chtorures d'ammonium 1,0 Chlorures d'ammonium 0,5
Sulfate de sodium , 1,0 Sulfate de magnésium 1,0
Phosphate monopotassique 0,5 Citrate de sodium 0,5
Lactate de sodium 3.5 Acide ascorbique ‘ 0,5
Extrait de levure 1,0 Extrait de levure 0,5
Agar 15,0 Lactate de sodium 4.8 ml
Eau distillée q. s. p. 1000 ml Agar 15,0
Eau distillée q. s. p. . 1000 ml

2. 1. 3. Préculture

Les BSR sont cultivées dans des Erlenmeyers de 100 m] et remplis avec 100 ml du milieu de
culture stérile MC1 et MC2. Les précultures inoculées sont incubées a 37°C pendant 48
heures, temps nécessaire pour atteindre la phase exponentielle. Elles vont permettre, lors du
repiquage & partir du méme milieu et dans les mémes conditions de culture, de maintenir la

croissance en pleine phase exponentielle. Elles serviront d’inoculum pour les essais de culture
en Erlenmeyers.

.2. 1. 4. Culture en Erlenmeyers

Les cultures sont conduites dans des Erlenmeyers de 500 m| remplis avec 500 ml de milieux
MC1 et MC2. Ensuite, ils sont inoculés par les précultures a raison de 1% ( AP -1965 ). Les
parametres physico-chimiques de culture sont donnés dans le tableau 3.

Durant la culture en batch, les sulfates qui serviront comme accepteur d’électrons pour les
bactéries, sont dosées par spectrophotométrie ( méthode Hach-Use -1993 ) a la longueur
d’onde de 450 nm. Le produit corrosif issu du métabolisme des BSR, soit les sulfures, est
dosé & 665 nm par la méthode Hach-Use -1993.

%
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Tableau 3: Paramétres physico-chimiques de culture en batch des BSR.

dans un Erlenmeyer.
T Paramétres. - . ° . . - MC1 . - -l - .- MC2 -
2 Témpérature~ 7 L 7 30°C 37°C
Y . A 7,60 7,00
© . Aération -, o anaérobiose anaérobiose
L Agitmn LT moderée moderée
Témps d'incubation ( jour) - 15 21

La croissance bactérienne des souches pures est donnée par la densité optique a 630 nm. Elle
traduit la concentration cellulaire ( Pelment -1993 ). La variation du pH est mesurée par un

pH-métre ( Hach- Use ) préalablement étalonné. Le dénombrement des B.S.R est effectué par
la méthode de Mallasez sur une lame quadriliée.

2. 2. Etude de la croissance des BSR en culture pare

2. 2. 1. Souches utilisées

Les souches que nous avons isolées a partir de I’eau et conservées en tubes, sont utilisées pour
les essais de croissance en vue de déterminer les cinétiques biologiques et électrochimiques.

2, 2, 2. Milieu utilisé

Le milieu ayant donné les meilleurs résultats, lors de la culture mixte des BSR en
Erlenmeyers est choisi pour entamer I'é¢tude de la croissance des souches purifiées.

2. 2. 3. Préculture

Chacune des souches est cultivée dans un Erlenmeyer de 100 ml et rempli avec 100 ml du
milieu de culture stérile choisi. Les précultures inoculées sont incubées a 37°C pendant 48
heures, le temps nécessaire pour atteindre la phase exponentielle. Elles permettent, lors du
repiquage, dans le méme milieu et dans les mémes conditions de culture de maintenir la
croissance sans ralentissement. Seulement dans ce cas, ces précultures servent d’inoculum
pour les essais de croissance en Erlenmeyers et les essais électrochimiques de
. voltampérométries et d’impédance électrochimiques.

2. 2. 4. Culture en Erlenmeyers

Comme pour la culture mixte des BSR, les cultures des souches pures sont, également,
conduites dans des Erlenmeyers de 500 ml remplis avec 500 ml de milieu de culture choisi.

Ensuite, ils sont inoculés par les précultures a raison de 1% et incubés a 37°C, pendant 21
jours.

Durant la fermentation, les mémes cinétiques effectuées avec une culture mixte sont refaites
avec les cultures bactériennes purifiées. La cinétique de la croissance bactérienne est suivie
par la variation de la concentration des sulfates, 1a variation de la concentration des sulfures,
la variation du pH et la densité optique en fonction du’ temps.

#
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La variation de la concentration bactérienne est obtenue par la méthode de dénombrement sur
le milieu de culture solide avec un compteur de colonies { réf. Gallenkamp, colony counter ).

3. Etude électrochimique
3. 1. Nature de P'acier utlisé

L’échantillon d’acier utilisé est un acier au carbone de nuance API SLXS52. L’analyse
chimique de I’acier est donnée dans le tableau 4.

Tableau 4: Composition chimique de ’échantillon d’acier

“Eléments | C Mn Si P S Cr Mo Ni Cu
“1%l . | 0,25 | 1,31 || 0.23 | 0,013 | 001 | 0,05 || 0,016 | 0,044 | 0,06

Avant d’entreprendre les mesures électrochimiques, des électrodes de travail en acier
(éprouvettes ) sont préparées. Elles sont découpées a I’ atelier mécanique.

Chaque électrode, de forme circulaire de 1 cm de diametre, 2 mm d’épaisseur et 0.785 cm’ de
surface est soudée a un fil électrique. L’extrémité de I’éprouvette est enrobée dans une résine
thermodurcissable, Araldit mélangé avec un durcisseur a raison de 5 volumes pour un volume

(Fig. 6 ).

Toutes les électrodes de travail sont polies sous un filet d’eau avec du papier abrasif de
granulométrie décroissante ( 600, 800 et 1200 mesh ) sur une polisseuse ( réf. Prest
mecapople 2B ). Aprés, elles sont Javées 4 grande eau et rincées a I’eau distillée, nettoyées a
I’acétone et séchées a la température ambiante. Elles sont immédiatement utilisées.

Résine Acier Tube en verre

B

Fil isolé

Acier
L Vue de face Vue de profil

Fig. 6 : Schéma de I'électrode de travail
3. 2. Préparation de la cellule électrochimique

La cellule de travail utilisée pour les essais €lectrochimiques est présentée dans la figure 7.
C’est une cellule en Pyrex de type EGG, modéle K47, de forme sphérique et munie de cing
orifices permettant de fixer les différentes électrodes ( travail, auxilliaire et réference ).

i

oo —
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Pour tous les essais électrochimiques, un montage a trois €électrodes a été utilisé; soit une
électrode de travail ( acier au carbone ), une contre électrode en graphite de 5 mm de
diamétre et une électrode de référence au Calomel saturée (ECS- Hg/ Hg, Cl,) dont le
potentiel est de -242 mV / ENH.

L’électrode de référence est reliée au milieu de culture par I'intermédiaire d’un pont rempli
d’une solution saturée de chlorure de potassium (KCI ). L extrémité du pont est placée a une
distance d’environ un mm de ’électrode de travail.

REFERENCE
ELECTRCDE

Fig. 7: Schéma de la cellule électrochimique,( Peng et al.,-1994 ).
3. 3. Conditions des essais électrochimiques

Les mesures du potentiel libre de Iacier, de voltampérométrie ( polarisation
potentiodynamique ) et d’impédance életrochimique ont été reahsees dans la cellule décrite
plus haut et 4 ’aide de I’équipement suivant ( Fig. 8 ):

Une chaine électrochimique est destinée a mesurer le potentiel libre de 1’acier en fonction du
temps et les courbes de polarisation potentiodynamique. Elle est composée:

d’un potentiostat /galvanostat type EGG Modéle 273,

d’un micro-ordinateur IBM modele PS/2 pour I’acquisition des données,

d’un logiciel M342C1 pour le traitement des données.

Une seconde chaine est destinée aux mesures d’impédance électrochimique est composée:
d’un potentiostat / galvanostat type EGG 273 A,
d’un analyseur de réponse en fréquence modéle SI 1255,
d’un micro-ordinateur modele ( H.P )
d’un logiciel Z PLOT et Z VIEW

3. 3. 1. Essais de mesure du potentiel libre de Pacier
Afin de mettre en évidence 1'effet des BSR obtenues en culture mixte vis 4 vis de la corrosion

de I’acier, des mesures du potentiel de corrosion de I’acier en fonction du temps sont
effectuées.
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L’essai dure six heures, temps nécessaire pour suivre ‘1’évolution de E,, en absence, en
présence de BSR et lors d’un traitement par un biocide. Dans la cellule électrochimique

contenant 500 mi de milieu de culture stérile, on mesure le potentiel de corrosion de l'acier,
pendant deux autres heures.

Passé ce temps, le milieu est inoculé avec 500 ml de culture bactérienne de BSR et la

variation du potentiel de corrosion ( E,,, ) est suivie durant deux heures. Aprés I’injection du
biocide, on enregistre de nouveau I'évolution du potentie! pris par le métal.

G—Fo o o | — | | @1_13
=N

cooo

[e+]

7

[

|
_;Z' I

]

Fig. 8: Schéma de I’équipement utilisé pour les mesures électrochimiques
1-Bouteille d’azote, 2-Barboteur, 3-Electrode auxiliaire, 4-Electrode de travail 5-Electrode de référence. 6-
Electrométre, 7-Ecran , 8-Potentiostat-Galvanostat, 9-Unité centrale, 10-Imprimentc, 11-Barrcau magnétique.
12-Agitatcur, 13-Analyseur de fréquence

3. 3. 2. Essais de Polarisation potentiodynamique

Les essais de voltampérométrie, en absence et en présence des bactéries purifiées, sont
réalisés a température ambiante. Le potentiel a été balayé a une vitesse de 0,16 mV/s. La
plage de potentiel est située entre -250 mV ( potentiel initial) a +250 mV ( potentiel final )
par rapport au potentiel de corrosion. Au préalable, I’électrode est laissée dans le milieu
pendant 30 mn pour permettre la stabilisation du potentiel. Ces essais vont permettre de
déterminer le potentiel dynamique de corrosion (E,, ), la vitesse de corrosion ( V., ), le
courant de corrosion ( L, ) de I’acier et les coefficients de Tafel anodiques 3, et cathodiques

3. 3. 3. Essais de mesure de 'impédance électrochimique :

Les mesures d’impedance électrochimique sont réalisées au potentiel de corrosion.
L’amplitude de signal sinusoidale est fixée a 10 mV.

La gamme de fréquence balayée varie de 0,01 Hz ( fréquence finale ) & 60 Khz (fréquence
initiale ). L’interface métal- solution ou métal-film et/ou film-solution se¢ comporte comme un
circuit électrique . '

PR
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Le passage du courant entre I’électrode de travail vers I’électrolyte s’accompagne le plus
souvent de phénoménes physico-chimiques non instantanés. Les processus de charge,
d’adsorption ou de transfert (diffusion, migration et convection ) qui interviennent a
Iinterface, soit séparément, soit couplés induisent un comportement non linéaire. De ce fait,

I’excitation 4 I'aide d’un signal alternatif de fréquence donnée produit un courant 1 déphasé
d’un angle 6.

3. 3. 4. Conduite des essais électrochimiques

L’étude de 1’activité corrosive des souches bactériennes identifiées vis a vis de ’acier est
réalisée dans des Erlenmeyers. Cinq séries de culture bactériennes composées de 7
Erlenmeyers de 250 ml chacune sont préparées. Dans chaque Erlenmeyer contenant 250 ml
du milieu de culture MC2, une électrode de travail est plongée.

Aprés les avoir barbotés a |’azote et autoclavés a 120°C, pendant 20 min, ils sont inoculés par
les précultures et incubées a 37°C, pendant 7 jours, temps correspondant 4 la phase de
croissance des bactéries. Durant la période d’incubation, des tracés quotidiens de courbes de
polarisation potentiodynamiques log I = f{ E ) et des diagrammes d’impédance
électrochimique sont effectués.

Au moment des mesures, la cellule stérilisée est remplie avec 500 ml de milieu de culture
stérile, puis additionné de 250 ml de culture bactérienne. Dans la cellule, I’anaérobiose est

obtenue par un barbotage a 1’azote, grace a un diffuseur préalablement désinfecté a 1’alcool
95° et plongé dans une eau bouillante.

4. Etude de l'inhibition des BSR par des antagonistes bactériens
4. 1. Origine des bactéries antagonistes

Afin d'entreprendre le test d'antagonisme, des bactéries provenant du puits producteur d’eau
ZR- 641 du champs pétrolier de Zarzaitine ont été isolées.

4. 2. Isolement et identification

Les bactéries antagonistes sont cultivées sur de la gélose nutritive ( Gratia et al., 1926 ),
aprés une incubation de 48 heures a 37°C. Les souches purifiées, subissent les mémes tests
d'identification macroscopiques et microscopiques effectués sur les souches pures de BSR.
L’identification microscopique, nous a permi d’orienter I’étude du métabolisme cellulaire des
bactéries antagonistes. Les galéries classiques d’identification des staphylocoques et des non-
entérobactéries ont été utilisées { Larpent -1985, Leminore et al., -1989 ).

4. 3. Conduite de I'essai de l'aritagom‘sme

Avant d’entamer cet essai, une étude de la comparaison de la cinétique de croissance des BSR

sur le milieu de culture naturel ( eau d’njection de Zarzaitine ) et sur le milieu de culture
synthétique ( MC2 ) a été réalisée,

4
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Les cultures sur ces deux milieux sont conduitent dans des Erlenmeyers de 500 mi, selon les
~ étapes mentionnées dans la partie 2 de ce chapitre. Ces mémes cultures sont contaminées
directement avec une culture mixte de BSR. Des dénombrements quotidiens de BSR par la
technique du Test- Kit sont effectués.

On désignera par le micro-orgamsme test, la souche de la BSR la plus corrosive et le micro-
organisme antagoniste, les souches aérobies - anaérobies facultatives ou anaérobies strictes
isolées & partir de la boite gélose nutritive. Cette caractéristique respiratoire permettra de
maintenir les deux micro-organismes en vie, lorsqu'elles sont en coculture submergée dans les
Erlenmeyers. Une eau g’injection de Zarzaitne stérilisée a {"autoclave est utilisée.

4. 3. 1. Préparation des précultures

Pour évaluer 1’efficacité des antagonistes bactériens, des précultures de la souche bactérienne
test et des souches antagonistes sont préparées séparément. Dans des Erlenmeyers de capacité
de 100 ml, un volume de 100 ml d'eau d’injection de Zarzaitine stérile (milieu naturel ) est
ajouté. Ces Erlenmeyers sont inoculés a partir des tubes de conservation contenant les micro-
organismes test et les antagonistes.

Aprés I'incubation a 37°C pendant 48 heures et 12 heures respectivement pour le micro-
organisme test et antagoniste; les précultures servent comme inoculum pour les co-cultures
des antagonistes et de la bactérie test en Erlenmeyers de 500 ml. Pour déterminer la
concentration inhibitrice en antagonistes des BSR, trois concentrations 2%, 4% et 10% (V/V)
en antagonistes sont utilisées.

4. 4. Evaluation de I'efficacité de I'antagonisme
4. 4. 1. Mesure de la croissance bactérienne

Cette mesure nous permet d'établir la courbe [ X J =™ (t ) de la souche test en absence et en
présence de la souche bactérienne antagoniste. Ainsi, des cultures en Erlenmeyers de capacité
500 mi contenant 500 ml d'eau de Zarzaitine sont réalisées.

Dans un premier temps, le contenu d’un Erlenmeyer est inoculé par la préculture de la souche
test. Ce dernier constituera le témoin. Les autres Erlenmeyers sont inoculées par la souche test
suivi par celle de 'antagoniste utilisé & différentes concentrations en inoculum (2%, 4% et
10%). Le temps séparant les deux inoculations est de 48 heures ( Waksman et al., -1948). La
croissance dure 10 jours, durant laquelle, les colonies bactériennes du micro-organisme test
sont dénombrées sur le milieu de culture de Gattelier et al., (1966). Ainsi, les courbes de
croissance, N = {(t), de la souche bactérienne sulfatoréductrice en absence et en présence des
antagonistes seront tracées.






4. 1. Evaluation de Ia flore microbienne de I'échantillon

Le dénombrement de la flore microbienne totale présente dans I’échantillon d’eau d’injection
a été réalisée sur des boites de Péiri. Les boites contiennent des compositions spécifiques a
chaque groupes de bactéries. La présence d’une teneur de particules en suspension dans
I’échantillon tels que les anions, les cations et les substances organiques, peut constituer les
facteurs nutritifs pour le métabolisme cellulaire des bactéries isolées (Magot -1995 ).

Dans les milieux de culture spécifiques utilisés, les bactéries ont tendance a s agréger aux
particules nutritives présentes dans ce milieu. Le tableau 5 donne la composition
microbiologique de I’eau d’injection. Il résume les groupes de bactéries présentes dans
I’échantillon et isolées sur les milieux decrits dans la partie expérimentale.

Tableau 5: Composition bactérienne de Ueau de Zarjaitine ZR- 641.

- Nombre de bactéries contenu

Colenies buctériennes isolées " dans un ml d’ean

Bactéries aérobies strictes

( en surface ) 80
Bactéries anaérobies strictes
{ en profondeur ) 10*
Bactéries sulfatoréductrices
( B.S.R} 1,6x10°

L’ensemble des bactéries isolées se développent a la tempeérature de 37°C. Cette derniére est
optimale a la croissance de |’ensemble des micro-organismes présents dans 1’eau.

La flore microbienne est composee essenticllement de bactéries aérobies strictes, acrobies-
anaérobies facultatives avec une dominance de bactéries anaérobies strictes. Cette
composition est la méme que celle obtenue par Hadley ( 1948 ). A I’exception des bactéries
aérobies { 80 colonies/ml }, I’échantillon d’eau d’injection présente une concentration élevée
en bactéries anaérobies ( 10" colonies/ml ).

Ces derniéres renferment les bactéries sulfato-réductrices. Les valeurs numériques des
concentrations bactériennes obtenues ne peuvent pas étre interprétées de fagon stricte. En
effet, les proportions des populations bactériennes sont relatives car les caractéristiques
physiologiques des germes bactériens présents sont trés variables.

Leur sélection sur le méme milieu de culture n’est pas la méme. Par ailleurs, ’utilisation de
milieux différe par la composition chimique permettra d’isoler un nombre élevé de groupe de

bactéries. Il faut noter que, 1a population bactérienne augmente lorsque 1’activité bactérienne
liée a la corrosion augmente ( Peng et al., 1994 ).

Jones (1988) a remarqué qu’en présence d’une concentration située entre 10° et 10 de
BSR/ml, la corrosion tend 4 augmenter avec le temps de contamination du milieu.
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En paralléle, la présence de 10' & 10* de bactéries aérobies par ml favorisera le
développement des BSR ( Jones -1988). Par évidence, la flore microbienne mésophile
nécessitant une température de croissance entre 25°C et 40°C constitue un facteur favorable
au développement des BSR.

Dans les travaux de Hamilton ( 1995 ) réalisé sur I'isolement des germes corrosifs, il a été
mis en évidence des bactéries aérobies et anaérobies-aérobies facultatives. Ces derniers

participent a la création de conditions anaérobiques par consommation d’oxygéne. Ceci
entraine une prolifération de BSR.

Par ailleurs, le résultats de travaux effectués sur {’isolements et le dénombrement des
bactéries des eaux de profondes en utilisant les techniques classiques de dénombrement, ont
permis 2 Bianchi (1973) de remarquer I’association des bactéries hétérotrophes aux BSR. La
concentration était comprise entre une et quelques dizaines de cellules par mi.

Aussi, dans des travaux antécédents et qui ont porté sur la caractérisation microbiologique de
I’eau de distribution, Emde et al., (1992) ont rapporté que, la population microbienne est
constituée des bactéries aérobies, aérobies-anaérobies facultatives et des micro-aérophiles.

Ces micro-organismes influencent le processus de corrosion par la dégradation cellulaire des
inhibiteurs de la croissance des BSR ( Costerton et al., 1987 ). Par conséquent, ces micro-

organismes vont adhérer a la surface de 1’acier en formant un biofilm ( Ford et al., 1990,
Tiller -1982).

4. 2. Etude de I'identification des BSR

L’étude & porté sur la caractérisation de cinq bactéries isolées a partir de I’eau d’injection. Les
enrichissements anaérobiques, dans des Erlenmeyers contenant le milieu de culture MC2 et
inoculé par les souches, ont tous montré un développement bactérien. Les colonies
bactériennes obtenues sur des boites de Pétri, aprés des repiquages, présentaient des
morphologies différentes.

Cing souches codifiées IN-B111, IN-B211, IN-B311, IN-B411 et IN-B511 ont €été isolées et
identifiées. La répartition quantitative des colonies bactériennes isolées est montrée sur
I"histogramme 1. D’autre part, le tableau 6 rassemble les résultats des tests d’identification
macroscopiques réalisés sur les cing souches de BSR.

Aprés deux semaines d’incubation, la lecture des boites de Pétri, nous a permis de distinguer
des colonies bactériennes caractéristiques des cinq souches. Ces derniéres présentent des
morphologies différentes.

De plus, I’observation macroscopique a mis en évidence des colonies a bords réguliers et/ou
irréguliers, de chromogeneése blanche a centre noir, jaune et marron.

Quatre souches ont une consistance visqueuse, seule la souche IN -B5I1l présente une

consistance granulaire. En fin d’incubation, les colonies ont I’aspect plat convexe, ou plats
tout simplement.
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Histogramme 1: Répartition des colonies de BSR isolées a partir
de échantillon d’eau ZR- 641 sur le milieu de culture solide.

11 ressort de cet histogramme que {’isolement sur un milieu de culture a base de sulfate et de
lactate favorise un développement bactérien sélectif pour les souches bactériennes IN-B111.
L’observation a |’état frais des bactéries montre qu’elles sont mobiles. D’autre part, ces
formes microscopiques cellulaires observées varient d’une souche a une autre,

Pour approfondir I’identification, des techniques de colorations différentielles de GRAM et
au bleu de méthyléne ont été utilisées. Les souches bactériennes IN-B111 et IN-B511 sont des
bacilles droits, GRAM négatif.

Les bactéries provenant des colonies IN-B211 et IN-B311 se présentent sous forme de
bacilles, légérement incurvés. En plus, I’observation microscopique des frottis bactériens de
la souche IN-B411 révéle la preésence de bacilles incurvés regroupés en tétrades.

Le tableau 7 résume les différents résultats de 'identification microscopique des bactéries

sulfatoréductrices isolées de I’eau d’injection. Il est a& noter, la présence d’un nombre
prédominant de bactéries appartenant a la souche bactérienne IN- B111 dans I’échantilion.
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Tableau 6: Identification macroscopique des hactéries sulfatoréductrices isolées sur
le milieu solide Gatellier a partir de I’eau d’injection de Zarzaitine.

. N - ey . . - - 'ij:‘ J»;
Code- - ~_IN. By, IN. By, IN. By, - IN. B, IN.. By,
. Nombre .. 23 8 16 5 2
T Blanche 4
‘Couleur : centre noir Jaunc Blanche Marron blanche Marron
_ Consistance Visqueuse Visqueuse Visqueuse Visqueuse Granulaire
- i‘;_()"l:‘ﬂl.?' L .|| Ronde abords | RondeAbords | Ronde a bords | Ronde 3 bords Ronde 4 bords
R régulicr régulicr régulicr régulicr irrégulicr
. ‘Opacité Translucide Opaque Opaque Opaque Opaque
7 surface - ‘|  Brillante Brillantc Lissc brillante Brillante Visqueuse
Elévafioh- “ || Plate convexe convexe Plaic convexe Plate Plate
" “Colonic - B1 B2 B3 B4 - BS
Codification des bactéries, Ex.: 81 1 1

N° de la
colonie

- {

La difution 10

—

en boite de Pétri

N° de I'échantillon

Tableau 7: Résultats de I'identification microscopique des bactéries sulfatoréductrices
isolées a partir de I'eau d’injection de Zarzaitine.

Bactéries AT . _ L AR I |
- - B .. ' lN- B111 i} IN. ann lN. 331;'- - N IN. 8411 'N. BS"
Mobilité - + + + - +
o . Petits bacilles petits bacilles Bacilles
‘Coloration au || Petits bacilles légérement légérement incurvés Bacilles
bleu de incurvés incurvés regroupeés en
méthyléne tétrades
Coloration G G G G G
GRAM
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De plus, les différentes formes cellulaires des souches de BSR isolées et observées au
microscope optique avec le grossissement x100 sont regroupées sur la Planche 2. La culture
des BSR a été discutée par de nombreux auteurs ( Postgate -1979, Widdel -1980,
Chantereau -1980). L’identification des BSR a été, également, détaillée dans le manuel de

Bergey (1980). Les souches de Desulfovibrio sont identifiées comme étant des réducteurs de
sulfates en sulfures, dans un milieu riche en lactate.

Dans un milieu contenant du KH,PO,, NH,CI, CaSO,, MgS0,.7H,0, de I’extrait de levure et
enrichi avec du suifate de fer (FeSO,.7H,0), les colonies de Desulfovibrio observées au
microscope optique sont des bacilles droits, mobiles, Gram négatif et anaérobie stricte
(Bergey -1980, Postgate -1979 ). Ces souches oxydent le lactate en acétate et en dioxyde de
carbone CO,. Dans certains cas, I’acétate est oxydé complétement en dioxyde de carbone et
leur isolement s’effectue A partir d’une eau salée.

D’ autres références bibliographiques sur la caractérisations de BSR ont confirmé les résultats
obtenus ( Zobell -1930 ). En outre, Rubentschik (1928) obtient des cultures de BSR
oxydantes d’acétate en dioxyde de carbone. Widdel (1980) a mis en évidence des bactéries
sulfatoréductrices présentant des morphologies sous forme de vibrio, de cocci, de sarcina, de
bacilles ou de petits bacilles.

D’autre part, pour déterminer les autres critéres d’identification, Bergey (1984) a proposé une
classification des BSR. Dans son manuel ( Bergey -1984 ), les souches de Desulfuromonas
ont une forme bacillaire droite et Gram négatif. Elles sont cultivées sur différents milieux de
culture contenant de I'acétate comme source de carbone. En anaérobie stricte, le genre
Desulfuromonas peut étre cultivée sur un milieu contenant du lactate comme source de
carbone et d’électrons. Les colonies isolées sont opaques de chromogenése jaune.

Truper et al. (1981) ont exposé deux modes nutritionnels pour les BSR. Il y a les bactéries
sulfatoréductrices qui oxydent incomplétement le lactate. Dans ce cas, les genres identifiés
sont Desulfovibrio et Desulfatomaculum. D’autres effectuent I’oxydation incompléte de
’acétate ou complété en dioxyde de carbone. Les BSR affiliées a ce groupe sont
Desulfabacter, Desulfosarcina, Desulfonema et certaines espéces de Desulfovibrio et de
Desulfatomaculum . Le tableau 8 rassemble les résultats des tests bnochlmlques effectués sur
les colonies de BSR isolées.

D’aprés les résultats obtenus, le test de la synthése de I’hydrogéne sulfuré (H,S) effectué sur
les souches décrites dans cette étude, est positif dans un milieu contenant une source de Fe?”
(Hamiiton -1980, Bergey -1980, et Pfennig et al., 1981 ).

La synthése des sulfures, révélée par I’apparition de la coloration noir due a la formation de
sulfure de fer ( FeS ), est plus rapide dans le milieu MC2 inoculé avec des souches IN-B111
et IN-B211. La composition du milieu choisi pour I'isolement des BSR est sélectif pour la
culture de ces souches. :
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Congernant la dégradation de la source de carbone, la prolifération des souches de BSR sur
des substrats organiques ( lactate et acétate ) est positive. Souvent, la culture du genre de
Desulfovibrio montre des colonies a chromogénése marron. Dans ce cas, ces souches ne
présentent pas de précipité de FeS ( Bergey -1984 ).

Tableau 8: Résultats des tests biochimiques effectués sur les bactéries sulfato-
réductrices isolées a partir de I’eau d’injection de Zarzaitine.

_Bactéries |~ . | — 7
oo ] NeBagg 0 INGBagg i INGByyy | INGBgyy - ING By
* TestdeH;S . 4 + . .

o Lactate |+ + + . .

* Plus rapide
L’identification des souches isolées, nous a permis de mettre en évidence un autre genre de

bactéries sulfatoréductrices. Ces bactéries codifiées IN-B311 croissent a la température de
37°C et a un pH qui se situe entre 6,20 et 8,50.

Les souches bactériennes ont développées des formes bacillaires, GRAM négatif, anaérobies
strictes et mobiles. La réaction d’oxydation du lactate et/ou de I'acétate produit du CO,.
Ayant un type respiratoire anaérobique, le métabolisme des sulfates comme accepteur
d’élections conduit & la synthése des sulfures.

Dans le milieu de culture, les colonies tsolées sont blanches. D’apres Widdel et al., (1980), la
souche type est le genre Desulfobacter. Dans le manuel de Bergey (1984), la taxonomie de
ces souches isolées est établie. L’identification systématique des BSR isolées de !’eau de
Zarzaitine est donnée dans les tableaux 9 a 10.
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Desulfovibrio spl. ( (rx 10H)),
Desulfuromonas. ( Cex L),
Desalfobacter. ( (0 x T ).
resulfosarcina ¢ €5 v 14},
Dexulfovibrio spl. ( Cox 1ot ),

Planche 2: Observation microscopique des bactéries sulfatoréductrices isolées de
Ueau d’injection { Grossissement x1000 ).
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Tableau 9: Identification systématique de la souche IN.B111 isolée de I'eau
de Zarzaitine ZR-641, selon le manuel de Bergey (1984).

;. “iTests effectués - .| "Souche IN.B111 isolée dé -

I’echantlllon d’eau

Genvre-Destlfovibrio spl:
Souche reference
(Bergey -1 984)

Test de mobmte

+

+

- Morphologue cellu!aire

Petits bacilles droits

Bacilies droits

Lo tChromogénese 3

Blanche a centre noir

Présence d'inclusions

' - noir
Type resplratoxre Anaérobie stricte Anaérobie stricte
Opacité Translucide Translucide
Synthese de H,S = - + +
i Dégradauon_dy_.!acta_te.{ o + +
. Dégradation de'acétate .. + +/-

- Coloration.Gram - <. -~

Tableau 10: Identification systématique de la souche IN.B211 isolée de I’eau
de Zarzaitine ZR-641, selon le manuel de Bergey (1984).

’:Souche IN.B211 isolée’ de
; echant:llon d'eau

Genre Desu!furamonas: _
Souche reférence '
(Bergey 11984)....

" Test de Mobiits

+

+

- Morphologle ceilulan ¢

Petits bacilles minces
légérement incurvés

Bacilles minces
légérement incurvés

Chromogenese _;'»_'1_-'--':' Jaune Jaune
Type resplrato:re Anaérobie stricte Anaérobie stricte
- Opacité« Opaque Opaque
Synthese de- st + +
oo Dégradation du._lactate X + +
: -Dégradationrde"-_I"acétate'r-' + +

- Coloration Gram .= : .-

Tableau 11: Identification systématique de la souche IN.B311 isolée de I'eau
de Zarzaitine ZR-641, selon le manuel de Bergey (1984).

- 'Tests effectués:. .. -'|. Souche IN.B311 isolée de - . Genre Désulfobacter.
L A |echantlllon d’eau k) Souche referenr:e
LI T T A ) 2 (Bergey -1984).-

-‘Test'de mobilité'. " . + +

Morphologle cellulanre Petits bacilles légerement | Petits bacilles minces

: ; ‘, : incurves légérement incurvés
Chromogénese Blanche Bianche
Type_resptratmre _ Anaérobie stricte Anaérobie stricte
..Opacité. .. - '. ' : Opagque Opaque
" Synthése de-H,S + +
- Dégradation du lactate + +
‘Dégradation de l'acétate + ' +
- Coloration Grany - - -




Tableau 12: Identification systématique de la souche IN.B411 isolée de I’eau
de Zarzaitine ZR-641, selon le manuel de Bergey (1984).

- Tests effectués -

| Souche IN.B411 isolée.de
'--—-.I'échantillon d'_e_au.'- BE

. Genre Desulfosarcina:
o sOuche,référer}ce
- (Bergey -1984).

‘Test de mobilité

‘Morphologie cellulaire -

Bacilles regroupés en

Bacilles regroupés en

T o tétrades tétrades
Chromogénese - Marron -Blanche Grise
- Type respiratoire Anaérobie stricte Anaérobie stricte
- . QOpacité = | + +
- Synthése de H,S + +
Dégradation du lactate + +
Dégradation de {'acétate + +

- Coloration Gram

Tableau 13: Identification systématique de la souche IN.B511 isolée de I’eau
de Zarzaitine ZR-641, selon le manuel de Bergey (1984).

Tests effectués . '| Souche IN.B511 isolée de | Genre Desulfovibrio sp2:
B __l'échantilion d’eau ~ . Souche référence
A : T (Bergey -1984),
Test de mobilite .- + +
Morphologie cellulaire Bacilles droits Bacilles droits
Chromogeénese - - Marron noir Marron noir
Type respiratoire Anaérobie stricte Anaérobie stricte
- Opacité Opagque Opaque
Synthése de H,S. + +
Dégradation du lactate + +
Dégradation de l'acétate + +/-
Coloration Gram - -

4. 3. Etude de croissance des BSR sur différents milieux de culture

4. 3. 1. Influence de la composition chimique
La mise au point d’une procédure ayant pour but I’étude de la cinétique de croissance des
BSR, nécessite une optimisation des conditions de culture et particuliérement la composition
chimique du milieu de culture. Ceci permet d’obtenir le maximum de croissance.
Dans la plus part des études effectuées sur la croissance des BSR, les milieux synthétiques

renferment des composés nutritifs, représentant les sources d’énergie, de carbone, d'azote, de
soufre et d’oligo-éléments.
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Riviere (1981), Bergey (1984) et d’autres ( Pfennig et al., 1981, Harry et al., 1984, Teske
et al., 1981 et Beller et al., 1996 ) ont démontré que le milieu de culture doit contenir des
sulfates comme source de soufre et comme donneur d’électrons, De plus, ces chercheurs ont
constaté que ces bactéries ne peuvent coloniser le milieu de culture que s’il existe un facteur
de croissance indispensable a leur multiplication.

L’addition de I’acide ascorbique ( vitamine C ) en quantité suffisante { 0.1 g/l ) stimule la
formation de colonie de BSR ( Zobell -1943 et Bergey -1984 ). Concernant I’étude de la
croissance des BSR, les publications décrivent un grand nombre de milieu de culture. Notre
choix a porté sur deux milieux. Parmi lesquels, nous retiendrons celui qui donne la
concentration la plus élevée en BSR.

Les courbes de croissance des BSR, en culture mixte, sont illustrées sur la figure 9 et 10. Le

milieu MC1 se caractérise par la présence d’ions phosphatés. Selon Beerstecher (1954), ces
ions stimulent la multiplication cellulaire.

En plus des phosphates, le milieu de culture contient, aussi des chlorures d’ammonium
comme source d’azote, des facteurs de croissance, une sources de carbone, de soufre et oligo-
¢léments.

Il a été montré, également que, I’activité des enzymes catalysant les réactions biochimiques
du mécanisme de la réduction des sulfates en sulfures faisait intervenir des ions de
magnésium (Mg?"). Ces derniers sont fournis par le sulfate de magnésium (Akashi et al.,
1962 ). Au début de I’incubation, les deux milieux sont inoculés avec 3x10° germes de
BSR/ml. Seulement, en analysant la cinétique de croissance obtenue sur les deux milieux, on
constate que 1’évolution de la concentration en BSR en fonction du temps est différente.”

D’aprés la figure 9, la croissance des BSR cultivées dans le milieu vitaminé passe par une
phase d’adaptation (phase de latence). Elle est plus longue comparée a celle obtenue, lorsque
les mémes bactéries sont cultivées dans le milieu avitaminé ( Fig. 10). La phase de latence
dure 72 heures sur MC2, alors qu’elle est de 24 heures sur le milieu MC1.,

Cette différence, dans la durée de la phase d’adaptation, est en relation avec |’activité des
bactéries inoculées. L’inoculum bactérien peut contenir soit des cellules en phase de déclin
soit un faible taux de cellules vivantes.
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0 4 6 10 12 14 18 20
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Fig. 9: Variation de la concentration en BSR dans les milieux de culture MC1 et MC2
inoculés par une cuture mixte de BSR en fonction du temps d’incubation des cultures,
(Conc. de Finoculum = 3x10° cellules/mi ).

— :MC1
3 :MC2

o

o

Densite optique (D.0O)

(I 4 6 10 12 14 18 20
Temps (jours)

Fig. 10: Variation de la densité optique des milieux de culture MC1 et MC2 inoculés par

une culture mixte de BSR en fonction du temps d’incubation des cultures, ( Conc. de
Finoculum = 3x10° cellules/m! ).

Dans le milieu MC2, les cellules se divisent plusieurs fois et synthétisent plus d’enzymes pour
le métabolisme des constituants du milieu extracellulaire ( Duga -1973 et Leclerc -1975). Sur

les mémes courbes de croissance ( Fig. 9 et 10), les trois autres phases: phase exponentielle,
phase stationnaire et une phase de décroissance sont représentées.
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Seulement, en analysant les résultats des dénombrements sur le milieu de culture liquide, on
remarque que la concentration en BSR est élevée dans le milieu MC2. Elle passe de 3x10°
germes/ml a 11x10° germes/mi en coordonnées normales ( N= f(t) ), aprés une semaine
d’incubation ( Bowers et al. -1964 et Duga -1973 ). Par contre, les dénombrements effectués
a partir de MC1 ont engendré une concentration de 10° germes/ml.

L’addition au milieu de culture de vitamine, d’oligo-éléments et d’extrait de levure augmente
considérablement la croissance des BSR ( Senez -1951, Botton -1975 et Bergey -1984 ). La

phase de croissance est suivie de I’apparition des phases stationnaires et de décroissance dans
les deux milieux de cuiture.

La décroissance est plus importante dans le milieu MC1 que dans le milien MC2. Ceci
s’ explique par une consommation plus importante des constituants du milieu MC1. Toutefois,
la croissance bactérienne est liée a I’ activité bactérienne. Les figures 11, 12 et 13 illustrent les
résultats de I’activité des BSR dans les milieux de culture MC1 et MC2. On a constaté, que
les BSR pouvaient réduire les suifates en sulfure; quant elles sont cultivées sur un milieu a
base de lactate et de sulfate.

8

4 L I I L . } L L L i ! L 5

0 4 6 10 12 14 18 20
: ' Temps (jours)

Fig. 11: Evolution du pH des milieux de culture MCI1 et MC2 inoculés par une culture

mixte de BSR en fonction du temps d’incubation, ¢ Conc. de linoculum = 3x10° cellules/ml,
PHiniias d& MC1 = 7,00 et pHipey = 7,60 ).
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Fig. 12: Variation de la concentration en sulfates dans les milieux de culture MCI et MC2
inoculés par une culture mixte de BSR en fonction du temps d’incubation, ( [ SO e dans
MC1=0,8 g/l et [ SO Junae dans MC2 = 0,7 g/, Conc. de I'inocuium = 3x10° cellules/m/ ).
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Fig. 13: Variation de la concentration en sulfures dans les milieux de culture MCI et MC2

inoculés par une culture mixte de BSR en fonction du temps d’incubation, ( Conc. de
Finoculum = 3x10° cellules/mi ).
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Les résuitats de la comparaison de la croissance des BSR sur le milieu naturel et le milieu
synthétique sont représentés sur la figure 14. En observant les courbes de croissance obtenues
on remarque que la phase de latence est absence sur le milieu naturel. Contrairement aux BSR
développeés sur le milieu synthétique, une adaptation de 72 heures est nécessaire.

Le transfert de BSR provenant de I’eau d’injection et inoculées directement dans un milieu de
composition identique a cette eau évite la phase d’adaptation.

Par la suite, on assite 3 une évolution normale de développement des BSR avec un décalage
entre les deux phases exponentielles obtenues sur les deux milieux. Par contre, les phases

stationnaires se supperposent, aprés sept jours d’incubation. Ceci confirment les résultats de
certains auteurs relatifs a la durée de la croissnace des BSR.

Suite a cette comparaison, il est a constater que le milieu naturel ( eau d’injection ) favorise
mieux la croissance des BSR comparée a celle obtenue avec le mitieu synthétique.

—o— Milieu naturet )
1.12E+06 ~a— Milleu synthéthique
.g E  9.61E+05 | * r-' . * *
T . !
[} "
3E s01Ec08 | j
E % ]
2 2 6416405 | /
3 {
T £ i
m ,
% 5 4.81Ev05 | /
T f
53 . ]
6§ 3.21E+05 | .
= N !
3 : '
¢  1,61E+05 | !
1,00E+03 2 s . . : . : . ) .
0 2 4 8 10 15 17

Temps { jour)

Fig. 14: Comparaison de la variation de la concentration en BSR dans les milieux naturel
et synthétique inoculés par une culture mixte de BSR en fonction du temps d’incubation.

4. Caractérisations électrochimiques de I’acier
4. 1. Tracé du potentiel de corrosion de Pacier en fonction du temps

L’influence d’une culture mixte de BSR sur I’acier est étudiée. Lorsqu’on mesure le potentiel
de corrosion d’un métal en fonction du temps, on observe qu’il n’atteint pas immédiatement
une valeur stationnaire. En effet, au moment ou le métal est plongé dans le milieu de culture
spécifique aux BSR, celui-ci ne contient pas d’ions du métal. Le potentiel stationnaire de
-I’acter est long & atteindre. D’autre part, I’interface métal-milieu de culture peut étre modifiée
par la formation d’un produit de corrosion insoluble.
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Pour mieux appréhender I'influence des BSR sur I’acier, I’allure générale des courbes du

potentiel obtenues en fonction du temps pour un acier, peuvent présenter quatres aspects
différents (Fig. 15) ( Benard -1984 ).

Le potentiel de I’acier devient de plus en plus noble. Il y a une protection ( passivation ) du
métal par la formation a sa surface d’un produit de corrosion insoluble ou d’un biofilm (Fig.
15a ). Ce méme potentiel peut devenir plus négatif ou de moins en moins noble. Ceci conduit
a une dissolution continue du métal ( Fig. 15b ). Dans un troisiéme cas, le potentiel devient
d’abord plus négatif, puis tend vers des valeurs plus positives.

Dans ce cas, le métal subi une attaque suivie d’une passivation ( Fig. 15¢ ). Le quatriéme cas,

le potentiel devient plus noble, puis sa valeur se déplace vers des valeurs plus négatives. Le
métal se recouvre d'une couche protectrice.

Celle-ci se développe pendant un temps plus au moins long, puis elle est détruite. Le métal est
dépourvu de la couche. Ceci explique la tendance des valeurs du potentiel vers des valeurs
négatives ( Fig. 15d).

4+ Potentiel .(m V)

(a)

(b)

(c)
>< >( (d)

| : Temps

Fig. 15: Principales formes de la variation du potentiel libre d’un
acier en fonction du temps ( Benard -1984 ).

Tenant compte des cinétiques de croissance obtenues sur les milieux MC1, MC2 et a afin

d’étudier ’influence des BSR sur le comportement de I’acier, le choix a porté sur le milieu
MC2. '

Lorsque le milieu de culture est inoculé par une préculture mixte de BSR, nous avons
enregistré les données du potentiel libre de I’acier obtenues avant, durant et aprés incubation
bactérienne. L’évolution du Ecorr en fonction du temps des trois phases citées précédemment
est représentée dans la figure 16. .
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Avant I'inoculation du milieu, le potentie! de corrosion de ’acier plongé dans le milieu de
culture stérile passe de -734 mV a -770 mV. Lors de I’inoculation bactérienne, le méme
potentiel passe de -770 mV a -766 mV. On constate que, le potentiel ( E.,,. ) passe d’une
valeur moins anodique vers une valeur plus anodique par rapport au potentiel initial

(-734 mV). L’acier est devenu moins noble di a I’action corrosive des BSR sur le métal.

Cette activité bactérienne est couplée 4 la consommation des ions hydrogéne par les souches
de BSR. La présence de bactéries possédant une hydrogénase positive capable de réaliser Ia
réaction H, = 2H" + 2e-, accélére la dissolution de "acier. Les BSR synthétisent leur ATP en
oxydant I’hydrogeéne donneurs d’électrons et 1a réduction des sulfates en sulfures.

-730
-740
2
750 £ b
= - B E 3
E g
2 p = 2
[= 2 o
S : 2
s -760 — 3 El
= =
-770 |—
-780 : L 4 .
o 5 10 15 20

Temps (x10° sec)

Fig. 16: Variation du potentiel libre de acier en fonction du temps d’exposition et en

Jonction de milieu utilise. Le milieu contaminé contient 1% de l'inoculum de la préculiture
mixte des BSR..

Quand, la culture en batch des BSR est réalisée dans un milieu sans oxygéne et modérément
agité, une deépolarisation de la cathode est obtenue ( Daumas et al., 1988). Cette action
corrosive a été confirméé par Wormwell et al., (1952). Dans leur expérience, I'acier
composé de Cr™*, Ni*", $i*", §%, P*, Mn®" et Mo®" est plongé dans un milieu inoculé par les
BSR. Iis ont remarqué un noircissement du milieu di a la formation de FeS avec une
dissolution accrue de I’acier. Les potentiels mesurés étaient compris entre -730 mV et  -580
mV. lls ont expliqué ces changements de potentiels par la variation de la composition
chimique du milieu, au cours du développement bactérien.

D’autre part, la culture discontinue ( en batch )} des BSR, nous a permis de faire une relation
directe entre P'activité hydrogénase et la dépolarisation cathodique ( Booth et al., 1983 ).
Cette activité enzymatique est modifiée, lorsque le milieu de culture est additionné d’un
biocide organique. Son injection a provoqué un changement de la direction du tracé de la

courbe, aprés six heures de culture. La valeur de E_,, devient cathodique proche de E_,,,
initial. '
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On suppose que le biocide a ralenti et/ou inhibé la croissance des BSR en agissant sur la paroi
ou la membrane cytoplasmique ( Portier -1990 ). Cette- interprétation mettant en évidence la
consommation de I’hydrogéne et du lactate par les BSR a été proposée par Odom et al.,
(1981). Leurs résultats ont montré que les BSR oxydent les sulfates en suifures avec
production de I’hydrogéne et de 1’acétate.

5. Mesure de I'activité biologique des souches de BSR purifiées

L’activité des bactéries isolées & partir de 1'échantillon d’eau est évaluée par le dosage
spectrophotométrique du substrat donneur d’électrons, les sulfates, et I’apparition du produit
final du métabolisme cellulaire, les sulfures (Sz'), dans le milieu de culture. Ces
transformations catalysées par des enzymes s’effectuent dans des conditions de température et
de pH donnés. La figure 17 illustre I'évolution du pH, du milieu de culture inoculé par les
cinq souches de bactéries sulfatoréductrices isolées a partir de I’eau, en fonction du temps
d’incubation.

Durant la période d’incubation des bactéries, le pH du milieu de culture se situe entre 8,00 et
6,00. Dans ce domaine les BSR ont tendance i tolérer et/ou a métaboliser les acides
organiques ou minéraux présents dans le milieu ( Scriban -1993). Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par certains auteurs. Ces derniers ont constaté la présence des BSR
dans une eau ol le pH est compris entre 6,50 4 8,50, riche en sulfates et en produits
carbonatés ( Kroder et al., 1991, Cordonnier et al., 1996 ).

- 10

—a@—:Desulfovibrio sp1
—&— :Desulfuromonas
91 —a—Desulfobacter
—a—Desulfosarcina
—@— Desulfovibrio sp2

pH

Temps (jours)

Fig. 17: Evolution du pH du milieu de culture MC2 inoculé par les bactéries provenant des
souches sulfatoreductrices isolées de I'eau de Zarzaitine, en fonction du temps
d’incubation

Un pH compris entre 5,50 et 8,50 favorise I’activité métabolique des bactéries réductrices des
sulfates. Au deld de ces limites, elles deviennent inactivées ( Basalo et al., 1987). 11 est
€vident que I’augmentation de la vitesse de croissance (dX/dt) des bactéries est en relation
avec le pH du milieu.
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Les différentes réactions biochimiques effectuées dans le cytoplasme cellulaire entrainent la
synthése de composés organiques acides. Durant les premiers jours de croissance, le pH tend

a diminuer. Les bactéries entament les réactions d’oxydation des facteurs nutritifs présents
dans le milieu.

Le transport transmembranaire de ces ¢léments augmente avec la multiplication cellulaire. Par
anlleurs Pénergie cellulaire libérée par les réactions d’oxydoréduction des ions sulfates (

SO,”) présents dans le milieu de culture est utilisée par les cellules. Dans ce cas, le rendement
en biomasse augmente.

La figure 18 donne !’évolution de la concentration bactérienne des cing souches isolées de
I’échantillon d’eau de Zarzaitine en fonction du temps d’incubation. Il a été montré que cette
concentration en bactéries est en relation avec la densité optique du milieu ( Fig. 19).

2500 .

—oDesulfovibrio sp1
—a—Desulfuromonas
2000 | —— :Desulfobacter

) - Desulfosarcina
3 —e— Desulfovibrio sp2

1500

1000

Conc. bactérienne ( Colonies/mi)

500 |

Temps (jours)

Fig. 18: Evolution de la concentration bactérienne dans le milieu de culture MC2 inoculé

par les bactéries provenant des souches sulfatoreductrices isolées de I'eau de Zarzaitine, en
Sonction du temps d’incubation.

D’aprés I’allure de ces graphes, la vitesse de consommation ou de dissimulation (dS/dt) des
sulfates est fonction du genre bactérien cultivé dans le milieu. Durant la phase de latence, la
.vitesse de croissance (dX/dt) et la vitesse spécifique de croissance 1 sont nulles. Sur la

Planche 2 donnée dans la partie théorique, on constate que les cing souches isolées effectuent
la réaction de dissimulation des sulfates.
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Fig. 19: Variation de la densité optique du milieu de culture MC2 inoculé par les bactéries
provenant des souches sulfatoreductrices isolées de I'eau de Zarzaitine en fonction du
temps. :

Au moment de I’inoculation du milieu, les bactéries entament la synthése de I'ATP au cours
des réactions biochimiques de dissimulation des ions suifates. Ces observations montrent que
I’enzyme ATP sulfurylase est induite avec génération d’ions sulfures.

Tenant compte de la variation de la concentration cellulaire des cinq souches isolées ( Fig. 18
et 19 ) en fonction du temps et de la figure 20, on constate que, la dégradation des sulfates
s’ effectue méme lorsque les bactéries se trouvent en phase de déclin. Le milieu se concentre
en produits toxiques et les cellules s’autolysent. Selon la réaction du substrat (S) + enzyme

(E) <> enzyme-substrat (ES) =+ produit (P), les données du dosage des sulfures ont conduit
aux tracés figurant dans la figure 21.

Elle montre !’évolution de la concentration des sulfures en fonction du temps dans le milieu
MC2 inoculé par les cinq souches. La vitesse d’apparition du produit (dP/dt) varie,
également, en fonction de la souche de BSR inoculée. Durant la phase d’adaptation,
I’adénosine phosphosulfite réductase serait induite pour I’ensemble des souches. Le passage
de I’adénosine phosphosulfate en ions sulfites (8032') ( Planche 2 ) provoque une libération
extracellulaire élevée en sulfures. A partir du 3™ jour d’incubation, la réaction de
dissimulation des sulfures est nettement entamée dans le milieu. La concentration la plus
élevée en sulfures est obtenue dans le milieu inoculé par Desulfovibrio sp2 et
' Desulfosarcina.

Contrairement aux résultats portés dans le tableau 8, on déduit que les cellules des souches
Desulfovibrio spl et Desulfuromonas sont physiologiquement agées ou lysées. Ceci nous
laisse penser que, ces souches sont moins corrosives. Seulement, il a été exposé qu’une
bactérie morte est plus corrosive qu’une bactérie viable.

’
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Fig. 20: Variation de la concentration en sulfates dans le milieu de culture MC2 inoculé

par les bactéries provenant des souches sulfatoreductrices isolées de 'eau de Zarzaitine, en
Sfonction du temps.
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Fig. 21: Variation de la concentration des sulfures dans le milien de culture MC2 inoculé

par les bactéries provenant des souches sulfatoreductrices isolées de I’eau de Zarzaitine, en
‘fonction du temps.

L’ élaboration de 1’hydrogéne sulfuré par les cellules mortes accélérent la corrosion du métal
(Guillaume et al., 1977 ). A la suite de ces interprétations, nous avons distinguer deux
groupes de BSR. Un contenant les BSR les plus corrosives représentées par Desulfovibrio sp1
‘et Desulfuromonas. Le deuxiéme groupe comprenant Desulfobacter, Desulfosarcina et
Desulfovibrio sp2 represente les BSR les moins corrosives.
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6. Etude du pouvoir corrosif des BSR huriﬁées '
6. 1. Courbes de polarisation potentiodynamique de I'acier

Les courbes de polarisation anodiques et cathodiques des coupons d’acier plongés dans le
milieu de culture stérile et inoculé par les bactéries des cing souches pures de BSR ont été
tracées. Comme il a été mentionné dans la partie expérimentale, les mesures de
voltampérométrie sont effectuées sur une période de sept jours. Durant ce temps d’incubation,
des voltampérogrammes de I'acier sont tracés. La comparaison entre les deux groupes de
BSR, nous a permis de sélectionner deux voltampérogrammes obtenus en fin de I’incubation.
Les tracés de ces courbes, par rapport 4 un témoin, sont représentés sur les figures 22 et 23,
La figue 22 est obtenue avec la culture en batch des BSR plus corrosives (Desulfuromonas ).

La figure 23 correspond a I’acier plongé dans la culture en batch de la BSR, moins corrosive
(Desulfovibrio sp2 ).

D’aprés ‘les courbes de croissance obtenues, lors de la caractérisation microbiologique des
cinqg souches bactériennes de BSR, le temps d’incubation est de 7 jours. Ce temps
correspondant a la phase exponentielle pour I’ensemble des souches de bactéries purifiées.

Au cours du développement bactérien, des modifications dans les branches anodiques et
cathodiques des courbes de polarisation potentiodynamiques sont apparues. .

Ces changements sont accompagnés par une variation dans les valeurs de la densité du
courant et du potentiel de corrosion en fonction du temps d’incubation et par rapport au
milieu non inoculé (témoin ). Il semble que la présence des bactéries provoque la corrosion de
’acier. Les bactéries se multiplient dans le milieu en puisant I’énergie libérée au cours des
étapes biochimiques de la réduction des sulfates (SO42') en sulfures (Sz'). Cette réduction est
couplée a la consommation de I’hydrogéne cathodique (Daumas et al., 1988).

Par ailleurs, Videla (1989) a expliqué que les effets anodiques de la corrosion provoqués par
les bactéries sont dues a la synthése de métabolites corrosifs. La production de ces composés
cellulaires exalte le pouvoir corrosifs d’entités chimiques présentes dans le milieu.

Le méme auteur attribue les modifications dans les branches cathodiques a la production de
reactifs cathodiques, a la complexion ou la dégradation de ces réactifs ou/et par ’accélération
indirecte de la réaction cathodique causée par les bactéries.

D’autre part, le déplacement du potentiel de corrosion dans le sens des valeurs négatives est
en relation avec les réactions anodiques et cathodiques. Dans ces conditions, une diminution
de la vitesse de la réaction cathodique suivie par un accroissement de la vitesse de Ja réaction
anodique ou inversement sont obtenues ( Mansfeld -1991).

Les conditions de culture facilitent la prolifération des bactéries au voisinage de la cathode
avec une augmentation de la corrosion de {’acier. On pense que les bactéries isolées
accélérent la dissolution de I’acier ( libération des ions Fe*").
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Fig. 22: Voltanq)érogramma de Vacier au carbone plongé dans le milieu de culu:re non
moculé ( ——: témoin ) et moculé parla BSR la plus corrosive (—. Desulfuromonas ).
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" Fig. 23: Valtanqréugmnm de I'acier au carbone plongé dans le milien de culture non
inoculé ( —-: témoin ) et inoculé par la BSR la moins camm’ve (—— Desulfovibrio sp2).

D’autre part, la dépolarisation anodique augmente suite 3 [a réact:on entre les sulfures
synthétisés par les bactéries et les ions Fe*'. Un précipité de FeS se forme au voisinage de
' I’anode ( Duga -1973 ). Le mécanisme de dépolarisation anodique et cathodique créé par des
" BSR n’a pas fait I’objet d’études poussées. Seulement, la littérature indique que Ia corrosion
-par les bactéries peut étre due 4 une acidification localisée ( Crolet -1995).
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Sur les figures 22 et 23, on remarque que le point d’intersection des pentes des branches,
correspondant au potentiel de corrosion et au courant de corrosion sur le voltampérogramme
de I’acier expos¢ aux souches de Desulfuromonas s’est déplacé dans le sens des valeurs de
potentiels anodiques et par rapport au témoin,

Aussi, avec le milieu inoculé par les souches bactériennes de Desulfovibrio sp2 ( Fig. 23 ), la
valeur de E_,, est plus anodique par rapport au E_,, tiré du voltampérogramme de I’acier
immergé dans la culture sans bactéries ( témoin ). Mais, ce méme E_,. ( Fig. 22 ) reste moins
anodique comparé a celui tiré de la figure 23.

Ceci nous laisse supposer que, certaines bactéries s’adsorbent a la surface de I’acier. Mollica
et al., 1984, et Johnsen et al., 1986 ont montré que, durant le développement bactérien,
I’activité microbiologique modifie les propriétés cathodiques de 1’acier. Ce qui induit un
déplacement des valeurs de E,, dans le sens positif et sans qu’il ait changement dans la
nature des éléments chimiques de I’acier ( Feron et al., 1995 ).

6. 2. Influence des BSR purifiées sur le potentiel de corrosion de I'acier

Le potentiel de corrosion { E,, ) correspond au potentiel de I’électrode de travail qui se
corrode dans un milieu aqueux. L’évolution en fonction du temps des valeurs du potentiel de
corrosion de I’acier plongé, dans un milieu de culture MC2 non inoculé et inoculé par les
bactéries sulfatoréductrices purifiées, est illustrée dans la figure 24. Les données de E_,,, sont
relevées sur les voltampérogrammes tracés durant sept jours d’incubation.

| —¢— Tetmoin
200 —a— ‘Desuifovibrio spi
—p— Desuffuromonas
. — Desulfobacter
400 | —a— :Desulfosarcing
—o— Desuffovitrio spi2

Potentiel de corrosion (mV)

Temps (jours)

Fig. 24: Evolution, en fonction du temps, du potentiel de corrosion de Uacier plongé dans
le milieu de culture MC2 inoculé par les bactéries provenant des souches sulfatoreductrices
isolées de I'eau de Zarzaitine.
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Dans le milieu non inoculé, le potentiel de corrosion de I’acier ne varie pas beaucoup. Les
valeurs enregistrées fluctuent entre -730 mV/ECS et -866 mV/ECS. En présence des
bactéries, les nouvelles valeurs obtenues aprés 24 heures de cultures, restent proches de celles
obtenues avec le milieu non inoculé. En effet, le potentiel de corrosion de 1’électrode de
travail passe de -866 mV/ECS vers des valeurs anodiques égales 3 -751, -675, -725 et -723

mV/ECS respectivement en présence des deux souches, les plus corrosives (Desulfobacter et
de Desulfosarcina ).

Ce déplacement de E,, indique un début de croissance bactérienne pour les quatre souches
avec une légére modification des propriétés cathodiques de I’acier ( Peng et al., 1994 ).

D’aprés .1a figure 19, nous avons déduit que le milien MC2 favorisait 1a croissance des
cellules issues de la souche Desulfovibrio sp1. Ce qui explique, qu’aprés 48 heures de culture,
la valeur de E,, enregistrée avec le milieu inoculé par ces cellules est plus anodique (-657
mV/ECS); que celles obtenues avec les cultures inoculées par les autres souches bactériennes. -

L’action corrosive de la souche Desulfovibrio spl est également obtenue au bout de
quatre jours de culture. Les cellules bactériennes de Desulfovibrio spl sont en pleine phase
exponentielle et leur action corrosive est au maximum (-606 mV/ECS). Contrairement, au
milieu inoculé par les souches de Desulfovibrio spl, le suivi de la croissance de
Desulfovibrio sp2 en fonction du temps, nous a permis de tracer 1’évolution des données du
potentiel de corrosion de 1’acier. Durant trois jours de culture, les valeurs de E_, relevées sur
les voltampérogrammes sgnt cathodiques par rapport au potentiel témoin (-866mV/ECS ).-

A partir du quatriéme jour, I’électrode de travail prend des valeurs de potentiel de corrosion
plus anodiques. Mais on a constaté que, 1’ensemble de ces valeurs obtenues avec 1’acier
plongé dans le milieu inoculé par Desulfovibrio sp2 restent inférieurs, comparées & celles du
milieu non inoculé. Dans le cas'de la culture de Desulfobacter, on enregistre une évolution de
E o anodique dés le premier jour d’incubation. On pense que 1’activité microbiologique due
a la division rapide des cellules de Desulfobacter est & I’origine de la variation du potentiel de
corrosion de I’acier. En fin d’incubation de la souche Desulfobacter, le potentiel de corrosion
( E.rr ) atteint une valeur de -274 mV/ECS.

D’autre part et d’aprés la méme courbe ( Fig. 24 ), Iallure des valeurs de E,,, prises par
I’électrode, plongée dans le milieu inoculé par les cellules de la souche Desulfosarcina
montre que 1’électrode de travail est affectée par I'activité de ces bactéries. Le potentiel de
corrosion passe de -866' mV/ECS vers une valeurs plus anodique (-744 mV/ECS).

"En reliant les courbes de N=f* ) ( fig. 18) ou D.O={* (t) ( Fig. 19 ) de cette souche, 4 la
courbe de E.,=f" (t), on constate que la faible croissance explique les valeurs de E

| Ces données se r_approchgnt de celles du témoin. L’action corrosive n’est obtenue qu’a partir
“du 6™ jour; le E,, est égale i -283 mV/ECS. En fin d’incubation, correspondant au début de
la phase stationnaire, le potentiel de corrosion enregistsé est de -193 mV/ECS.
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Les changements des valeurs de E,,,, dans le sens négatif par rapport au potentiel de corrosion
initial ( activation ) des coupons d’acier plongés dans le milieu MC?2 inoculé peut étre attribué
a I'effet de la dépolarisation cathodique causée par les BSR. En paralléle, une augmentation
des réactions anodiques dues & I’apparition ’hydrogéne sulfuré est obtenue. Les courbes de
polarisation potentiodynamiques confirment ces résultats. '

6. 3. Influence dés. BSR sur le courant de corrosion et la vitesse de
corrosion ' '

Les mesures du potentiel de corrosion sont insuffisantes pour évaluer 1’action corrosive des
BSR. Il est nécessaire de déterminer, en paralléle, le courant de corrosion ( I, ) et la vitesse
de corrosion ( Vi, ) ( Peng et al., 1994 ). Pour chaque mesure effectuée, la vitesse de
corrosion est proportionnelle & la densité de courant de corrosion. Les variations dans les
données' de Loy €t Vi, de I'acier plongé dans le milieu non inoculé et inoculé par les cinq

- souches de BSR sont representées sur’les figures 25 et 26. Au début de I’expérience, le
courant travérsant I’acier immergé dans le milieu non inoculé par les BSR passe de la valeur
1,63 pAfem® & 25,23 pA/em®. Quantitativement, cette augmentation rapide de la densité du
courant montre une dissolution importante de I’électrode de travail. Pour le reste du temps
d’exposition, la densité du courant reste approximativement stable.

Ivérson (1983) rapporte dans ses travaux sur I’effet corrosif des BSR vis a vis d’un acier
doux ( concentration en carbone <0.25 % ), que le courant de corrosion peut atteindre de trés
basses valeurs (0,1 pAlcm’) et reste stable aux alentours de ces valeurs. Ces données sont
obtenues, lorsque les bactéries se trouvent en phase de latence. Dans certains cas de culture de
BSR, le courant de corrosion ( Lo ) diminue jusqu’a 0.1 uA/cm’, puis augmente autour de
100 pA/cm®. Ces résultais sont associés soit 4 la rupture du film de sulfure de fer ou a Ia
rupture du biofilm. Par ailleurs, la présence d’ions de sulfate de fer et d’ammonium provoque
I’augmentation de la vitesse de corrosion ( V., ) suivie d’une diminution ( Adams et al.,
1953 ).

Vitesse de corrosion {(mm/an)

o . 1t - 2. 3 4 5 6 7
Teryps(]ous) '

' Fig. 25: Variation de la vitesse de corrosion en fonction du temps dans le milieu de culture
. MC2 inoculé par les bactéries provenant des souches de bactéries sulfatoreductrices isolées
de I'ean de Zarzaitine. _ e
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Fig. 26: Variation du courant de corrosion en Jonction du temps dans le nﬁ'lieu de culture
MQC2 inoculé par les bactéries provenant des souches de bactéries su{fatoreductnces isolées
de l ‘eau de Zarzaitine.

Ces observauons suggérent que les ions ferreux ont inhibés la formation du film de FeS Ceci
permettra & certains métabolites corrosives de s *adsorber & la surface de I’acier avec une
initiation de la corrosion. Le méme chercheur a confirmé I’action corrosive, lorsqu’une
culture pure et en batch de BSR est utilisée. Les valeurs de V., obtenues sont élevées, aprés
72 heures de culture. ' ' S

Dans- le milieu inoculé, on a constaté que les plus grandes valeurs de Vo, €t de L., sont
obtenues; lorsque 1’électrode de travail est immergée dans le milieu inoculé par les souches
bactériennes de Desu{fovzbno spl et de De.su{furomanas Aprés 24 heures de. culture, la-
vitesse de corrosion est passée de 1 93x10 mm/an & 0,43 mm/an et 0,25 mm/an
respectivement en présence des souches de Desulfovibrio spl et de Desu{fummanas Les
"deux paramétres ont tendance & augmenter rapidement, lorsque le milieu-de culture MC2 est
inoculé par la souche Desulfovibrio spl: La vitesse de corrosion enregistrée au bout de 4
jours de culture est de 0,39 mmlan Ce qui correspond 4 un L, égale 4 33,53 pA/cm?. Cette
densité atteint 73,85 pA/cm’ 4 la fin de la phase de. crolssance Par contre, avec la culture de

" Desulfuromonas, on enregistre une densité de 44,31 uAIcm et une vitesse de corrosion égale
.a 0,51 mm/an. _

En comparant les résultats électrochimiques obtenus avec des coupons d’acier immergés dans
. le milieu et exposés a ‘l’action corrosive des souches bactériennes de Desulfobacter,
Desulfosarcina. et Desulfovibrio sp2, on remarque que I'allure des courbes dV/dt et dI/dE en
-fonction du temps augmentent. Avec la culture de Desulfobacter et aprés six jours de cuiture,
la densité du courant est de 60,72 pAlcm Alors que la vitesse de corrosion prend la valeur

0,71 mm/an. Dans ce cas, on observe.un accro:ssement de I’allure d&s courbes suivi d’une
. dxmmutlon
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De méme pour I’acier exposé aux bactéries Desu{fosarcma et Desuy'owbno spZ Les valeurs
enregistrées sont 7,87 uA/cm ‘et 0,09 mm/an, en présence Desulfosarcina, aprés sept jours
d’incubation. Avec I’électrode plongée dans le milieu inoculé par les souches bactériennes de
Desuy'owbno sp2,ona obtenu 4,24 pA/cm et 0,04 mm/an.

Hardey et al. -1984 ont obtenu d&s vitesses de corrosion trés faibles avec un acier eXposé aux
souches bactériennes pures de BSR. Néanmoins, et d’aprés les figures 18 et 19, les souches
bactériennes Desulfovibrio sp1 possédent !’ activité cellulaire la plus élevée. Ceci a engendré

une plus grande action corrosive vis a4 vis de 'acier au carbone par rapport aux autres
bactéries isolées. ' o G

D’autres explxcatlons peuvent etre apporté&s pour interpréter les effets de diminution de la
vitesse de corrosion et du courant de corrosion. Selon Peng et al., 1994, la précipitation de

dépdts chimiques tels que le CaCO, a la surface de I’acier plongé dans un milieu inoculé par
les BSR empeche la dissolution métall:que s

6. 4. lnﬂuence des BSR sur Ies pentes des courbes de TAFEL

La vanatlon, en foncuon du temps dans lm oonstantes des pentes anodiques et cathodlques
de Tafel des courbes de polansatlon de I’acier plongé, dans le milieu de culture non inoculé et
inoculé par les cinq bactéries purifiées, est illustrée sur les figures 27 et 28: Aprés 24 heures
d’incubation, on constate que la pente anodique de la courbe de polarisation du témoin est,
nettement, - supérieure aux pentes ds courbes obtenues avec le mlheu inoculé par
Desulfovzbno spI Dasub"uromonas et Desuy'obacter

Cependant, avec le rmlneu de culture de Desulfosarcina et Das‘ulfowbno sp2 la pente
anodique tirée des courbes de polarisation correspondantes est supérieure a celle du témoin.
L’électrode subie une dépolansat:on anodique sous [’effet de I’action corrosive des BSR les
plus corrosives. Si on se référe a la figure 3, on constate que la réaction anodique est
prédommante (‘Bard et al., 1983 ). Dans le cas des électrodes exposées aux BSR les moins
corrosives, c’est la réactlon cathodlque qui domine.

Sur la figure 28, on constate que la pente cathodique du témoin est inférieure a celles
obtenues avec des électrodes plongées dans les milieux moculés par les bactéries
Desulfosarcina et Dasulfowbno sp2
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Pente anodique({Videca)
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Fig. 27: Evolution de la pente anodique des droites de TAFEL en fonction du temps
d’exposition de Vacier plongé dans le milieu de culture MC2 inoculé par les bactéries
provenant des souches sulfatoreductrices isolées de I'ean de Zarzaitine.
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| Fig. 28: Evolution de la pente cathodique des droites de TAFEL en fonction du temps
d’exposition de Dacier plongé dans le milieu de culture MC2 inoculé par les bactéries
provenant des souches sulfatoreductrices isolées de I'eau de Zarzaitine.
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7. Caracténsation de linterface métal/solut:on par la techmque d’:mpédance
électmch:m:que

Lorsque des é_prouvettm d’acier sont plongées dans le milieu de culture spécifique aux BSR,
la surface métallique se couvre d’une pellicule de matiére constituée par des micro-
orgamsm&s Le biofilm formé affecte le transfert de charge et modifie le processus de la
corrosion de Iacier.

En interprétant les résultats des études effectuées sur le développement des biofilms
bactériens, Feron (1990) a constaté que le biofilm est souvent considéré comme le facteur
responsable de la corrosivité du milieu. D’autre part, sa mise en évidence et son suivi sont
nécessaires. C’est ainsi que des mesures d’impédance permettant d’évaluer la variation de la
résistance de transfert de-charge (R,.), la résistance de 1a solution (R,), la capacité de la double

couche électrique (Cy) et 'impédance de Warburg pour les systémes diffusionnels ont été
eﬂ'ectuées ( Tableaux 14 et 15 )

Les diagrammes d’impédance obtenus pour I’ensemble des échantillons d’acier sont présentés
dans les figures 29 et 30, pour la souche la plus corrosive Desulfovibrio sp1 et les figurés 31
et 32, pour la souche la moins corrosive Desulfovibrio sp2. La caractérisation des interfaces
métal/solution en présence de deux souches de bactéries isolées  partir de I'eau d’mjectlon a
été réalisée par des mesures d‘unpedance

Le but de ce travall est de vénﬁer P’activité de ces deux souches de bactéries. En effet, il a été
remarqué que 1'impédance d’un milieu inoculé par des bactéries tend 4 diminuer au cours de
la culture en batch. Cette diminution est d’autant plus rapide, pour le milieu de culture, que
les cellules se développent plus rapidement ( Scriban et al. -1993 ).

Les mesures ont été réallsées au potentiel de corrosion. La gamme de fréquence utilisée varie
de 60 Khz a 0,01 Hz. L’amplitude du potentiel sinusoidal utilisé est de 10 mV. Les mesures
ont été réalisées aprés un temps d’immersion de 5 minutes. L’électrode en acier au carbone

utilisée est introduite dans le milieu de culture contaminé par les deux souches de bactéries
sulfatoréductrices.

Tableau 14: Résultats des caractéristiques électrochimiques de Vinterface de U'acier plongé
dans le milieu de culture MC2 inoculé par la souche Desulfovibrio spl.

1073 66
1754,02 2,86x 107
/ ~ /
2331,43 44x 107
S . 45,21 222x 107
e R 83 74,44 : 70,56 x 10
SR 1393 . 4481,79 314x 107




Tableau 15: Résultats des caractéristiques électrochimiques de interface de I'acier plongé
‘dans le milieude culture MC2 inoculé par la souche Desulfovibrio sp2.

g I \‘_-‘-ax.s-.--._g-z,;?j.;;g,-, mce
S e

191x 107

: /
718,59 515x10
1579,48 134x10°
541 '8,26x 10°
888,10 1,79x 107

La réponse d'une interface formée d’un biofilm peut étre représentée par le diagramme de
Nyquist ou deux demi cercles sont tracés. Le premier est caractéristique du biofilm et le
second caractérise les processus de corrosion de 1’électrode ( Feron -1990). Ceci reproduit le
modéle obtenu dans la partie théorique ( figure 4 ).

Le diagramme de Nyquist obtenu avec le milieu de culture contaminé pendant une journée
d’incubation par la souche Desulfovibrio spl est un demi cercle. La résistance de la solution
est de 8,18 Ohm. cm’.Celle obtenue a basse fréquence, due a la résistance de polarisation du
systéme, est de 1073,66 Q/em’

Le dnagramme de Bode ( Iog |Z| en fonction du log de la fréquence ). montre un
comportement résistif a haute fréquence. Le comportement capacitif est obtenu a basse
fréquence. Ce comportement est due 4 la résistance de polarisation du syst¢me.

Cette résistance représente la somme de plusieurs résistances tels que la résistance au
transport de masse et de la résistance au transfert de charge. La capacité de I'interface est de
13,54x10™ Faraday/ cm. Aprés deux jours d’incubation du milieu inoculé par la souche
Desulfovibrio spl, le diagramme d’impédance de Nyquist obtenu est similaire au précédent.
La valeur de la rémstance de polarisation obtenue a basse fréquence est plus grande. Elle &st
de 1754,52 Ohm. cm” et Iinterface devient moins capacitive avec une valeur de 2.865 x 10
Faraday/cm.-

Pour le milieu de culture inoculé par la souche Desulfovibrio spl et incubé pendant quﬁtre
jours, le dlagramme de Nyquist obtenu est plus large. La résnstance de polarisation est passée
_22331,43 Ohm.cm® et la capacité de cette interface est de 5,48.10” Faraday/cm. La capacité a

légérement augmenté 4 cause du centrage du demi cercle dans le premier cadrant du
diagramme d’impédance.

" Le diagramme d’impédance obtenu aprés une contamination de cinq jours par la souche

_bactérienne Desulfovibrio spl1 est composé de deux demi cercles. Le premier obtenu & haute
“fréquence peut étre attribué 2 la résistance d’un film composé de FeS et du biofiim en cours
de destruction sous I'effet de sa masse. ' '
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La résistance mesurée & haute fréquence est de 45,21 Ohm.cm? Le second demi-cercle
obtenu a basse fréquence posséde la forme d’une branche. L’analyse de cetté branche a
permis de calculer la résistance qui est de 7008,12 Ohm.cm® La résistance au transfert de
charge croit entre le premier et le cinquiéme jour. Cette augmentation est due probablement &
1’accumulation du dépot et a 1’ élargissement du film. Il semble que ces résistances sont fiées a
Iinterface film-solution. Costerton et al. (1987) ont expliqué ces données par le fait que les
micro-organismes constituant le biofilm excretent des polysaccharides extracellulaires et
forment le glycocalyx. Ces derniers leurs conférent une adhérence 2 la surface métallique.

Pour le milieu du Cl_ilture contaminé pendant six jours, on remarque que le demi-cercle
d’impédance obtenu sur le diagramme de Nyquist est devenu plus getxt La valeur de la
résistance mesurée a haute fréquence est de 'ordre de 74,44 Ohm.cm®, Ceci montre que, le
film est détruit et ne présente aucune résistance a la pénétration des ions de la solution 4 la
surface du métal. Le temps de contact ( milieu de culture -bactérie) correspond & une phase de
croissance maximale. On a constaté, aussi, que le diagramme d’impédance est caractérisé par
une impédance faradique liée & un processus dlffuswnnel L’activité importante des bactéries
a participé activement a la production des ions $*. Ces derniers ont formé une couche de FeS
adhérante a la surface du métal et qu1 de nouveau a bloqué 1’échange entre le métal et ia
solutlon

La resmtance de transfert de charge, pour le septiéme jour, a augmenté et est passée a 4481,79

Ohm. cm L’examen des diagrammes d’impédance obtenus montre que ces bactéries n’ont
pas contribué au blocage de 'interface. = -

Ces diagrammes sont caractérisés, a basse fréquence, par une impédance faradique traduisant
le processus de diffusion.

En présence de la souche bactérienne Desulfovibrio sp2, le diagramme de Nyquist révéle la
formation d’une boucle, lors du premier jour de croissance en milieu de culture contaminé.

Ce qui correspond 4 une rémstance de polarisation égale a 954,72 Ohm.cm? et une résistance
de la solution de 8,53 Ohm.cm® avec un comportement capacitif de 1,86x10™ Faraday. Lors
de la croxssance durant le deuxnéme jour de culture, la résistance de la solution passe de 8,53
Ohm.cm? 2 12,83 Ohm.cm?.

Alors que la résistance de polarisation diminue pour atteindre une valeur de 323,69 Ohm.cm®.
Le processus d’adsorption de charge a diminué. Ce phénoméne est illustré sur la figure 32 ou
on a une diffusion. '

Par contre les mesures effectuées au qudtrieme jour de croissance, nous ont permis de
constater que la résistance de la solut:on chute légérement par rapport au dexiéme jour et

" atteint une valeur de 10 76 Ohm.cm®. En paralléle, la résistance de polarisation augmente et

_atteint 718,58 Ohm. cm’. On peut attribuer cette augmentation a la formation d’un film a la .
" surface du métal. Entre le cinqiéme et le sixiéme jour, on assiste 4 un processus diffusionnel
qui peut correspondre a la destruction du film composé d’un biofilm et des dépéts de FeS.
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Au septiéme jour, le diagramme de Nyquist révéle les mémes phénoménes obtenus, lors du
premier jour de cro:ssance bactérienne avec la formation d’un biofilm dont la résistance est
égale 888,10 Ohm.cm®. La résistance de la solution est de 1,840 Ohm.cm® moins importante
que celle obtenue au premier jour, malgré qu’on assiste a un processus diffusionnel important
durant le septiéme jour de croissance. En conclusion, il en ressort de I’examen des résultats
obtenus ( tableaux 14 et 15) par les mesures d’impédance que les bactéries de la souche
Desulfovibrio sp1 sont plus actives que celles de la souche Desulfovibrio sp2.
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8. Caratéﬁéationf microbilogigue des bactéries antagohiétes

L’isolement effectué sur le milieu de culture solide a permis de distinguer q_uatré colonies
bactériennes supposées antagonistes aux BSR. Le tableau 16 donne les caractéres

macroscopiques des colonies isolées de I’eau. Seules les bactéries anaérobies- aérobies
facultatifs ou anaérobies strictes sont retenues.

D’aprés les résultats obtenus, on constate que le type respiratoire est important pour I’exercice
de I’effet antagoniste sur les BSR ( Leminore et al., 1989, Selman -1948 ). La culture sur
gélose de viande de foie ( V.F ) fait ressortir deux groupes de bactéries antagonistes ayant
‘deux types respiratoires différents. Les colonies codifiées Ajs; et A4 réalisent la respiration
aérobie. Alors que, les bactéries Ay, et Aggs sont des aérobies- anaérobies facultatives.

Au cours des différents repiquages pour la purification ( Planche 3 ), les observations
microscopiques ( Tableau 17 ) ont montré que les cellules de Ay, se présentent sous forme de
cocci isolés en amas irréguliers, Gram positif. Les cellules issues de la division de A,q; sont
des cocci avec des bords circulaires ( coccobacilles ), Gram négatif ( Planche 3 ). Ces
résultats microscopiques laissent supposer que, les bactéries de Az, sont des Staphylocoques.

D’autre part, les cellules de Ay font partie du groupe des non- entérobactéries ( API ~-1985,
Larpent et al, -1985 ).

Les tests biochimiques cor_npbsant les galéries d’identification ( Annexes ) des cocci, Gram+
et des bacilles, Gram- et non- entérobactéries sont effectués sur les bactéries antagonistes Ay,
et Am Dans le tableau 18 et 19, les résultats des test blochlmlques sont regroupes

Selon la bibliographie ( Larpent et al ~1985, Leminore et al. -1989 ), on constate que l&s
bactéries A,y ont un métabolisme fermentaire donnant & partir des glucides, des acides
organiques faibles. La disposition des cellules en cocci isolés en amas irréguliers renseigne

sur le genre Staphylococcus. Ces bactéries sont caractérisées par un test a staphylocoagulase
négatif.

Dans le méme ordre d’idée, il a été mentionné que, les bactéries de Ay, ne dégradent pas les
sucres; excepté le glucose. La production de I’hydrogéne sulfuré est négatif. Ceci montre que,
le métabolisme des glucides est réalisé par le voie oxydative ou fermentaire.

“Selon les mémes auteurs de cette bibliographie, ces bactéries peuvent réaliser la respiration
dans un milieu riche en sulfates ou en nitrates. Dans ce cas, le test de dégradation des nitrates
-est positif ( tableau 19 ). Tenant compte des résultats microscopiques et macroscopiques, ces
bactéries appartiennent au genre Pseudomonas.
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G.

Isoleme actéries antagonistes sur milien de culture solide (
(a): Pseudomonas, (b): Staphylococcus.

(bservation mucroscopique des cellules Observalion microscopique des ceilule
de Pseudomonas ( Gx1000 ). de Staphylococcus ( Gx1000 ).

Planche 3: Isolement et observation microscopique des bactéries antagonistes.
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Tableau 16: Identification macroscopique des bactéries antagonistes
isolées sur gélose nutritive a partir de U'eau d’injection ZR-641.
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-Convexe  Plate : Plate : Légerement
| convexe
Codification des bactéries, Ex. : A231
N°dela . La ditution 10™ N° de 'échantilion .
colonie en boite de Pétri : '

Tableau 17: Résultats de Uidentification microscopique des bactéries antagonistes isolées
sur gélose nutritive a partir de ’eau d’injection de Zarzaitine ZR-641.
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Tableau 18: Identification systématique de la bactérie antagoniste A203 isoleé
- @ partir de I’eau ZR-641, selon Larpent et al. -1985.

Aérobie- anérobie Aerobfe—ahdé’mbiefacultaﬂve
Jacultatve '
+ +
+ . +
+ +

Tableau 19: Identification systématique de la bactérie antagoniste A232 isoleé
' d partir de I'eau ZR-641, selon Larpent et al. -1985.

AT

Aérobie stricte
Aérobie- anérobie ( Aérobie-anaérobie facultative sur
facultatve milieu riche en SO et NO, ).
+ +
+ +
+ +
+ +
+ w2
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8. 1. Effet des antagonistes bactériens sur la croissance des BSR

Le mécanisme par lequel le comportement des BSR corrosives est modifié par d’autres
bactéries; d’'un méme écosystéme est loin d’étre compris. Les études entreprises in vitro
conduisent & des résultats qui permettent de refléter le mécanisme in-vivo. Cependant, le
systéme de culture en discontinu est utilisé pour étudier 1’antagonisme. Le milieu utilisé, dans
notre étude, est une eau d’injection inoculée par les micro-organismes corrosives cible des
antagonistes bactériens ( Wilson et al., 1989 ).

Les résultats obtenus, dans la littérature, ont démontré qu’un modéle expérimental in vitro
peut étre utilisé pour I'étude des interactions entre une souche test et une souche antagoniste.
Les résultats de I’antagonisme sont interprétés par le fait que des composés intracellulaires
incluant les substances nutritives non métabolisées, les sécrétions et les excrétions de la
bactérie antagoniste jouent un role dans le mécanisme de 1’antagonisme (Yurdusen et al -
1989 ). Le modéle expérimental proposé consiste en un antagonisme entre une souche a effet
inhibiteur, les souches bactériennes de Staphylococcus ou de Pseudomenas et une souche
pourvue du pouvoir corrosif, la souche Desulfovibrio spl.

Dans une série d’Erlenmeyers, le milieu naturel est réparti & un volume équivalent et inoculé
par les souches bactériennes antagonistes aux concentrations de 2, 4 et 10%. Les figures 33,
35 et 37 illustrent les courbes de croissance correspondantes i fa variation de la concentration
des germes Desulfovibrio spl en fonction du temps, en présence et.en absence des
antagonistes. D’aprés les courbes obtenues, on observe des atlures de croissance habituelles
d’une bactérie cultivée sur un milieu de culture et constituées des phases de latence, de
croissance exponentielle, de ralentissemént, stationnaire et de phase de déclin (Figure S ).

Avec la culture en batch du témoin inoculé avec les germes corrosifs de Desulfovibrio spl, on
constate une croissance bactérienne normale. Nous avons vu que la culture pure de ces
germes conduisait 4 des bioconversions au cours de la croissance. Les sulfates sont
métabolisés en sulfures et le milieu devient trouble et corrosif.

En dix jours d’incubation, la concentratlon en Desulfovibrio spl est passé de 10° germes/ml &
10 germes/ml. Le maximum en ces bactéries est obtenu au septiéme jour d’incubation avec
10’ germes/ml. Dans les Erlenmeyers inoculés par les antagonistes bactériens de

Staphylococcus ou de Pseudomenas, les cellules sont précultivées 24 heures avant
Iinoculation. '

D’aprés le temps d’incubation des bactéries antagonistes, on constate que les bactéries sont en
phase de croissance dans le milieu. Cet état cellulaire intervient dans 1I’inhibition des souches
corrosives.

L’action antagoniste est liée 4 I'état physiologique et a la nature des substances
extracellulaires libérées dans le milieu en agissant sur les germes de. Desulfovibrio spl en
voie de croissance. De plus, le milieu de culture contient une concentration en matiére
" nutritive supérieure & 1% suffisante pour que le germe antagoniste prolifére et devient
 inhibiteur ( Brisou et al., 1971 ). La comparaison des courbes de croissances obtenues ( Fig.

33, 35 et 37 ) montrent un abaissement de plus en plus marqué du nombre des germes
corrosifs.
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Le dénombrement des germes corrosifs est réalisé sur un milieu gélosé liquide. Aux
concentrations de 2, de 4 et de 10% en souches antagonistes de Staplzylococcus et aprés trons
jours d’incubation, le dénombrement des germes corrosifs se situe entre 10° germes/ml et 10
germes/ml. Ces concentrations sont supérieures &. celles obtenues a la méme période
d’incubation de la culture témoin de Desulfovibrio spl. L’analyse des allures de la courbe de
croissance montre le méme allongement du temps de latence.

-

Il semble que les souches bactériennes antagonistes en phase d’adaptation n’entravent pas la
croissance des germes corrosifs ( Leminore et al., 1989 ). Durant ’incubation de la
coculture, les germes de Desulfovibrio spl et ceux des germes a.ntagomstes forment un
complexe d’interaction synerglque de nutrition.

Selon Waksman (1948), les germes oorromfs synthétisent des substances nutritives
complémentaires & celles présentent dans le milieu. Ces composés sont utilisés par les germes
bactériens antagonistes. Leminore (1989) a remarqué que, les sulfates et le lactate peuvent
étre utilisés par Psendomenas en anaérobie.

Ceci explique I’augmentation en germes bactériens corrosifs en début d’incubation. Aussi,
Leminore et al., (1989) inferprétent la méme augmentation par le phénoméne de rebond. Ce
phénoméne est le résultat de la synthése par les BSR d’enzymes inductives et inactivantes des
antagonistes bactériens. Une autre explication peut étre apportée. On pense que, les traces
d’oxygéne favorise lé développement des antagonistes bactréiens. Le milieu est anaéroblque

et favorable & la croissance des souches corrosives de Desulfovibrio sp1.
.

< .

A partir du quatriéme jour d'mcubatlon, un effet inverse se produit. Les concentrations en
inoculum antagonistes utilisés commencent a affecter la croissance des Desulfovibrio spl.

L’oxygéne devient un facteur limitant; et 1’antagonisme pour le lactate et les sulfates
s’installe. Les bactéries antagonistes de Staphylococcus agissent comme des inoculums
bactériostatiques. L’effet bactériostatique est caractérisé par un nombre en Desulfovibrio spl
inférieur & celui d’une culture témoin sans antagonistes et égale au nombre de bactéries
COMosives. :

Les tableaux 21 et 22 résument les résultats des dénombrements bactériens effectués & partir
‘d’un milieu de culture liquide naturel ( eau de Zarzaitine ) enrichie avec du lactate de sodium
et inoculé par les souches corrosives de Desulfovibrio spl et les souches antagonistes de
Staphylococcus et de Pseudomenas préparées aux concentrations de 2, 4 et 10%. D’autre
part, I’effet détaillé des antagonistes bactériens est représenté sur les figures 34, 36 et 38
. montre la croissance des BSR en présence des antagonistes.

On rerﬁarque la diminution de la concentration en germes corrosifs. Elles sont déduites des

figures 33, 35 et 37. Pour les trois courbes, la phase de latence est modifiée, lorsqu’on passe
de 2 & 10 % en antagonistes bactériens. -
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Sur la figure 35, effet de I'inoculum de I’antagoniste bactenen de Staphylocaccus est
immeédiat, aprés 24 heures d’incubation. Avec des inoculums de 4 et de 10% en

Staphylococeus, | éffet n’ apparait qu’apres 48 heures d’incubation. Nous avons remarqué que
dés le début d’incubation le nombre cellulaire N de. Desuifovibrio spl est supérieur & celui
obtenu avec I'inoculum témoin de la méme bactérie ( Fig. 33, 35 et 37 ). Ces observations

permettent d’expliquer que les celiules antagonistes ont synthetlse des composes inhibiteurs
propres 2 a leur développement ( iso-antagonisme ),

Un changement d’un parameétre physico-chimique durant le début de la cocuiture, sest
produit. Quelque fois, les germes corrosifs se développent au voisinage des cellules
antagonistes et sont inhibées, sans que les autres cellules corrosives ne soient affectées.

En comparant les résultas obtenus en présence des antagonites, on conclue qu’un antagoniste
bactérien possédant une respiration anaérobie- aérobie facultative affecte plus le
développement des BSR qu’un antagonite 4 respiration aérobie. L’histogramme suivant
résume le taux d’élimination des BSR en phase de croissance exponentielle (7™ jour -
d’incubation ) présentes dans le milieu.

100
80
60

40
20

0

Taux d'élimination des
BSR corrosives (%)

2% 4% : 10%

Congc. en inoculum de l'antagoniste (% )

Histogramme 2: Variation du taux d’élimination des BSR corrosive en fonction de la

concentration en inoculum de Uantagoniste( = ): Desulfovibrio spl + Pseudomonas ( # ):
Desulfovibrio spl + Staphylococcus.

Tableds 20: Résultats des tawx d’&limination des BSR corrosives en présence des
. inoculums des antagonistes bactériens isolés de I'eau d’injection de Zarzaitne ( ZR -641 ).
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Tableau 21: Résultats des dénombrements de la bactérie corrosive en présence et en
absence des antagonistes bactériens de Staphylococcus utilisés anx
concentrations en inoculum de 2%, 4% et 10%.

2%
10°
10°
10
10’
/
/
10
10

I

10"

10°

10°

10

10°

Tableau 22: Résultats des dénombrements de la bactérie corrosive en présence et en
" absence des antagonistes bactériens de Pseudomonas utilisés aux
concentrations en inoculum de 2%, 4% et 10%. : K
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Fig.33: Evolution de la concentration en bactéries sulfatoréductrices provenant de la
souche bactérienne Desulfovibrio spl cultivée dans le milien naturel en absence, en

présence des antagonistes et en fonction du temps, ( Conc. en finoculum de staphylococcus et
Pseudomenas = 2%, celle de Ia BSR= 1% ). '

1,2E+06 | _u :Desulfovibrio sp1 + Staphylococcus
—a—:Desulfovibrio sp! + Pssudomonas

‘8,0E+05 L

4,0E405 |

Conc, en Desulfovibrio sp1 (germeas /ml)
an prasence des antagonistes

1,0E+02 _/ \ . .

o 1 2 3 7 8 9 10
‘ ) Temps UOu(s) .
Fig. 34: Evolution de. la concentration en bactéries sulfatoréductrices provenant de la
souche bactérienne Desulfovibrio spl cultivée dans le milieu naturel en présence des
. antagonistes et en fonction du temps. ( Courbes de comparaison de I'effet inhibiteur des antagonistes,

sur la croissance des bactéries sulfatoréductrices Desuifovibrio sp1 en fonction du temps, obtenues & partir de

la figure n°33 et dans lintervalle de 10" et.10° germes/ml. La conc. en inoculum de Staphylococcus et
Pseudomenas = 2% et celle de la BSR= 1% }. .
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Conc. en Desulfovibrio sp1 (germes/ml) en présence et e

absence des antagonistas
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Fig.35: Evolution de la concentration en bactéries sulfatoréductrices provenant de la
souche bactérienne Desulfovibrio spl cultivée dans le milieu naturel en absence, en

présence des antagonistes et en fonction du temps, ( Conc. en inoculum de Staphylococcus et
Pseudomenas = 4%, ceile de la BSR= 1% ).
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Fig. 36: Evolutian_ de la concentration en bactéries sulfatoréductrices provenant de la
. souche bactérienne Desulfovibrio spl cultivée dans le milieu naturel en présence des

antagonistes et-en fonction du temps. ( Courbes de comparaison de l'effet inhibiteur des antagonistes
- sur la croissance des bactéries sulfatoréductiices en fonction du temps obtenues a partir de la figure n 3% et
dans l'intervalle de 10" et 10° germes/mi, Conc. en inoculum de Staphylococcus et Pseudomonas = 4% et celle

de la BSR= 1% ).
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Fig. 37: Evolution de la concentration en bactéries sulfatoréductrices provenant de la
souche bactérienne Desulfovibrio spl cultivée dans le milieu naturel en absence, en
présence des antagonistes et en fonction du temps, ( Conc. en inoculum de Staphylococcus et

Pseudomenas = 10%, celle de la BSR= 1% ).
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. Fig. 38: Variation de la concentration en bactéries sulfatoréductrices provenant de la
souche bactérienne Desulfovibrio spl cultivée dans le milieu naturel en présence des

antagonistes et en fonction du temps. ( Courbes de comparaison de f'effet inhibiteur des antagonistes,
sur la croissance des bactéries sulfatoréductrices en fonction du temps, obtenues a partir de la figure n"3§ et
dans lintervalie de 10’ et 10° germes/mi, Conc. en inoculum de Staphylococcus et Pseudomenas = 10% et

ceile de la BSR= 1%
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Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressé a érude de la corrosion
bactérienne et sa lutte; afin de protéger les installations pétroliéres. Nous avons étudié ce type

de corrosion sous son aspect appliqué pour pouvoir juger rapidement des éventuelles
possibilités de développement d’un traitement antibiocorrosion.

L’analyse qualitative et quantitative d’une eau trés utilisée dans le domaine de
I’exploitation pétroliére, I’eau d’injection de Zarzaitine d’In - Aménas, était essentielle pour
pouvoir aborder I’ étude de I'influence des bactéries sulfatoréductrices vis a vis de la corrosion
de I’acier au carbone.

En plus des BSR, I’analyse microbiologique de I’eau d’injection ZR -647 a révélé une
contamination par les bactéries anaérobies strictes et les bactéries aérobies- anaérobies
facultatives. Seules, les BSR ont subies une identification poussée.

L’étude de P’action corrosive des BSR développées en culture mixte était, aussi
importante. Les tests électrochimiques donnant I’évolution du potentiel libre de I’acier en
fonction du temps ont montré que les BSR étaient corrosives vis a4 vis de I'acier. Le
déplacement du potentiel de corrosion ( -770 mV ), aprés 'inoculation vers des valeurs plus
anodiques a favorisé la corrosion de ’acier. Aussi, en traitant le milieu par un biocide, nous
avons enregistré un potentiel de corrosion proche de E,,, initial de I’acier. Seulement,
I’observation microscopique d’un échantillon provenant de la culture mixte de BSR a montré
une présence de BSR. Le biocide utilisé n’a pas éliminé toutes les bactéries sulfatoréductrices
de I’eau d’injection. La biocorrosion peut persiter.

L’étude du choix du milieu spécifique aux BSR a été entamée pour aborder I’étude de
I’optimisation d’un milieu de culture. La croissance des BSR a été suivie dans deux milieux
différants par la composition chimique, pendant une durée de 15 jours pour le milieu MC1 et
21 jours pour le milieu MC2. Le processus de synthése des sulfures responsables de la
biocorrosion, débute aprés 48 heures d’incubation des cultures. Il s’est poursuivi jusqu’au
septieme jour. Par conséquent, la présence de l’acide ascorbique, comme facteur de
croissance dans le milieu MC2 a affecté le développement bactérien. Sur les courbes de
croissance obtenues avec des cultures de BSR, nous avons retenus deux étapes:

- la premiére étape d’une durée de 48 heures, on assiste au démarrage de la
croissance des BSR. Durant cette étape, la biocirrosion n’est pas importante;

- la deuxieme étape correspond 4 la libération massive des sulfures et dure cing
jours. Au cours de cette étape, I’action corrosive des BSR se manifeste.

La comparaison de la croissance des BSR sur le milieu synthétique et naturel ( eau

d’injection ) a démontré qu’un milieu naturel peut étre utilisé comme milieu de culture pour
fes BSR.

A la suite des caractérisations microbiologiques et électrochimiques ( E = ' (t) )
d’une culture mixte de BSR, nous nous sommes orienté a caratériser des cuitures de BSR
purifiées et isolées du méme échantillon d’eau d’injection ZR- 647.
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Les tests macroscopiques et microscopiques effectués sur les souches pures ont montré
une hétérog¢ité d’espéces de bactéries sulfatoréductrices. Elles étaient différentes par I’aspect,
la couleur, la forme et la morphologie cellulaire. Nous avons isolé cing souches de BSR
pures.

L’identification systématique de ces souches a été complétée par des tests
biochimiques. Il a été montré que I’affinité des BSR pour la dégradation des substrats
organiques, tels que I’acétate et le lactate varie selon le genre de la BSR purifiée. Le test de la
synthése des sulfures a permis de mettre en évidence deux groupes de BSR:

- le premier comprenait les genres Desulfovibrio spl et Desulfuromonas; ces
BSR synthésent une quantité importante de sulfures;

- le deuxiéme groupe comprend les bactéries synthétisant une faible quantité de
sulfures. Les genres identifiés sont Desulfobacter, Desulfosarcina et Desulfovibrio sp2.

L’action corrosive des cinq bactéries sulfatoréductrices purifiées vis a vis de 1’acier a
été étudiée, durant sept jours. Des vo&amperogrammes ont ét¢ tracés. L’analyse des profils a
montré que, les BSR synthétisant une quantité massive de sulfures sont les plus corrosives.
Les BSR synthétisant une quantité faible de sulfures sont les motins corrosives.

La détermination de la vitesse de corrosion, du courant de corrosion et des pentes de
Tefel a révélé que les électrodes en acier au carbone possédaient un comportement mixte.
Dans le milieu inoculé par les BSR les plus corrosives, I’acier subissait une dépolarisation
anodique. L’acier exposé & l'action des BSR les moins corrosives subblssalt une
dépolarisation cathodique.

En outre, la caractérisation de 1'interface métal -milieu a été étudiée pour apporter
plus de compréhension sur 'action des BSR purifiées. Deux souches de BSR ont été
sélectionnées pour étudier I'impédance électrochimique. Ces souches sont la Desulfovibrio
spl ( plus corrosive ) et Desulfovibrio sp2 ( moins corrosive ).

Les résultats obtenus ont montré que I’impédance électrochimique varient en fonction
de I’état physiologique des cellules bactériennes. On avait remafjué que le groupe des BSP
les plus corrosives, sont plus actives.

"Aprés un bréve apperqu sur les mécanismes de [action corrosive des BSR
développées en culture mixte et en culture pure, il était judicieux de développer une méthode
d’inhibition de ia culture des BSR.

Le traitement du milieu naturel, eau d’injection de Zarzaitine contenant des BSR, par
des antagonistes bactériens isolés d’'un mé&me biotope (eau d’injection ZR- 641 ) a fourni des
résultats intéressants. L’utilisation de bactéries aérobies - anaérobies facultatives a engendré
un effet antagoniste sur le développement des BSR corrosives ( Desulfovibrio spl). 11 a été

montré que I'inoculation des antagonistes était réaliséé au moment ou les germes corrosifs
sont en phase de croissance. '
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Par ailleurs, l'isolement de Staphylococcus, une bactérie anaérobie- aérobie
facultative, nous a permis de montrer une interférence de type nutritive, au cours de la
coculture de Staphylococcus et BSR corrosives. Deux pour cent d’un inoculum de
Staphylococcus a permis d’obtenir un effet bactériostatique. De plus, un temps de contact de
cing jours entre les bactélies antagonistes et les BSR corrosives est nécessaire pour obtenir une
bonne effécacité des antagonistes.

Ii est bon de signaler que les résultats obtenus au cours de ce travail méritent d’étre
améliorer en mettant en oeuvre d’autres essais d’antagonisme et réaliser par la suite des essais
sur un monitoring avant d’effectuer le traitement in- situ.
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Galeries classiques pour Pidentification des bactéries antagonistes
Préparation de la solution d’O.N.P.G
1. Solution tampon de NaH,PO,-H,0, pH=4

Dissoudre 6,9 g de NaH,PO,-H,O dans 45 ml d’eau distillée. Ajouter de la lessive de soude
pure et ajuster a 7. Compléter a 50 ml avec de ’eau distillée et conserver a +4 °C.

2. Solution d’O.N.P.G dans ia solution précédente
Dissoudre 80 mg d’O.N.P.G dans 15 ml d’eau distillée portée a 50°C. Laisser refroidir.
Ajouter 5 ml de la solution tampon. Le mélange doit étre incolore. Conserver la solution a

4°C.

. Composition du milieu urée -indole

L. tryptophane.................o. 03g
KH2P04 .............................................. 0,1 g
KzI'IP04 .............................................. 0,1 g
NaCl ..o 05g
Urée....ooviiieiiiee e, 20g
Alcool 4 95°C......oooiiii 1 ml
Rouge de phénol a 1%....................... 0,25 ml
Eau distillée g.s.p......cccoovvieeennnnn. 1000 ml

Test pour la recherche de la catalase

Déposer une goutte d’eau oxygénée ( H,O, ) sur une lame présentant un frottis d’une culture
bactérienne. La présence de la catalase se manifeste par un dégagement gazeux d’oxygéne.

Composition du milieu mannitol -mobilité et réduction des nitrates

Peptone trypsique de viande....................... 20g
ABAN ., 4¢g
Mannitol..........coooov i 2g
KNO3 .......................................................... 1 g
Rougedephénola 1 %........................ 4¢g
Eau distiilée q.5.p......... e 1000 ml
pH=76-78

Composition da milieu pour la recherche du V.P: Milieu Clarks et Laubs

Peptone trypsique ou polypeptone................. 5g
Glucose.. ... e, 5g
Phosphate bipotassique...............ccceoviviveinenn, 5g
Eau distillée q.8.p...cccooooeoiviiiee 1000 ml
pH=7.
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Aprés ensemencement, on additionne la solution de V.P ( 0,5 mi de la solution alcoolique
dalpha- naphtol et 0,5 m! de soudea4 N ).
Test pour la recherche de Poxydase

Imbiber un papier Whatman n°l par une solution aqueuse 4 1% d’oxalate de
N.dimétylparaphényléne diamine. Prélever une colonie bactérienne et I’étaler sur le papier.

Composition du milieu culture pour la fermentation du glucose: Milieu de MLE.V.A.G
(milieu d’étude pour ia voie d’attaque des glucides )

Macération de viande de (500 g/1 ). 50 ml

17 ) WOUTTUTT T U ST OSSOSOt TSP RPRRPL RIS 5g
AGAT. oo 3g
Rouge de phénol ( solution aqueuse 20,2%).......10 ml
pH=76-78

Composition du milieu pour la recherche de H,S

Peptone de Cas€ine..........ooovocnerimieies 20g
Peptone de viande................ [OOSR ORI 6,6¢g
Citrate ferrique ammoniacal............oooviins 02¢g
ABAT .o 3g
pH=173
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