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I) INTRODUCTION :

La croissance exponentielle de I'utilisation des hydrocarbures augmente le risque
de pollution des siles marins, terrestres méme des nappes phréatiques. -

Celte poilution a pour ongine =oit les rejets de produits pétrotiers dans le milieu
naturel, soit des cffluents des usines a gaz ou d autres industries et raffineries. Il
faut ajouter 4 cela une micropoliution des caux provoquecs pur les particules
contenues dans les fumées évacuees par lex cheminees et entrainees par 1a pluie,
Ia neige ou le brouillard.-

Les eaux usées urbaines et industriclles sont souvent tres polluces par les huiles,
surtout au voisinage des garages et des ateliers de réparation d'automobiles, lés
stations d’essence ou au voisinage dex aerodromes.

Dans le milieu marin des suintements naturels par des fissures de 1"écorce
terrstre existent depuis des siecles mats les aceidents sunvenus duns le monde
comme I"accident du Torrey Canvon 1976: Amoco Cadiz . 1978 furent par leurs
ampleurs révélateurs de 'importance du probleme et de la faiblesse des moyens
que 1’on pouvait mobiliser pour v taire face.

Différents traitements physicochimiques peavent &re utilisés dans les stations de
traitement des caux usées wrbaines et industrielles mais naboutissent qu'a un
transfert de la pollution .

Dans la mer, de nombreux équipuments unt été Jdeveloppés et expérimentes dans

le monde pour écrimer la couche de péirole clalee a lu surfice de |'eau.

Malheureusement, ces équipements quelque soit eur valeur atteignent trop

mpldumenl feur limite lorsque les conditions de mer deviennent difficites. ce qui
est souvent le cas lory d'un accident,

Il faut alors s’orienter vers d'autres mcthodes et pourquoi pas favorizer les
moyens naturels d’élinnation du pclmh. un truttement biologique est de ce fan
plus appropné.

Il st connu que les microorganismes ont aptitude dutiliser les substances les
plus diverses comme source de carbone. A travers nolre étude. nous avons voulw
éxploiter le pouvoir métabolique de troiy xouches de bactéries appartenant en
genre Bacilluy et Preudomonas pour Em:m une cao minnum pollude par les
hydrocarbures. '
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Certes, en Algérie, il existe des plans d intervention. maix ils ont une portée irés
modeste et inadéquate pour une intervention d'envergure. L'accident du «
Capitaine Marcos » en 1980 l¢ long de la cote de Annaba avee 70 000 tonnes
d’huiles lourdes, le naufrage ¢n 1982 du « Juan Lavalaya » au large du port
d’Arzew avec 4000 tonnes de condensat dont les dégits n’ont jamais été rendus
publics sont d’autant de preuves que la menace pése sur la cote Algérienne.

Notre pays exporte du pétrole et a ce titre, les accidents sont statistiquement
inévitables. - _ .

La pression sur les systémes marins s'exerce également par les boues toxiques des
raffineries d’Oran, d’Alger et Ge Skikda ainsi que des grands complexes de
production de gaz naturel et de pétrole liquide d' Arzew et de Skikda.
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A) La pollution par les hvdrocarbures est une véritable menace pour la
: Mdéditerranée et la cote Algéricnne:

a Méditerranée représente a peine 1% de-la surface totale des mers de

notre planéte mais malheurcusement elle contient la moitic des

mati¢res pétroli¢res flottantes sur toules les eaux du globe. Cette
palme d’or que nulle autre mer ne lui envie, reviendrait a coup sur, 3§ sa sjtuation
de passage obligé de nombre_de méthaniers en provenance des pays du Golfe,

Un autre facteur concourant a la pollution grandissante de la Méditerranée est sans
doute Ia lenteur du renouvellement complet de ses eaux qui nécessite 80 a 100 ang
puisqu’il s’agit d’une mer presque fermée, sans oublier que son littoral abrite
quelque 140 millions d’habitants. tous ces paraméires ont, au fil des temps,
fragilisé I’¢quilibre écologique de cette région. Elle est devenue I'une des mers les
plus polluées au monde,

Avec deux millions de tonnes de rejets annuels dus aux déversements accidentels,
aux chargements, déchargements et au nettoyage des réservoirs des cargos, le
pétrole est la premiére source de pollution la dans Méditerranée.

La cote Algérienne est soumise a 1'un des trafics maritimes les plus intenses au

‘monde.

Plus de 300 millions de tonnes pussent par la cote Algerienne. Une expertise de
I’Organisation Maritime Internationale { OMT) a montré que les ports pétroliers de
Béjaia, d'Arzew el de Skikda sont relativement plux pollués .que les ports de la”
Méditerranée.

De son ¢6té, 'Institut des sciences de la mer (IS M AL ) estime que les sources
de la poilution marine dues aux hydrocarbures sont 4 10 %o d’origine naturelle. 10
% atmosphérique, 10 % indusiriclle, 45 % urbaine of 25 % provenant des
déversements illégaux et du nettoyige des réservoirs pétroliers.

Les ports Algériens manquent d'infrastruclures nécessaires pour recevoir ce genre
de déchets en dépit de Pengagement de I'état de doter ces ports en anstallalions
adéquates. :

De plus, 1a convention de Barcelone exige des pays signataires d’établic un plan
d'urgence en cas d'accidents ( mardes noires )



13) Les movens de Jutte contre une marée noire !

wes movens de lulle peuvent @lre regroupes de fagon générale en deuy grandlex

Famniles \,un«.»pondant & deux \[ldltol(l‘ : réeupérer le pelrole répandu ou le
dryperyer pour le faire assimiler par le m;iseu naturel.

1} - Les techniques de récupération

.

La zone potluce est recouverte d'un produit absorbant el le produit forme est
ensuite ramassé par lin écrémeur.

Les produits absorbants existent sous divers formes : poudres, gr;mulcs. plagues ou
flocons. ' ' :

Le travail de.I'écrémeur est facilité par le confinement des nappes d’huiles A Paide
de barages fottants, gonflables ou autogonflants . ¢’cst a dire les hydrocarbures

“sont o .1bﬂrd déviés et concentrés pa des barrages. flottants avant d'élre récupérés

par divers systémes mécaniques qui, passant al l’inl’erfacggealrf huile écx"émenl ta
fraction d'hydrocarbure. -

Les (echniques de récupération sont Iacﬂunenr apphcablcs clans lés zones abritées ( -
ports. criques ) mais en pleine mer et en cas dintempéries, elles ne peuvent étre
utilisées eflicacement.

2)- Favoriser les movens natureis d'élimination du pétrole dans’la mer.

Lors des principaus accidents de ces dernidres années on dvail pu observer que , en
PFabsence  de tout  trailement. une  fraclion importante des hvdrocarbures
disparaissait petil a pelit ~eus [action des phénoménés haturely tels que
Pévaporation, pholo-oxyvdation. dissolution. biodegradation etc.

A fersaue T réoupération n'ext pas ou plus posgible une stratégie =" imposail-
elie. fuvormser cov movens maturecly dehinnnation,

e nombreax bueterics, lovores ¢t méme les algues sont capables do bivd grader
tey  hwvdrocarbures. Cex imicro-organismes,  hvdrocarbonoclastes  sont partout
presents outres Jdicersifids (). '

i) ~ {.¢ recours aun dispersants:

Les dispersants marine sont dex mélanges o aucnh ten<icaclifs { émulsfiants )
dilues dans deg sulvinig oxvgénes i vetone. gl}u)t ) '

Lewr utiliation paaael de ractionner Vhuile de fagon & acedlérer son assaifation
Fous achion des phenomeéncs naturels.



La biodégradation est accélérée par Faugmentation de la surface accessible aux
bactéries. donc ce processus peut élre artificiellement accélérg. ‘4

La composition des dispersants a évolué depuis le début de leur utilisation a fa fin
des années 60: on en cst aujourd hui 4 fa « 3 éme génération » de dispersants.
Ceux-ci contiennent une proportion plus  importante de tensioactifs, étant
biodégradables. cont moins loxiques que les produits anciens a4 base
d'hvdrocarbures aromatiques.

ls peuvent étre utilisés purs ou en dilution avec de Ieau de mer, le dosage est de
10 %% (100 litres de dispersant pour 1000 litres de pétrole ).

De plus. la dispersion en mer évite le risque de contamination et réduit le risque
d’engluement d’oiseaux ou de mammiféres marins. L'efficacité du traitement par

dispersant dépend .nolamment du taux de viscosilé du pétrole, en effet, un -

dispersant modifie la tension a la surface de séparation ( tension interfaciale ) entre
"hvdrocarbure et I'eau de mer.
Son application nécessite un état d agitation minimum de la mer.

b)- Accélérer Ia biodépradation -

La biodégradation des hydrocarbures dans le milieu marin est un phénoménc fent;
dont les principaux facteurs de limitation_sont d'une part 1a température , la teneur
€n oxygene , les taux lrés faibles en azote ef eq phosphore et d’autre part A [a
période de fatence corespondant a ia phase d'adaptation des communautés
bactériennes  autochlones 3 Poxvdation des hydrocarbures. les systémes
enzymatiques permeltant cette oxydation étant généralement de type inductible tout
cela limile la prolifération bactérienne |

le traitement d"unc nappe de pétrole brut par I"apport massif de bactéries d’origine
* marine sélectionnées pour leur aptitude & dégrader les hydrocarbures n’a pas
permts d aceroitre de fayon sensible le potentiel de biodégradation de ces eaux :
toutes les espéces allochiones ont disparu de la microflore dominante sept jours
apres le traitlement . alors que les bactéries aulochtones démontrent un pouvoir
d"adaptation aux produits pétroliers qui se manifcste aprés , environ quatre jours
de contact avec Ie pétrole .

donc la transposition au miliew marin n'a pas conduit pour Uinstant 4 des résultats

satisfaisants, la raison en est probablement que lorsque I’on ajoute & un milieu

naturel .vivant en équilibre une cspeéce étrangére , il se produit e phénoméne de
rejet bien connu en médecine . )

des caractéristiques physico-chimiques trés différentes, la température , la salinité
y sont éminemment variables . - .

En plus une étude abiotique montre que les composés aromatiques subissent sous
Ceffet de la lumiére solaire des phénoménes de photo-oxydation et de
polymérisation , ces processis déterminent une trés forte diminution de la
biodégradation des procluits pétroliers.

Lors des marées noires il parait donc nécessaire de favoriser la prolifération rapide
des bactéries autochtones capable de développer des équipements enzymatiques
pemreitant la dégradation des hydrocarbures en leur apportant les éléments nutritifs
qui leur font défaut (2)



INGENERALITES SUR LES HYDROQUCARBURES

A)FAMILLE HYDROCARBURES:

Les hvdrocarbures sont des composés qui renferment seulement des atomes de
carbone el d*hydrogéne. ils peuvent étre subdivisés en trois grandes familles:

1}-_hvdrocarbures aliphatiques:

Ce sont des composés i chaine ouverte constituant fa série acyclique . suivant la
nature des liaisons entre fes alomes de carbone on subdivige cette série en:

n)-_Composés saturés

Ce sont les paraffiniques ou alcanes de formule générale C,Hyp,. s sont saturés,
¢est a dire que chaque atome de carbone est lié a quatre atomes voisins. Ils
pcuvent ¢tre & chaine droite unique (parafliniques normaux ) ou encore 4 chaine
ramifiée ( iso-paraffines).

On les trouve en proportion importante dans les pétroles bruts et 1a plupart des
produits raffinés. ,

b)- Composés non saturés:

Ce sont des composés dont les molécules comportent des liaisons doubles ou
triples entre les alomes de carbone. s'agit des oléfiniques ou cthyléniques de
formule générale C.H-,, . ,

STajoutent a cetle série les hvdrocarbures acélyléniques de formule générale
CnH;n-; . & noter que ces composés n'entrent pas dans la composition des pétrolés
bruts mais apparaissent surtoul dans les produits raflinés.

2- hvdrocarbures naphténiques :

Ce sont des composés a chaine fermée . formant la série cyclique . deux ou
plusieurs cveles peuvent se condenser entre cux pour donner les polycycliques, Jis
peuvent étre saturés.( Cycloaleanes ) ou non saturés, '

s
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3- Hvdrocarbures aramatigues:

‘-
Caractérisés par la préscice dans leurs molécules d'un groupement cyclique de 6
atomes de carbone présentant un systémes pariculier de liaison entre les atomes de

carbone quon appelle cvele henzénique et qui confere & ta molécule une grande |

stabilite
Leur composition répond-d la fonmule générale CnHyn-.
lex caractéres structuraux des hydrocarbures aromatiques sont:
- unc conjugaison cvelique
- I'existence d'un cvcle plan

Les hydrocarbures polvaromatiques ( HPA) constitués de plusieurs noyaux
benzéniques condensés. En effet ils se forment pendant la combustion incompléte
des matériaux .

Ces composés ( HPA) présentent un réel danger lorsqu'ils contaminent ’eau | seize
dentre cux (voir tableau n® 13 ont été retenus par I'agence américaine pour la
protection de Penvironnement ( E.P.A) comme polluants néfastes pour I"'Homme et
I"environnement et devant étre recherchés en priorité .(3)

e

e
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Tableau n® 1: H.P. A retenus par L’E.P”. A comme micro polluants:

t- Naphtaléne

9. Pyrene

2- Acétonaphtyléne

10- [ndénone (1,2,3.c.d) pyréne

- Phenanthréene

L1- Benzof g h.i) péryléne

4- Fluoranthéne

12- Benzoga) Fluoranthéne

S-chrvséne

6- Dibeng(a, h) anthracéne

7- Acenaphténe.

et P ol

14- Benzo(k) fluoranthéne

- 8- Amthracéne ..

15- Benzo(a) pyréne

. 16- Fluoréne

”,
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tAppelés aussi pétroles “lampants. ou_u.nbuxuautwrb l] y 2 dw\ qu'xhte\ dc
: 't.mbon..u,tem Je TRO el le FR4 L ;'r‘, ST DL

B CLASSIFICATION DES HYDROCARBURES ;

On diztinzue fos pelmles-bruts ¢f fex petroles raflinés

1) Petroles bruts: . |
L pétrnle brut we lrouve & Félat natured dans ey’ g ~cmunl~» miturels déeeslés par
des tec hmquc de provpection el d'ou on extrait, par'le forage ddes puils, pour

Csrve de matiere premiére aux industries de fai"nnaf*c et-de la pdmdmmc el ee

sont ez hydrocarbures présentant  des -subs stances “volatiles of . des Cifes
complexus el visquenses qul peusent contenir des éléments tels que I o,wrwm. :
vanadium, nickel, -onu;c et s 1s minérau en, qmnfxte 1nfime ‘

+

2 2) Pétrales raffines ¢

#)- Gz Liquéfies

Dans fes industries, "a des pressions de  pluvictrs atmosphéres: et a- doy
températures inférieures @ 23°C, onliquéfie les gaz Cslet Oy, On obtient le. .

- propane commercial, lc bui*mu commuudl el un mcianuc dcx dcm w.nciu: sous |
{e nomt de « burpro » - ‘ < : '

Ces gaz liquéfies soint conlenus dans des boumiics mumshqu 28, BOUS Pression of
sont généralement utilisds pour la cuisine ef le chaufTage demestique. '

- b)- lissences (Cq.—CagL
S Cette gmume de  produits compr end les carbumnts pour aulnmobt!c ]\euw hpc
-de carburants sont wmtmn.m!m.a il s"agit de RS :

—Esscn_ce- auto .
- Supér earbufant

- TRO ut une coup(. de Ixcno:suu, ulllnsce pou; ] av;a{non conuneluale

1 Y

TR Consmuc par uie’ coupe 11<.<~ lar ge contendnt pim de légen le '[R4 e;t

réservé 4 'av 1.1t10n militaire ..

d)— sas-oils (Chy - (]ﬁ_

?asoll dont les liniites de’ dssl’.‘nllabonsonk (4.90 C 360 °c) est’ uin
com

sustible wiliyd dang les moteurs diesel ldpl(it?\ pour u;‘hdth\ vollurés, lex™

camions el fes g

b pmp;\.u fa (u-]h}lhlmll ¢t a Hu [Jliu SCHrouvent parmi les qu;:!i{-:-r.; reduiNes
posr le s oils .



el- Fuels ol :

Le fuch wil oxt un gav-oil dont te point (inai de distillation est plus élevé que
ceba doun gas-or! nosmaf -

Cey combustibles sont utilisés dans Pindustrie et la marine pear la chauile des
fours et wles chaudieres ainst que pour fer moteurs diesels lourds montés sur fov
nAvires. '

8- Jaabeiinangs Juifes de graissuge) :

Fxtvdmement divers survant feur destination 0 les produits fes plus importants
dans cetie vittégorie vont ey busdes moteun s, bes hailes hachines of Jes huiles
fsulintoy, -

Hy 2o utrlizes dune les meteurs. fes machines, ley turbines ete

) Les paraffines (Cires de pétrole):

Les dedves soludes résuitent revpectivement du dcpamﬁmaoe el}ecluc v e
chstillul= iégers o ourds. Lear cattcléristique principale est feur poimt de fusion
am <ot ére sutlivaniment "Etwc pour eviter tout ramollissement dex bougics ¢
tout volluge dey embudlages paraflings. '

{1)- Bitumes (o1 Asphalies) .

Fex Ditumes vont lex fractionz les plus lourdes du peno!a, brut que ot aldicnt,
soil par dhlution sous vide ey poussd, soit encore pur désasphaliage au propane
drun révicu sour vide, Iz =ont ulilizéz essenticHement comme revétement routier

el qutres travaux Publicg (h.) \




CYNATURE DES HYDROCARBURES DANS LE MILIEU MARIN

.

Les hydrocarbures présents dans le milicu marin constituent un mélange de
produits fossiles et biogénes.

Les hvdrocarbures fossiles forment des mélanges complexes de plusieurs
dizaines de milliers de composés alors que les hydrocarbures biogénes
représentent des mélange.. beaucoup plus simples. Les pétroles caractéristiques
des mélanges fossiles sont formés de plusicurs familles de composés de structure
de poids meléculaire et de polarités variés :

- les n- alcanes : Cn Hy, + ; (5 << n < 60 ) avec des chaines 4 nombre impair de
carbone en proportion sensiblement égales:

- les n- alcanes ramifiés porteurs de groupement méthyle ou éthyfe en position iso
ou antéigo, ou a structure isoprénoides tels le famésane, le pristane ou fe
phvianc;

- les cveloalcanes ou naphténes dont les plus abondants sont souvent des dérivés
cvclopentaniques ou cvelohéxamques:

- les naphténo-aromatiques qui sont des composés polycycliques en partie
aromatiques et refativement abondants

- les hydrocarbures aromatiques polyciycliques (1 & 6 noyaux aromatiques )avee
une prédominance des structures alkviées par rapport aux mofécules parentales
dont cllex vont ixrues;

- les composés non hvdrocarbonés { contenant I'oxygéne . 1'azote ou le soufre)
sont des constituants souvent mincurs d'un pétrole brut les composés soufrés
sont souvent les plus abondants:

- la fraction asphaltique. représentant entre 5 et 20% d’un brut pétrolier engloBe
les asphalténes ( composés insolubles dans fe pentane ou I'héxane) et les

résines ;

- des métaux sont également présents a 1'¢état de traces, tels que le vanadium, le
nickel. le fer . le cutvre . le sodium . le calcium et 'uranium ;

- des porphyrines sous forme de complexes de nickel ou de vanadium ':ont
souvent présentes dans les bruts ;1<.lroltet"~

- les oléfines (alcénes) représentant une famille d'hydrocarbtires absente des
bruts pétroliers mais présente dans les produits de raffinage du pétrole (1).
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D) PROPRIETES PHYSICO-CHIMIOUES DES I-IYI)ROCARBURE.L H

1} Prpriétés physiques :

Si les propri¢tds des composés purs sont connues, par contre celles relatives
aux  mélanges présentent des fluctuations  importantes en fonction de  leur
COMPpOSItion .

a) - DENSITE :

Elle ost en corrélation avec 1a composition des hydrocarbures |
Elle varie entre 0.82 et 1.00 . Klle est fortement influencée par la teneur en
fraction légére |

b) - VISCOSITE :

Elle est fortement variable en fonction de la fraction pétroliére considérée; ul]&
est de 0.74 cst pour les essences et de I(J(JO cst pour certams bruts

¢) - SOLUBILITE DANS L'EAU :

Il est trés difficile de determiner la solublhte en mlheu aqueux d'un mélange
d'hydrocarbures. si la fraction Jégére présente une solubilité relativement importante ,
la fraction paralimique y est pratiquement insoluble . |

La connaissance d'autres paramétres physiques comme le point d'ébulition , fa
tension superficielle-, le pourcentage d'aromatiqub's et le paramétre d'étalement
-permet d'avoir une idée plus prec1se sur les risques - liés‘ d une pollution par ces
~ produits . T ' SR

2) PROPRIETES CHIMIQUES

Il s'agit surtout de connaitre les proprxetes oxydo-re;ductrme% en milieu aqueux
et en présence de chlore et d' ozone qui sont les réactifs habltuellemem ulilisés dans
Ies filiéres de trailement de l'eau |



a) Hydrocarbures satorés : - -

IIs ont une réactivité trés faible en milieu aqueux .

Méme a pression et température élevées , les réactions pOSblbIL& ne sont que
des oxydations ou des deshydrogénations .

Dans les conditions normales et en présence de photons il peut se prodmre
une réaction de substitution avec les halogénes:

CHy + Clg s CH,CL 4 HQL

b) Hvdrocabures insaturés:

Leur forte réactivité est due aux doubles laisons qui diminuent leur stabilité.

lls donnent lieu A des réactions d 'addition avec le chlore et 1 ‘acide
hyprochloreux . ‘ -

s réagissent avec I' ozene en produisant une ouverture de la double fiaison
condutsant a des ozonides :

0—0
. . . /
R,—CH=CH=Re + 03— > R~ CH CH—Rg

N

Par hydrolyse . les ozomides conduisent a la fomatlion des composés
carbonyles 1¢s faciles a identifier : ‘

| " 0
O""'_O . Y/ O ' /e
4 : 0
‘ | . R.—-C H
R,;*'CH CH—Ry, +Hg O R; C\H + s C\H'+ 4 Vg
O
~ L'ozone réagit également sur les hydrocabures aromatiques d'aprés le schémas
suivant: -
- 0_0 . .
N
0 | . .
430 2 Ha O —C¢ 4 3H0
—+ 3 0 2 3 C_C -+ 2vg
P e A
0
0
™0

L'$tape {inale de cette réaction cinétique lente conduit 4 [a formation de CO2
et H20.

Les hydrocabures polycycliques aromatiqueq réagissent aussi avec l'ozone
‘d'aprés le méme schémas . mais les produits intérmédiaires sont beaucoup pluq-
compléxes (5) ‘ .



E) Anslvse des hvdrocnrbures

1. Détection et analvse des hvdrocarbures dans Veau :

I"analyse des hvdrocarbures dans I'eau est genéralement délicate ct elle dépend
du but recherché. du nombre d*échantitlons. des moyens techniques ¢t financiers
disponibles. du délai de remise des résultats,

Presque aucun protocole n'a été standardisé. d’ou des probiémes de comparaison
des résullats et dex interprétations qui en découlent.

Les exercices interfaboratoires de comparaison des. méthodes d’analyses
qualitatives et quantitatives des hvdrocarbures doivent donc étre poursuivis et
développés pour la vtandardisation des protocoles danalyscs.

Les principales phases de I'analyse qualitative et quantitative des hydrocarbures
dans fe milicu marin peuvent étre 1esumées comme suit -

- A partir de I'échantillon fraichement prélevé, congelé ou lyophilisé, on procéde
a une extraction dec la mati¢re organique par un solvant ou un mélange de
solvants organiques ( Chicroforme. toluéne. méthanol ... ) '

L.a mati¢re organique. cxtractible est ensuite débarrassée des ‘composés polaires
et les hvdrocarbures sont isolés. Un fractionnement sur colonne de silice ou
d"aluminium / silice. ou encore de florisil isole généralement et les fractions
d’hydrocarbures saturés aromatiques el les composés plus polaires.

Chicune des fractions obtenues est ensuile analysée qualitativement et / ou
quantitativement par des méthodes ch omatographiques ( chromatographie en
phase gazeuse CPG ou chromatographic en phase liquide haute performance

( CLHP ). des méthodes spectroscopiques ( absorption infra rouge ou UV ,
fluorescence UV) et des lechniques couplées telles que le couplage
chromatographie phase gazeuse spectrométrie de masse (CPG/ SM) ou encore
le couplage chromatographic phase gazeuse infra rouge 4 transformer de Fourier
(1)
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1) ANALYSE PAR CHROMATHOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE ( CPG):

C’est unc technique d'analyse basée sur Ia séparation des mélanges de composés
gazeux ou susceptibles d*étre vaporisés par chauffage sans décomposition.Elle
permet "analvye de mélanges éventucllement trés complexcs dont les
constituants peuvent différer d une fagon considérable par leur nature et leur
volatilité . ' :

La chromatographie en phase gazeuse nous permet IFanalyse qualitative et
quantitative des composés.Le temps de rétention est caractéristique d’un corps, il
est donné par-le chromatographe et il cst nécessaire pour son identification
c’est 4 dirc pour I"analyse qualitative , - '
L’analvse quantitative est lice 4 la mesure de 'air du pic chromatographique qui
est donné par le chromotagraphe.
Or I'air du pic est proportionnel 4 |a quantité de soluté selon la relation -

o Mi= K Ai
Mi: étant la masse de Ia substance ayant traversé le détecteur.
K : est un facteur tenant compte de la nature composé A analyser .

Donc en plus d'une colonne chromatographique, d’une bouteille, d’un régulateur
et d’'un débimétre du gaz vecteur. Je chromatographe est reli¢ 4 un systéme
d’injection du composé A anaiyser, 'dun systéme de détection et d'un
cnregistreur de chromatogramme,

Le soluté est injecté 4 I"entrée de 1a colonne chromatographique ot s"effectue la
séparation des constituants du melange 4 analyser (le choix des dimensions de la
colonne .de sa nature et de la qualité de remplissage est décisif quant 3 la
réussite de I"analyse); lc gaz vecteur va le véhiculer a travers cette colonne et
apparition du soluté dans le §az vecteur se traduit par le pic sur -
["enregistreur (6).

2)- Le choix d’une méthode d analyse par CPG : La technique de Head Space -
(ou "espace dec téte) :

La téchnique de I'cspace de téte statique permet d'évaluer d’unc fagon ¢légante
de faibles concentrations en organo-volatils dans Jes ¢aux potables, les eaux de
surfaces et les eaux souterraines (dérivés halogénés exermples : tetrachlorure de
carbone, chloroforme. bromoforme. 1étrachloroéthane , dichlorométhane,
dichlorobenzéne, etc.).

Il s*agit d'une méthode indirecte pour la détermination des composés volatils
dans les liquides par chromatographie en phase gazeusc.

Tous les corps chimiques préxentent une tention de vapeur. Dans des conditions
spéeifiques (flacon hermétique). il ¢ établit un «équilibre entre les composés
volatils et la phase gazeuse. qui dépend de la température, de la durée du
conditionnement et de la pression.

-45.



a

Un volume connu de 1a phase gazeuse est injecté dang le chromalographe et fes
surfaces des pics a évaluer sont caleuldes el données par {c chromatographe.

A Paide de courbes d'étalonnage préparées dans des conditions données, les taux
des différents composés.sont évalués, .

L appareil de 'cspace de 1éte automatique est composé ;
- Dun bain dhuile silicone (50 a 150°C) gami d'un carrousel de 24 flacons.

Une fraction de la pliase cazeuse est prélevé du flacon 4 Iaide d’une seringle en
piquant le bouchon hermétique. puis elle est injectée dans le chromatograplie en
phase gazeuse.

Ce svstéme cst compatible avec tout modéle de chromatographe (colonne remplie
et capitlaire). :

La détermination exacte el précise des micropolluants de I'eau s'impose en
toxicologie plus encore que dans d'autres domaines.

En outre, I"utilisation de 'espace de téte statique automatique permet d’obtenir
des résultats répétitifs et reproductibles. (7).
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HE- GENERALITES SUR LA BIODEGRADATION DES
HYDROCARBURES,

'

I «agit d'un phénoméne bien connu décrit par Beerstecher en
1934(8Y. depuir cette époque plus de deux cents micro-organismes { bactéries,
levures. champignons) orit été reconnus capables de transformer en métabolismes
les hvdrocarbures.

Ce sont pour la plupart des espéces aérobics. Selon C.E. Zobell en 1963 (8)
soixanle dix espéces. microbicnnes peuvent dégrader les hydrocarbures dans le
milieu marin.

Draprés RM Atlas en 1973 (8). les bactéries actives les plus fréquentes dans le
milieu marin Pseudomonas. Mycobactérium. Brévibactérium, Corynbactérium et
Arthobacter.

Selon JR VAILLANT en 1973 (9) l'attaque microbienne se fait sur un mélange
d’hydrocarburcs. le plus souvent en présence d autres matidres organiques telles
que les intermédiaires du métabelisme des produits pétroliers .

Sclon Paul Bishop en 1983 (10) la dégradation microbienne se déroule
preférenticllement sur fes composés i poids moléculaire supéricure .

Les alcanes et les aromatiques a faible poids moléculaire se dégradent
rapidement , sonl suivis par les alcanes 4 peids moléeulaire le plus fort puis les
cycloaleanes | lex aromatiques polynucléaires sont dégrades lentement (10)

On observe alors un effet Tavorable *: c'est le cas de la cooxydation. Ce
phénomene d'une grande importance pour I'épuration est mis en évidence pour de
nombreux hydrocarbures qui vont oxvdés par certains micro-organismes dont la
croissance a ¢i¢ obtenue préalablement sur un  autre substrat favorable { les
intermédiaires  du métabolismes ou autres hydrocarbures pius biodégradables )
(11) voir tableau N~

Les micro-organismes capables de dégrader les hydrocarbures en mer ne sont
gencralement par les cspéces dominantes et apport  d'un nutriment minéral (
forme dazote el du phosphore ) qui est trés soluble dans I'eau ne reste pas sur la
zone polluée ; ce qui a ricessité de mettre en oeuvre un nutriment A caractére
oléophiles ¢’est & dire avant une attirance pour les hydrocarbures et restant a
Ninterface cau huile.

Donc en 1985 on est arrivé a former un composé nutritif oléophile formé d'un

-nutriment "urée soluble dans un hydrocarbure trés biodégradable qui est Pacide
oléique . '
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Cet apport simuitancée J hvdrovarbure brodegradable va favoriser le phénoméne
e eo-oxydation . clest a dire it va permeltre Jamorcer la croissance.le la
population mricrobienne qui va leur permettre la dégradation de tous les
hvdrocarbures .

A actuellement ce produit a bave d'acide oléique et d'urée qu’on appelle
inipol AP 22 el trex utilisé dans le monde grice a4 ce produit e taux de
disparition au bout d’unc a deux semaines est denviron 75% (8).

Le processus de biodégradation se résume a:
nCH)- 1.50 0: __, nCO;+nH,0

Cetle réaction acdrobic peut devenir anadrobic en présence d’accepteurs
d'hvdrogene comme les nitrates el les sulfates. De nombreux travatx sur fe
métabolisme des hyvdrocarbures permetient de croire que toutes les molécules
présentes dans un pétrele brut. sont attaquables par les enzymes de la microflore.
La question esventiclle porte donc. non pas vur le caractére biodégradable des
fractions pétrolieres. mais surtout sur  la vitesse & taquelle elles sont
décomposées. '

Dans lex conditions naturclles. a biodégradation est un processus lent et
complexe dans te mécani<me zénéral < résume i
hvdrocarbure - —— - glconl - —sacide . ., CO; + H,0
Chaque ¢tape ext sous le . tréle dune enzyme spécifique. D aprés Balléviori et
Al en1363 (3) il cemble que le développement dune microflore adaptée i Ia
dégradation des hydrocarbures nécessite  une dose sufficante de produit &
degrader ef un temps refativement tong,

Pour assurer ce processus. il faut done foumir aux micro-organismes ded*
conditions favorables d une épuration totale dans des délais raisonnables (5).

Les hydrocarbures aliphatiques qui sont Tes n- alcanes et les - alcénes sont
dégradés par des levures et des champigions faisant partie des mucorales mais
aussi par les bactéries des genres Bacillus. Micrococcus. Corynebactérium,
AMyeobactérium, Nocardia et méme certaines entérobactéries.

Les  hydrocarbures aliphatiques & chaine courte  sont oxydés par les
preudomonas, les Flavobactérium, lex Nocardiz alors que pour ceux i chaine
fongue on trouve des Pecudomonas. les Nocardias, les Micrococeus et les
Corvnebactériam,

En général. les Pseudomonas  oxydent compiétement fes hydrocarbures
aliphatiques alors que les microcoques et les Nocardias provoquent une
exvdation incompléte avec accumulation de produits intermédiaires, d’ol
généralement Paction combinge des micro-organismes dans la nature pour
dégrader complétement les hvdrocashures. :

i
‘
i
i




of ——

Les genres Preudomonus, Vibrio, Spirillum, Flovobactérium. Achromobacter,

B'acdh'\ ~ovardia agisvent sur fes moléeules aromatiques. »
Les espéces de Pscudomonas sont capables du clivage du, protocatechuate én

ortho pour : P.Preudomalli. P cepacia. P. gladioli. P. piketti, P. caryophilli et
P. Selanacearum.

Drautres sont capables du clivage du protocatechuate en méta comme
P.actdovorans. P. testosteroni. P. ﬂa\m. P. pseudoflava. P. facilis el
P, zaccharophila.

Unc des caractéristiques phyveiques des hvdrocarbures est leur faible solubilité
dans I"eau. celle-ct pose le probiéme du transport du substrat du milicu dans la
cellule a la fois vous forme dissoute et sous forme de goulleleties dispersées
aprés énwilsification.

Certains micro-organismes »adaptent d ces substrats en produisant des etructuret:
membranaires et des enzymes spécifiques.

En effet. les enzvimes intervenant au début de 1"oxydation seraient localisées’ sur
fa partie exterme de la membrane cytoplasmique (11).
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- 1n - alcanes
- nn - alcanes
- naphtaléne
- 1-2, propangdiol

- Hydrocarbures

- n - al¢anes

- Toluene

- p- cymére

- p- xyleéne

- ¢thyl - cyclo Héxane

-Coryunbactérium Hydrocarboclatyg

- Mycobactérium smegmatis
- Pseudomonas asruginosa

- Arthrobacter oxydans

- Bactérium Sp

- Corynbactérinm

- Psendomonas mujtivorans
- Pseudomonas desmolytica
- Pseudomonas agruginosa
- Alcaligenes faccalis

- Acide L - Glutamique

- Caroténoides

- Acide saticylique

- Acide Lactique

- L- oryptophane

- L - citrulline

- Pyrolnitrine

- Acide cumique

- Acide - p - toluique

- trans - 4 - éthyleyclohexanol

Tableau n° 2 : Produits dérivés de la dégradation d’hydrocarbures obtenues par

croissance en continu de divers micro-organismes (11)
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Tableau n° 4: Biotransformation d’hydrocarbures par cooxdation (12)

Substrats de
Croissance

Substrat cooxydé

Produits

Microoganismes

Extrait de levure ou
peptone

n-hexadecane

2,3,4- hexadecanone
2,3 -hexadecanol

Arthrobacter Sp

n- hexadecane et

Glucose Glycolipides Torulopsis
' autres alcanes ‘ apicola
Glucose iscalcane Glyeolipides Torulopsis
: gropenglessen

2-méthyl butane

méthylcyclo-pentane

3-méthyleyelo-
pentanone

Pseudomonas Sp

2-méthyi butane

cvelo hexane

cyvclo hexanone

Pxeudomonis Sp

n- Octadécane

éthyl benzene

acide phenyi-
acelique

Nocardia Sp

n-Octadécane

n-propyl-benzéne

acide phenyl-
acrvlique

Nocardia Sp

n-hexadécane

p-xvléne

acide 2,3-hydroxy.
j-ialuique |

N-siatmonicolor
N-corallina

n-hexadécane

n-xyléne

acide dimethyl
Cis,Cis puconique

N.corallina

n-hexadécane

1,2.4- triméthyl
benzene

acide 3.4-diméthyl
benzoique

acide 2,3-hydroxy-
4,6-diméthvi
benzoique

N.corallina

i

P
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AYMECANISMES DE BIODEGRADATION DES HYDROCARBURES

Si le phénoméne de biodégradation est bien connu, les mécanismes précis qui le
gouvement ne sont pas encort Maitraisés.

D’aprés André Sirvins et Bemard Tramier en 1985(R), ces mécanismes mettent
en jeu des processus d’oxydation trés complexes qui aboutissent des
hydrocarbures plus légéres applés bioconversions, mais aussi a la formation de
CO2 , d’eau et de biomasse.

Les réactions chimiques sont catalysées par ies enzymes bactériennes . leurs
vitesses dépendent des conditions physico-chimiques du miliet, de la nature du
nutriment et de la souche utilisée .

1-ASSIMILATION DES N- ALCANES:

Draprés Paul 1 .Bishop en 1983 les alcanes sont les plus utilisés surtout ceux

entre C10 et C25.

Voie métabolique:

La voie majeure de I’attaque enzymatique des n- paraffines se localise &
I’extrémité de la chaine pour donner un alcool, éventuellement un aldéhyde et
enfin un acide gras au méme nombie d’atomes de carbone . Ce demier peut alors
étre scindé en métabolites assimilables par des reactions d’oxydation,
B-oxydation ou W-oxydation , ou recombiné avec I’acool pour donner un ester.
Des métabolites intermediaires tels les acides dicarboxyliques, les diols | les
méthyl-cétones el des alcools secondaires montrent qu’il existe d’autres votes
métaboliques.

En anaérobiose on peut noter 'apparition d'un aleéne comme métabolite
intermediaire qui réintégre la voie précédente au niveau de I"alcool (12), voir
planche N° 3.

La ou les étapes précédant la formation d’alcool primaire reste encore
méconnues. Les voies les plus probables sont la réaction d’hydroxylation qui met
en ceuvre une w-hydroxylase NADP dépendante, en presence d’oxygéne
moléculaire dont un atome est wcorporé a alcane et "autre reagit pour donner
H,0; I’autre voie c’est 1a réaction d’hydroperoxvdation qui met en jeu une

. dioxygénase qui donne un hydroperoxyde -n-alcoyle qui en retour se réduit en

alcoo! primaire.
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La distinction entse ces deux mécanismes n'a pas eté résolue . d'ou les deux
réaction (11).

(1): R -CH,- CH;+0, R-CH,-CH--00I1 .
(2): R-CH;-CH;-OO0H+ NADPH, H~+ , R-CH;-CH;-QH+NADP+H,0
(1)+(2) : R-CH-CHy+ O+ NADPIL Hr  —-~sR-CH,-CH,-OH+NADP+H;0

2)- ASSIMILATION DES ALCANES RAMIFIES:

Lutilisation des alcanes ramitiés comme substrats carbonés est plus lente que
celle des n-alcanes & méme nombre de carbone.

La position , la taille et le nombre de substitués alkvlés ont un effet sur la
biodégradabilité de 1a parattine.

Malgré cela, le métabolisme n’est pas différent de celui des n-alcanes bien que
I"accumulation de produits entra-cellulaires soil constatée (12).

3) - ASSIMILATION DES ALCENES :

Les alcénes de Cyp 8 C 5 sont plus difficilement biodégradables que les alcanes 4
méme nombre d’atomes de carbones.

Les alcénes 4 nombre pair d'atomes de carbone subissent une attaque diterminale
¢t donnent un acide gras saturé a (2n - 1) atomes de carbone.

Les alénes 4 nombre impair d’atomes de carbone se transforment en acide
W-insaturé 4 méme nombre d'atomes de carbone.

4)- ASSIMILATION DES CYCLO-ALCANES:

Les cyclo-alcanes sont Loxiques et résistants & la dégradation mais plusicurs
éspéces bactériennes ont montré un développement sur des alcanes cycliques.
De plus, plusieurs cyclo-alcanes non allaquées lorsqu’ils constituent I"'unique
source de carbone, peuvent étre oxydés quand d’autres hydrocarbures sont
utilisés comme substrats de croissance : c'est le phénomeéne de cooxydation
défini par foster en 1962 (12).

- Jones et Edington ¢n 1968 (11) ont montré par la suite que des éspéces

L]

bactériennes des genres : Corynbactérium, Pseudomones, Mycobactérium,
Micrococcus, Nocardia, Sarcina et méme que la moisissure Penicillium
pouvaient se développer sur le cyclohexane comme seul substrat de carbone.
Le mécanisme de la dégradation pour une souché de preudomonis proposé par
Stirfing et Al en 1971-(11). fut e survant: o




Tk

L’hydroxylation du cvclohexane est cat alysée par une cyciohexane- hvdrolase,
une enzyme qui nécessite conmime cofucteur du NADH2 et de Foxvgéne

3- ASSIMILATION DES HYDROCARBURIS AROMATIQUES:

Les hydrocarbures aromatiques ont une polarité élevée. La vitesse de dégradation

des aromatiques est fonction ¢u poids moléculaire, de la configuration , du cycle
et du nombre de cycles.

Voies métaboliques:

Le noyau aromatique des hydrocarbures s’oxyde par double hydroxylation qui est
suivie par la rupture du cycle , soit entre les deux atomes porteurs des
groupements hydroxylés , soit entre un de ces carbones et celu; adjacent.

De ce fait, il a été observé que le principal produit de dégradation du Benzéne
est le catechol( 8).

La dégradation par co-oxydation des aromatiques permet f'attaque d'un grand
nombre de composés (12) voir tablean N°© 4

Selon Paul | . Bishop en 1983 (10) pour un hydrocarbure aromatique alkvlisé, -
I"attaque initiale est souvent sur le bout de la chaine avant la fission du novau.
L’attaque microbienne des hydrocarbures polynucléaires aromatiques (H P A )
suit les mémes mécanismes que les hydrocarbures monoaromatiques.

6- Assimilation des asphaltigues :

Les asphaltiques sont des composés a poids moléeulaire élevé contenant des
hétéroatomes tels que 'oxygene, [azote, le soullre et parfois méme des métaux
lourds. '

Les composés oxygénés sont des acides gras, des phénols et des acides
naphténiques dont la dégradation a déja été décrite.

Les composés azotés peu nombreux dans un i¢trole sont des bases aikyl dérivées
de la quinoleine et de 1a pyridine.

Les asphaltes contiennent de nombreux cveles aromatiques ainsi qu’une faible
proportion de paraffine 3 nombre d*atomes de carbone élevé (13).
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PLnz3:Mécanisme général du processus de biode gradation

Ad'un hydrocarbure aromatique (Tolugne) :
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By MCROORGANISVIES LTHLISES:

1- e genre Pseudononas

1) Taxononme :

Ce genre appartient & la famille des Pseudomonaceae. Les Pseudomonas sont des
bacilles & gram négatif. généralement droits. mobiles par un ou plusieurs cils

polaires © ils ne forment pas de spores.

Leury métabolismes est nécessairement respiratoire , donc sont aérobie strictes.
Ces bactéries sont chimioorganatrophe.

Lex Preudomonas se dévelappent facilement en aérobiose sur les milieux nutritifs
habituels, a température Jde 367 C :

Certaines éspéces. comine Preudomonas aéruginosa sont capables de croitre &
42C7 (14).

Flles sont capakles d'utiliser une variété impressionnante de substrats comme
source de carbone et ' ¢nergic |

Ceux -¢i comprennent non veulement lex composés biochimiques bien connus tels
que glucides. Tipidex. acides amines, acides organiques mais aussi un arand
nombre de corps aromatiques Benzéniques, Terpéniques, de Stéroides etc......
Certaines éspéces sont aussi capables de respirer fes nitrates en anaérobiose ce
qui tend & leur conférer un avantage ¢cologique notable et i leur faire jouer un
role important dans lex processus de dénitrification (15)

b Ecologie

Ces microorzanismes sont présents dans "eau de mer, $'eau douce et fe ol
Certains xont pathogénes vis dvis de Phomme. d animaux ou de plantes (14)

-

2- LE GENRE BACILLUS:

a- Toxonomte

Le genre Bacilflus appartient a la famille des Bacillaceae.

Les cellules peuvent étre isolées ou associées par paires ou en chaines.

Elles vont & gram positif. sporulées, mobiles ou immobiles, aérobies strictes ou
facultatifs et chimiocorganotrophes-

Elles e muitiplient en général sur milicux usuels 4 pH voisin de la neutralité.

Sur gélose. on obtient générafement des colonies larges, plates, opaques d bord
rrreouliers.
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Les Bacillus produisent une spore resistante a de nombreux agents
physiques et chimiques ; chaleur. radiation, desinfectants. antiseptiques
el agenis oxvdants,

Possécdant une forte potentialité eatabotique. ils peuvent produire une
gamme diversifiée d’exoenzyimes capables de dégrader les
macromolécules.

L existence de nombreux plasmides est aussi a noter ainsi que de
fréquenty phénoménes de conjugaison et de transduction (17).

]

M- Ecologic -

Les Bacillux sont présetts dans le sol, I'eau marine el douce © quelques
unes sont pathogénes.

Représentant un faible phurcentage de fa flore microbienne permanente
du milieu marin (1, 2% 3 16 %) la majorité des Bacilles gram positifs se
compose du gewre Bacillus (17). ' '
L’existence de ve dermter dans I'eau de mer est connue depuis longtemps
puisque en 1891 Rusxel ¢§7) 1solait de ce milieu des bactéries sporulées.

C) Courbe de crojssancs:

17) Definition:

La présentation graphique de 1a croissance s'effectue en coordonnées
semi logarithmique avec la concentration bactérienne en logarithmes
népérien (log A ) sur i'axe dés ordonnées , le temps en nombre
arithmétique sur Iaxe des abscisses. La pente de la courbe exprime le
taux de croissance de {a polintion indépendemment de la concentration
cellulaire. ' ' ,

En effet , en milieu non renouveld | Ia croissance des bactéries est
timitée ct suit differentes phases. vour figure suivante :

Tl

==t . . s — A ¢ 1 ¥ S * Tt W m ey o N T L R R I S PR

N " 1 Lo o
I 1
i | T
X ! ! I 1
! !
| N ]
| I ! t .
| | | i
| /N S
. . ] ) n - . . By
A ! 9, 1.3 :Ll-,: 5 t:; '~

figure N“ 1 : Representation schématique de [4 croissance
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1~ Phage de latence:

‘Suit immédiatement I’ensemencement du milieu de cultire. Il g'agit
d’une période dadaptation au cours de lnquelle la cellule synthétise les
enzymes nécessaires pour métaboliser le substrat. ‘

La vitesse de croissance est nulle '

== 44X _ 9
>A“X0U:#

2~ Phase d’aceélération

Represente le début de fa croissance microbienne, fa concentration
cellutaire sugmerite el la vilevse spévilique de crolssance augmente
aussi, ' o :

=S U=-4 dX So w7
= x Lk e

3- Phase exponentieile:

Correspond au maximum de la croissance microbienne,
La vitesse spécifique de croissance augmente et atteint con maximum.
= Mmer = 2 i&: >0 M cmtenk

4- Phase Jo ratentssemont:

Montre la diminution de la croissance microbienne la vitesse spécifique
de croissance diminue, '

= M=-_4 X >0 MM}L<J~1MM M X\

X ol

5 -Phase¢ stationnaire .

La croissance microbienne s'arréte X devient constant

> =0

6- Phuse de declin :

Le nombre de cellules viables diminue du fait de ln mortalité dont le
taux va progressivement augmenter  (18)

= -4 dX 4
> M X Ak {O_
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La croisvance bactérienne dans les conditions idéales de «,uluue peul
étre définic par deny constantes : ‘

-le temps de génération G @ ¢est I intervalie de temps entre deux
divisions successives ou-le temps nécessaire au doublement de la
population | 1\ eck donne poria g'ormule suivante:

G-_1
n
T temps _
n : nombre de divisions )
- I n’est pas le méme pour toutes les bactéries , et peut varier en fonction
des conditions de culture et du lype e souche. ' :
Le taux de croissance 'est le nombw de dWl&»lOﬂS par unité dc temps.

i est obtenu lors de ta phaae expomntmlle en représentation semi-
logarithmique. :

Le taux de croissance depend du substrat, limitant et de sa concentr alion
qui est présent dans le miliou tel que "a démontré Monnd

aves pmax s taux de crotssance microbicine maxlmal
K.s: constante de demi saturation .

Wiy

L

7y

figure n° 2 ;Evolution du taux de crossance (p) en fonction du
substral (N},
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2) Facteurs influencant la croivsance bactérienne sur les hydrocarbures -

II'est un unamimement reconnu que Ia biodégradation des hydrocarbures en mer
reste un processus fent de ordre de 2 4 9 mois. voire plus. ce qui s explique par
de nombreux facteurs limitants

-[a faible concentration en microoreanismes:

Pl va une faible conceniration en micro-organismes capaples de métaboliser les
hydrocarbures d’origine pétrolidre puisque les teneurs en pétrolc sont trés faibles
dans le mitieu marin .

C

-la température:

Latemperature a une influence signifiante sur les vitesses de biodégradation ,
une augmentation en température augmentation la volatilité de beaucoup des
composes toxiques et dimmnuera la viscosité du pétrole done augmentera la
chance d “émulsification et accélérera les vitesses de la biodégradation.

Toutefois, 1 faut retenir que la biodéeradation peut se dérouler dans la plupart
des mers du globe méme dans les régions froides (&), '

- aération ¢

L adration est indispensable puisque les micro-organismes ont besoin d*oxygeéne
libre pour oxvder lex traction pétroliéres et les convertir d'une part en une
bromasse de composition globale C> H,, NO- et d'autre paten CO; et H;O. - °

Dans I'cau de mer. ta tencur en oxveéne varie de 04 15 mg/ litré suivant la
temperature . la profondeur et 'existence d autres processus biologiques
favorables comme la photosynthiése ou consommateurs d’oxygéne comme le
développement des organismes maring.

-La dispersion:

La dispersion de 'hvdrocarbures assure aux microorganismes responsables une
condition indixpensable 4 un métabolisme rapide. '

Il ¢"agit de mettre au point des composés tensio-actifs non toxiques qui assurent
une dispersion rapide et stable des hvdrocarbure (13). |
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- 1L effet du phl:

Toul microorganisme posvéde une zone de pH dans laquelle sa vitesse de
croissance est optimale. En dessous et au dessus de celte zone, la croissance
peut diminuer considérablement. voire inhibée.

Les bactéries vont neutrophiles et présentent un bon développement a pH neutre .

- Les élements nutritifs:

Comme tous les élres vivants . les micro-organismes responsables de 1 épuration
biologique ont besoin d'éléments minéraux indispensables & leur croissance , en
particulier d"azote el du phosphore dont les teneurs sont trés faibles dans "océon
: respectivement 500 et 70 mg em’ (19). '

Des aligo éléments sont égzalement nécessaires.

L apport d'un engrais minérul détermine une augmentation du nombre de
bactéries capables de métaboliser le pétrole. ainsi que fa biomasse
phytoplanctonique qui constitue un apport important de matiéres organiques et
elle cst a I"origine dun enrichissement en oxvgéne indispensable 3 la
biodégradation du pétrole (20),

Enmilicu marin laccélération de Ia biodégradation est en fonction de la
concentration en nutriments (21).
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Partie expérimentale:

V) EXPERIMENT ATION : .
AYINTRODUCTION.
B) MATERIELS ET METHODLS.

I- MATERIELS
2- METHODES

C) RESULTATS ET INTERPRETATIONS,

1) MISE AU POINT DES CONDITIONS DE CULTURE,
: ) CHOEX DES VTTESSES D AGH ATION.
by VERIFICATION DE L'EVAPORATION DES
HYDROCARBLREN.
¢) ETUDE DU POLVOIR D" ASSIMILATION DIES
SUBSTRATS C ARBONES.
¢,)- POUR LY GENRE PSEUDONMONAS.
c2)- POUR LE GENRE BACILLEN,

DETUDE DE LA CROISSANCE SUR LI BENZENE 1 SUR LY TOLUENE,.

1 ETUDE DES CONCENTRATIONS TESTEES BT
DETERNINATIONS DEN SELILS DE TONICHTE,
al)- POUR LE GENRE PSEUDOMONAS.
a)}- POUR LY GENRE BACIHLLLS,
b DETERMINATION DES CONCENTRATIONS OPTINLALES
DES HYDROCARBURES,
Dj- POLR LE GENRE PSELDOMONAS.
‘ b2 POUR LI GENREEBACHLUS
3) ETUDE DE LA BIODEGRAD ATION DES HIVDROCARBURES PAR
CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE,

1) APPAREILLAGE DTANALYSE T CONDITIONS
OPERATOIRES GENFRALEN.

LY MODE OPIRATOIRE.
¢ DETERNIPNATION DIEES COURBEN DETATONNAGE POUR
LE BENZENE ET LE TOLUENL.

B ETUDE DL LA CROISSANCE BACTERIENNE SUR 1S

BENZENE ETOSUR LI TOLU ENE PAR CHROM A TOGRAPU
EN PHASE GAZLUSE. '
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€) INTERPRETATION DES RESULT ATS DE L’ANALYSE PAR
CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE.

4) COMPARAISON DES RESULTATS ENTRE LES SOUCHES.

a) COMPARAISON DES RESULTATS ENTRE LES DEUX

SOUCHES DE PSEUDOMONAS,

b)COMPARAISON DES RESULTATS ENTRE LE GENRE
PSEUDOMONAS ET LE GENRE BACILLUS.

-

V) CONCLUSION.
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A)_INTRODUCTION :

Dans notre $tude , nous nous sommes intéressés a la biodégradation du.
Benzéne et du Toluéne qui sont des monoaromiques trés toxiques .

Pour cela nous avons: utilisé deux souches de pseudomonas; Pseudomonas
facilis et Pseudomonas saccharophila qui sont isolées des reservoires de NAPIT' TAL
de Dar El Beida et une souche cle Bacillus circulans isolée de Oued El Harrach.

Nous distinguons deux étapes importantes dans notre travail :

- Etude dc la croissance . bactéricnne sur différents %ubstrdts par spectrophotométre qui
nous donne les densités optiques représentant la biomasse et sa variation en fonction du
temps ; cela nous permet de tracer les courbes de’ crmss_ance et de les ¢tud1_cr .

- Analyse par chromatographie en phase gazeuse qui nous permet de déterminer le

pourcentage de dégradation d'un hydrocarbure et de suivre sa dlspantlon en ioncnon
du ternps jusqu'a I' arrét de la croissance bactenenne :

4G



BY)Matériel ef méthodes:

. ’:‘
1}- Matériel:
-2} Matériel bioloeiaue:
Souches Espéces Origine
133 Pseudomonas facilis isolées de resérvoir de
' - Naphtal
Pseudomonas Sacchrophila |de Dar-Ei-Beida
B7 .
Bacillus ¢irculans isolée de Qued El
_|Harrach

tab N° 8 : les souches utilisées

b) Appareiliage el Matériel:
- Cellule de Thoma

- Spectrophotométre

- Erlenmeyers 100 ml.
-Agitateur

- Barrcaux magnétiques

- Eture 4 30°.

¢) Milieux de_culture et substrals carbonés:

¢-1) Milteux de culfure : (voir annexe):
k1
¢-2)l.es substrats carbonss:
I s’agit de deux hydrocarbures aromauque&
le Benzéne ¢t le Toluene :

Ces deux hvdrocarbures son.t filtrés A travers une menbrane de f; Itration de 0.45
microns griice & un appareil de filtration .

Non chimique Poids moléculaire Formule chimique
Benzéne - 78¢ Ce¢ Hy
S LS 52g C, I,

tab N®6 : les hvdrocarbures utilisées
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2} Méthodes:

a) Vérification du pouvoir d assimilation des substrals carbonés:

Dans des erlenmevers contenant 20 mi du milieu minimum , nous avons
ensemencé les milicux sans source de carbone et avec source decarbone qui est
fe glucose @ Ia concentration de 1g7100 ml (126): Iincubation a été faite 4 30 © C
pendant 24 heures sous agilation continue | 4 la vitesse de 130 tours /minute pour
le geure Bacillus et 200 t /mn avee bareaux magnétiques pour le genre
Pseudomonas I'observation est faile aprés 24 heures.

Aprés les deux souches de Pseudomonas et la souche de Bacillus circulans ont
¢été ensemencés sur milicux minimums additionnés du Benzéne et du Toluéne
comme source de carbonz X raison de 2% pour le genre Pscudomonas (2ml de
Fhydrocarbure par 100 ml du milieu minimum) el de 0.5% pour te genre
Bacillus.

Les cultures sont incubées 4 30° C pendant 48 heures avec observation aprés 24
heures. :

b) Estimation de Ia croissance par turbidimétrie:

b-1) Principe :

Le spectrophotométre est un appareil permettant la mesure de la densité optique
(DO)d une solution ou d’une suspension.

Le principe de fonctionnement est le suivant:

Un faisceau lumineux T issu d'une lampe & tungsténe est dirigé sur un
monochromaleur 4 sélectionner les Jongueurs d'onde ; ce faisceau traverse une
cuve contenant {a suspension: la lumiére transmise 1 est regue par une cellule
photoélectrique qui aprés amplification est mesuré par un enregistreur
directement gradué en DO ou en pourcentage de transmission.

L’absorption ou densité optique est donnée par la loi de Beer -Lambert;

DO=log] = £.Cl
le

L lumiére incidente
I: lumiére transmise
C: concentration bactérienne en cellules /ml.
L : lengueur de la cuve =1 em.’ :
£ : coefTicient  fonction de la longucur d'onde . bacterie )
“Pour des solution$ trés diludes . on remarque qu'il ya proportionnalité entre la
densité optique (DO ct concentration . il faut donc diluer {es solutions trop
denses avant d'effectuer les mesures .

o
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Dans notre étude . los denvité optiques sonl mesurées & 600 nanométres,
DO A “

"Dornm'ne, de lingarite
de o loie de Beer Lambert ,

/

i 7 3 .
b-2)- Methodes e niesure: aea.u-.'hm

b-2-1) - Précuiture:

b

Les_ erlenmeyers de 100 ml bouchés au coton, contenant 20ml du milieu
minimum de culture et la source de carbone a éprouver i raison de 2% pour le
genre Pseudomonas ‘et 0.5% pour le genre Bacillus 2 tester sont ensemencés
avec les souches cultivées sur gélose nutritive .

L’incubation est faite & 30° C pendant24 heures de fagon a étre en phase
expomentielle de la croissance avec une agitation de 130 T/mn pour les souche
du genre Bacillus et 200 T/mn pour les souches du genre Pseudomonas.

Cette préculture permet d'éliminer fa phase de lalence dans la culture elle méme
sur [e méme milicu el dans fes mémes conditions.

b-2-2)- Culture en erlenmeyers:

Les souches sont testées pour plusieurs concentrations choisies du substrats |
pour cela des erlenmeyvers de 100 ml contenant 20ml de miljeu minitmum et le .
substrat carboné 4 tester, sont inoculés avec la préculture qui représentera 5% du
volume dv milieu de culture , |'incubation cst faite 3 30 ° C . & des vitesses
d"agitation identiques 4 celles des précultures.

b-2-3)- Prélevements:

Des prélevements de 3 ml ont ét¢ effectués toutes les 2 heures pour dresser la
courbe de croissance .

b-3) Courbe étalon:
La correspondance entre les différentes vateursde Ia densité optique (DO) et les
concentrations microbiennes cst faite par élablissement d*une courbe étalon,
A partir d’une culture on fait des dilution au %-; 5.;; ;. ctadont les DO seront
mesurées eén méme temps que le comptage direet des cellules par la cellule de
“Thoma au microscope optique se fait ; on trace ensuite la droite

DO = f(x).

x ¢tant e nombre de cellule/m!.

4§




b-4)- Numération par complage direct au microscope opliquc : (vo:r schéna de Ia
fame de Thoma) :

Le comptage des microorganismes est réalisé a "aide d’une cellule de Thoma :

c’est une fame porte -obyjet quadnllce dont une des faces est creusée d’un volume

connu,

Une goutte de la suspension microbienne est placée dans Ia cuve de la lame puis
recouverte d'une lamelle : des volumes précis sont ainsi délimités au niveau du
quadriitage de la lame. soit le volume de 2.5.10™ul par petit carreau, sachant que
la céte du carré mesure 0.05 et hauteur 0,1mm, les cellules sont comptées au
grossissement 45, le nombre de cellule/ml « x » est est estimé aingi -

_N.10° -~ N .2510°
16.2.510°D — D :

N : Nembre moven de cellules par grand carré de 1a lame
D: Faclcur de dillution
N. 10 "‘_—-——pour convertir du ptl au mi ( Imi = 10%ul)
16 2.5.107.D
volume des 16 grands c:m'ec en pl
on sail que : Imm’ =107 em*et 1 am’ = Iml = 10° ul.
Ona : 'air d'un petit carré du grand carre de 1'1 lame ¢'est :
0.05.0.05 =25.10"nmm’

et donc le volume : 25107, 0.1 =25.10° mm°
=2510710%em’
= 2510 ml
=25.107pl
=2.5.10%nl
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QY RESULTATS ET INTERPRETATIONS:

DN ise an points des condilions de culture:

NChoix des vilesses d agitalion:

Des cssais ont été réalisés avee le Benzéne a une concentration de 2% pour
différente vifesses d'agitation et en cas des deux éspéces (Pseudomonas facilis o
Pseudomonas Saccharophila).

[ utihsation des barreaux magnétiques permet 1"aération des bactéries et la
dispersion de I'hvdrocarbure dans le milieu minimum.

Apréy une incubation de 24 heures et en fonction de [a croissance obtenue, il a
¢1e retemt une viterse d agitation de 200 tours “minute pour fes souches de
Preudomonas.

. , \-'ilcssc? . R i i

'GENRE | (Tmn}! 150 200 0 300 1 400 | s00 | 600| 200
f‘ * e -‘ ‘ * !
ke N R S

' PPreudomonas O N A D B B
 Preudomonay | facilis ! : ' : '

: ' Pseudomonas e 1 + + +
L saecharophila © 0L

4 1 la croissance bactérienne est importante notée par un trouble blanchatre
asvez dense.

+ lacrowssance bactérienne est moins importante marquée par un trouble léger.
tableau N¢ : Btude des vitesses d agitation utilisées pour les souches de
Pseudomonas’ {24 heures . pH = 7).

Pour les souches de bacillus fa vitesse d'agitation est connue . elle est de 130
tmn (11).

-51.



) Mérification de | évaporation des hvdrocarbures: "4

L évéporation des produits ufilisés 3 ¢te verifiée par analyse chromatographique
sur un milicu inactif @ 30 © C-pendant 24 heures sans ensemencement par rapport
au temps t. :
Voir chromatogrames nS 1.2 coorespondant aux concentration consécutives de
2% et 3% pour le Benzéne et chromatogrammnie n®3 pour la concentration de 3%
pour le toluéne |

On observe daprés les chromatogrammes qu’il n’ya pas de différence d’aire
entre le pic correspondant 4 la concentration initiale et celui correspondant 4 la
concentration finale pour chaque cas. '
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P



ee -

2578

£6'2

(7)

4)

Lih

A B e & DD X w2 9
DAC i mas Spaphe X 2 7. .

04

:_f@{)\gv‘\ak%t LAY

.,,',;..b P VIS T

53

bt ot v Fay SR

e




;
|
|
@ ;.
! S
| N
';
. 1
B .
8
I 1_ \
(% |
L(R) 2 3
04 24-£
eAromakogparmme nE2  Verl Preakion ok Bemgia
= 37 .



'030

a

7w

J
h
o

c(n 3

(4) ok ey

Ghnmoparna o 3 . Vi arion e
Q,Mrmam JATM s 3:"/‘..
-55_

A g ',_,.;._Nl-.'-vﬂkf-wn - [T Ty e S R . e . e R

iAo . -



clude du pouvoir d assimilation des substrats carbonnés:

¢1) Pour Ies souches de Pseudomonas:

Comme {e montre le tableau n"ga pour les souches de Pseudomonas
sous agitation continue d 200T 'mn el une incubation de.24 heures a
30°C. fe milicu minimum avec le glucose comme seule source de
carbone a donné une trés bonne croissance - lo milicu temoin sans
aucune source de carbone n'a donné aucune croissance.

Les mulieu minimume additionnés de 0.3%%.0.5°%.0,8%:2%6.4%.6% du
Benzéne ou du toluéne a permis une croissance notable pour lcs
concentrations entre 2% ot 6°6 alors que pour les concentrations allant
de 0.3% a 0.8% fa croissance < annule rapidement . .

Donce pour I"étude de la courbe de eroiccance . on choisira des
concentrations supéricures & 2%%.

¢:) Pour la souche de Luzilus:

Comme Ic monire le tahlcau n° 8 b pour [a souche de Bacillus circulans

sous agilalion continue 4 130 t/mn . aprés une incubation de 48 heures &

30° €. e milicu minimum additionné avec le glucose comme seule
source de carbone a donné une trés bonrie croissance : le milieu
minimum ( temoin) sans aucunesource de carbone n'a donné aucune
croissance : les milicux minimums additionnés du Benzéne ou du
toluéne ont permis une croissance notable pour les concentrations affant

de 0.3 9% & . 0.8% alory que pour lex concentrations supérieures 4 2% la

croissance est tréy hmitée.
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Substrat %%
0.3 " 0.5 0.8 2 19 du tenioin
Espéces Glucose
B T B T B T B T B T B T
Pseudomonas b -
facilis ¢ + r + + +4 ) 4 bt g ot
Pseundomnas
saccharophila t t + i ++ +- ot ot 4 et <4 -
B: Benzéne, , T: Toléne .
Tableau N° @ o : Etude qualitative du pouvoir d"assimilation du Benzéne et du Tolidne par les souches de Psendomonas ( 200 T mn . 30° .

pll =7, 21 heure)

“tSj

Substrat 95

0.3 0.5 0.8 2 4 1% du | Temoin
ghicose
Espéce B T’ B T B T B T =
Bacillus
circulans ++ o ++ o ++ +4 + + + +4++ -

Tableau N°3 b: Emde qualitative du

,48 heure).

pouvoir d'assimilation du Benzéne ct du Toluéne par la souches de Bacillus ( 130 T/ mn , 30°, pH = 7

4]



2) [ude de la croissance sur e Bengéne el sur le Toluéne.

a) Elude des concentrations lestées e

et délermination des seuils de toxicité:

1) Les souches de Preudomonas en croissance sur le Benzéne et sur Te Toluéne:

Le scuil de toxicité d’une souche bactérienne sur un substrat est la concentration
de ce substrat 4 laquelle il 0 ¥ a aucune croissance bactérienne; les bactéries ne
supportent pas une telle concentration qui vont finir par mourir car elle rcnd le

milicu toxique pour les bactérics.
Tel que I'on peut le voir. sur les tableaux N"9a et N° 9 b résumait les

différentes concentrations utilisées et lex seuils de toxicité il apparait donc

clairement que fes deux souches peuvent supporter de fortgs concentrations en

Benzéne et en Toluéne,
Pour Pceudomomz saccharophila

les seuils QUppOl‘l’lblC‘- sur le Benzéne et sur

le Toluéne sonl lex mémes el peuvent aller jusqu'a 11 %; le seuil de toxicité est

atteint a 12 %.

Pour lex P\cudomonas facilis les seuils supportables sur le Benzéne vont jusqu'a
12%. le zeuil de toxicité est atteint & 13 % alors que sur le Toluéne le seuil est

atteint 412 %5

enzéne(%o) |

| Espéce
t Pseudomonas

[ facilis

10

1]

12

13

I Pseudomonas

[
{ Sacchar ogh:l
tableau N° g 2

i Joluéne (S0)

| Espéce

! Pseudomonas
facilis

ca

10

11

12

| Pseudomonas

(saccharophila

tableau N°9b

Tableau N°9

aux concentrations utilisées et aux scuils de toxicité pour les souches de
7.200 T/mn. 24 h).

Pseudomonas (30 °C. pH =

-58._
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az)- La vouche de Bacilur circulany en croissance sur le Toluéne:

¥

Le tableau N°4.0 nous indique que la souche de Bacillus circulans supportent
des concentrations pluy faibles que celles supportées par les souches de
Pseudonionas.

La souche de Bacillus circulans peut supporter des concentrations allant Jusqu’a
4% lc scuil de toxicité cst aticint 4 la concentration de $ %,

Loluéne (%0) | -
Lspéce 0.3 0.5 0,7 0,9 2 4 S
Bacillus
circulans : + + + + 4t + )

Tableau N°"40 : Etude de I"assimilation du Toluéne aux concentrations
ultlisées et aux scuils de toxicité pour la souche de Bacillus circulans.

b) Détenmination des concentrations optimales des sources de carbone -

by)- Cas des souches de Pscudomonas:

Les taux de croissances maximums sonl déterminés graphiquement d’aprés les
courbes de croissance N* § . NY 9 | N° 40 o N° 14

nzénc(” o)
Lspéce 2 3 4 5 6 7 8

Pzeudomonas
facilis ) 1.40 1.50 1.66 1,53 1,52 1,30 1,25
Preudomonas ‘
saccharophila T3 1 146 ) 1.63 | 1.50 | 1.46 | 1.24 1,03

fableau N° 413
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Qjuéne ("o}
FEspeee 2
Pseudomonas , ,
facilis 1.36 | 148 | 1.52 | 1.52 1,35 1 1,31 1,20
Pscudomonas
saccharophila [.19 1.22 1.50 { 1.47 1.24 | 1,16 1,12
tableau N° 440 '

t
f =N
La
<
~X
o
1Y

Tableau N° 44 : LEvaluation des taux de croissance maximums en h™* pour les
différentes concentrations sur milicu minimum ( 30 ° C. pH =7, 200 T/mn, 24
heures ) pour les souches de Preudomonas |

A I'éxamen des tableaux N4 el N34 b pour les souches de Pseudomonas en
croissance sur les hvdrocarbures aromatiques on peut remarquer

- que le taux de croissance maximum augmente en général de la concentration de
2 % jusqua la concentration de 5 95 ot & partic de 6 % il commence 4 diminuer.

- La concentration optimale pour chaque étude de la croissance des souches de
Pseudomonas sur chaque hydrocarbure est la méme ot clle st de 4 2 qui
correspond aux taux de croiscance les nMus élevés,

On peut remarquer aussi d"apres les tableauxN®4a ef N41b que les taux de
CrOISsance maximum corvespondant i la croissance des souches de Pseudomonas
sur le Benzéne pour les concentrations étudjées sont supéricurs i ceux '
correspondant 4 la croissance bactérienne sur les mémes concentrations du
Toluéne. : .

IExemple : dapres les tal lsauxN“M a et N°44b pour la souche de Pseudomonas
facilix sur 6 %5 du Benzéne on a pax 52 h ot sur . .
6 % de Toluéne . max = 1,350 .

Donc les soucher de Preudomonas sont plus performantes sur ic Benzéne que
sur fe Toluéne: ccla peut étre dir A la structure moléculaire du Benzéne qui est urr.
peu plus simple et plus légére que celle du Toluéne. donc plus facile 4 assimiler
par les bactéries.

On peut remarquer aussi que les taux de croissance cotrespondant 3 la croissance
de la souche Pseudomonas facilis sur fes différentes concentration utilisées sont
plus élevées que ceux correspondant & la croissance de la souche de
Preudomonas saccarophila. _ ) o

Done o peut dire que la souche de Preudomonas facilis est plus performante
dans fa dégradation de ces deux hydrocarbures que la souche de Pseudomonas
saccharophila . '

-
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Esreze Begrrismnrar Lerace Bscudomems | Pseudomonas
Ui saschrsphila facilis saccharophila

Parumieye Parameétre
Concenreios Concentration
ot ey ) 4 optrmale ™)) 4.5 4
srpeh ) 1.56 P42 umaxh ' 1.52 1,50
Binmnsse 1] Rinmaee
celiulaire 1L H R I el cellulyre 1075 10" {9425 107
(bactm) (haci/mD) ’
tableau N°44.a: le Benzene tableauN?49 b : pour le Toluéne

LY
Tableau N° A2 Evaluation des paramétres de croissance des souches de
Pseudomonas aux concentrations oplimales de croissance sur les hydrocarbures
aromatiques. .

b;)- Pour 1a souche de Bacillus circulans:

Pour trois différentes concentrations du toluéne on a déterminé les courbes de
croissance de la souche de Bacilliv oirculans voir figure n° 3 '
Les taux de crofssance maximumes sont caleulés d’aprés la figure n° &

Lolueéne (9%) . ]
Espéce 0.3 - 0.4 0.5

Bacillus
circulans 0.3458 0.260 0,200

tableau N°43: Evajuation des taux de croissance maximum (h'') pour les
differentes concentration en toluéne (en %) sur milicu minimum pour la souche
de Bacillus circulans ( 30° C, pH=T7.130T/mn, 24 h).

-

Daprés le tableau N°430n remarque que la plus grande valeur du taux de
croissance maximum {gmax = 0,344 h'} correspond 4 la concentration de 0,3 %
done la concentration de 0.3 5 ext Ia concentration optimale de croissance de la
souche de Bacillus circulans sur le Toluéne.

-
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"espéce ! Bacillug .
paramétre | circulans
Concentration [
optimale(%e) i 0.3
1
.u'mnxgh") ll 0,345
Biomasse |
ccllulaire(bact/ml) 1.89.107

TableauN°® 4 4~ : Evaluation des parametres de croissance de Ja souche de
Bactllus circulans sur milieu minimum a 30 © C sous agitation continue et 3 la
concenlration optimale du Toluéne.

D apreés les expériences on a remarque qu'ad I"arét de la croissance de la souche
de Bacillus sur le Toluéne la biodégradation n'est pas accomplie pour toute les
concentrations utilisées. Ic Toluéne éxiste toujours i certaines doses non
négligeables pas comme le cas des souches de Pseudomonas.

Done on peut dire quen cas de Ia souche de Bacillug circulans |, ia croissance est
linitée. Cela s explique par le phénoméne de sporulation des Bacillus 4 une
certaine phase de Ia croissance | 4 cause de Faccumulation des produits du “
meétabolisme qui vont toxiqgites dans le milieu le substrat de départ ne peut étre
incriminé puisque la croivsance a cu lieu,

Sur la figure N° T3 on peut bien remarquer cette croissance limitée o on _
observe que plus fa concentration du Toluéne augmente de la concentration de
0.3 % vers la concentration de 0.5 24 et plus le taux de croissance diminue et
plus les valeurs de Biomasse finale diminue de 1.89 . 107 bactéries /l jusqu’a
1,56 . 10" bactéries‘ml.
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Figure N 10 Determination des tauzr de croissance mazrimauzr en
cas de croissance de Pseudomonas Seccharophila sur le benzene




Log X

+ « » o mo'e |
o .
N

2

llllllllll‘llll]ll"llll[

Temps en heures

Figure N 11 Determination des taur de croissance MAriMmauxr en:

cas de croissance de Pseudomona

s saccharophila sur le toluene

[ Rl 3

Q
o

6B



. A.O'.?__" pry 2% -
- R | o 4
. o i
QL _: .
2 ' i
D
S .
oo
B .
OO
(o]
R —
-9
Q
e ]
3 |
L] .
a2 R
90 10.0

Temps en heures

Fzgure N 12 Courbes de croissance dé Ps.eudbmonds facilis.
‘ Sur. differentes concenirations en benzene

_69—



- 0_7 T T . f 3 vt 14 T 1 § v F v ¢} v & &t T 1 ¢ v & ] IR 1 v o4 - b o b o
0.6+ S : . o : . B .
» L. - - " . . i - - . .

+«a»0NOQe
o
ad

Densite opt'zlq'tl;e D.0- | N R

1 i1 £ 1 1
'[Illl'liil‘.ll

50 60 70 B0 90 100

" | | Temps en heures

| Figure N 13 Courbes de croissance de Pseudomonas saccharephila
o -+ Sur differentes concenirations en benzene |

e 0




1 . T L 14 I3 1] K] L H 4 ¥ [ L] ¥ 1 L] 1 ] 1 L) 1 I 1 T L 1 | T T 1] 1 H i T ¥ 4 L 1 LI

o
oo

] s 2% . . - N
ot o 57| 1
e - = 4% : 4
I Io 5% A | ]

& 67 : '
0.6"'— v 7% ' —
+ ) "

D.0

LTI S B S S TN S S T
L

7.0 80 9.0 1i0.0

Temps en heures

Figure N 14 Ccurbes de croissance de Pseudomonas facilis sur
differentes concentrations du toluene

1




s ¢ e 1 e

O.? L. s R -',= .a o Y. —.- B ‘..'.' L °.‘ BRI ‘-* .= '-‘I \

- e 22| ' '

0.6+ |a 22{ " .

o 5% -
. 2 6%

..0:5."“_ :Z;f K >
o -
- |
V. .
=3 ]
&
< -
o .
Q
:'_;-g .
V)
2 _
S )
Q'- i

| A B s Tt SRUEINE S S S
7.0 8.0 9.0 10.0

Temps en heures.

Figure N 15 Courbes de croissance de Pseudomoncr,s saccha'rophzla
T Sur: d?,ffe'rentes concent'ratv,ons en. toluene o

£



DETUDE DL LA BIONDEGRADATION DES HYDROCARBURES PAR .
CHROMATOQGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE (C P G):

Nous avans procéde par ine méthode simple et rapide pour I'analyse du Benzdite
et du Toluéne par chromatographic en phase gazeuse ; il s’agit de la technique de
« Head Space « qui consiste a prélever une fraction de la phase gazeuse qui se
trouve en équilibre avee I"echantiifon aqueux dans un flacon herméticue 4 la
température constante de 60 °C puis on injecte celte fraction gazeuse dans le
chromatographe.

L analysc quantitative par chromatographie en phase gazeuse nous permet de,
suivre la variation de la concentrations de Vhydrocarbure dans un échantilion
donné par {a détermination de 1'évolution des pics correspondants au cours du
déroulement de biodégradation.

k)

Tableau n®A8 Quelques cuiactéristiques physiques du Benzéne et du Toluéne

hydrocarbure | solubalite Points densite wdice de | Pomnts CMA
dinsl"ecu(¥e) d'ébullition [ d(20°C) réfractionn | d'inflarmmation
) 20°C (°C) ppm | mg/m®
Benzéne 0.070 &0 0872 i.501 -10 HA _
Teluéne 0.047 ill | 0.367 - 1.496 + 4 200 750

H=risque de résorption culanée

= substance indubitablement cancérigénc: aucune CMA n’est lndqué pour le
Bcnzmc
CMA : concentration maximale admise

a) Appareillage d’analyse et conditions opératoires générales:

Nous avons choist les conditions opératoires générales d’analyse suivantes: -
- Appareil de I'éspace de Léte
-Chromatographe PU 4500
- Colonne :
capilaire BP 5
longucur =25 m
-Détecteur : F1D
Intégrateur : P U 4815
-Température : Deteceur = 150°C -
Injecteur = 150° C
Colonne = Isotherme
(température initiale = 60° C; température finale = 60° C)

- Pression : «Gazvecteur{ argon) = 0.4 Kg/¢ém’CMA : concentration maximale
admise '
“Lrair= Q. 3R0’cm
- L hvdrogcne = 0.5 Kg/ em’
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Quantité injectée : 50 ul pour Bénzéne of 100 e pour toluéne

b) MODE OPFRATOIRE:

Pour chaque hydrocarbure . je prends de "erlenmever ot s¢ déroule la
biodégradation un voluine de 100 #l que je verse dans un flagon de 30 ml o
J'tjoute de I"eau distillée pour compiéler & un volume de 10 mi ; puis j'acidifie
I"échantiiton a I"aide de 1 acide Chiorhydrique 4 pH = 4 pour inhiber 1a
biedéaradation . et enfin je ferme le flagon avee un bouchon hermétique spéciale
que je concerve a "abri de ta lumiére . dans un frigidaire 4 1a température de
4°C.

Amnsi | je répéte cefte opération a des temps différents durant le déroulement de
la biedégadation .

A Ia fin de U'expérience je mels les flagons hermétiques dans I'appareil de Head
Space a la température icotherme de 60°C pendant une demi-heure.

Awmnsi aprés une demi-heure il  établit un ¢quitibre entre la phase gazeuse et Ja
phase aqueuse & Finidricur du flagon » d¢ prends alors 4 1"aide d'une seringle un
velume de S0 plde 1a phase gazeuse pour le Benzéne et un volume de 100 ui -
pour le Toluéne.

s

¢) Détermination des courbes d étalonnage pour e Benzéne et le Toluéne : e

Voir figures n*4 6et no4¥ .

Pour des concentrations différentes allant de 0.1% jusqu’a 1% et pour chaque
hydrocarbure. on a déte-miné les aires correspondants d'aprés le chromatographe,
puis on a tracé les courbes d’étalonnages :

Clg 1Y - function (air)
Remarque : .

Les concentrations donndes en pour centage volumique exemple 0,1% veut dire
0.Iml d'un hydrocarbure par 1001t du milieu minimum de cuiture sont convertis
¢n concentration massique : ¢’est a dire fa masse d'un certain volume '
d’hydrocarbure divisé par le volume total (volume d’hydrocarbure + volume du
milicu minimum).

Voir annexe : Tableaux N°

d) étude de Ia croissance bactérienne sur Benzéne et le Toluéne par
chromatographie en phase aazeuse -

Voir chromatogrammes n® 4.5.6,7.8.9 ¢t 10 pour le Benzéne et le
chromatogramme n”t1.12pour le Toluéne.
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la croissance des souches de Preudomonay sur fes hydrocarbures dont la

disparition en fonclion du temps a ¢té suivie par chromatographic en phase-

gazeuse & la concentration de 2% pour e Benzéne et le Toluéne . aux
concentration de 3%, 4% , 6% .8 %opour le Benzéne

Ainsi d aprés les courbes d"étalonnage. on a déterminé les concentrations
massiques correpondani ¢ chaque aire d'un pic. on a rassemblé ces
concentration dans les tableaux
Voir Tableaun® 4 6 ct n*4AF

Par fa suite on a tracé les graphes correspondant -

Voir figure N°48 . N°49 ¢l N*2 D

t(h) 0 1 [ 1330 | 1148 2
Cely | 1725 7,70 2,91 0,87 0,00
C(-%0) 2 [ 0893 | 0337 ~0,100 0,00
tab N pPscudomonas saccharophila en culture avec 2% du Benzéne
t(h) 0 1 1H30 1H45 2
C(gl) | 17.25 6.52 1| 1.81 0,40 0,00
C("%%) 2 0.756 0.209 0,046 0,00

tab N*¥épscudomonas iilis en culture avec 2% de Benzéne.

t(h)y | 0 1 2 [ 2130 [V 2145 3.
C(egN) | 2563 18,19 7,80 3,00 1,51 0,00
C( %) 3 2.11 $.904 0.348 0,175 0,00
fab N°4.6ePscudomonas facilis en culture avee 3% du Benzéne ;
t(h) 0 K 2 2H30 | 21145 3
C{el) 25,63 20,00 11,17 519 2,10 8,00
C( %) 3 2,32 1,29 0,602 0,243 0,00

tab N*M6d Pscudomonas saccharophila en culture avec 3% du Berizéne

5.

B I,




-

- (h) 0 1 1H30
C (gh) 1700 | 9.00 4,00 1,00
C(>) i 1,050 0,470 0,117

tab N ge Pscudomonas saccharophila en culture avec 2% du Toluéne

t(h) 0 1 1H30 2
C(gl) 17,00 7.30 2,60 0,485
C(%o) 2 0.973 0,305 0,057

tab 'N"d-&j’Pscudomonas facilis en culture avee 2% du Toluéne

TABLEAUX N° 416 :Les concentrations des hydrocarbures (C %) dans le

raflina données par fc chromatogramme a différents temps des expériences
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Figure N 18 Biodég'rcr.dation du benzene par les souches de pseudomonas
d la concentration de 2 % -
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Figure N 20 Biodegradaiion du benzené
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Hydrocarbures

concentration initiale

concentration finale

gh

% volurnique

Yovolmnique

Pourcentage massique de
L' Hydrocarbure dégradé

Toluéne par
Pseudomonas
saccharophila

17

0.117

94.12

toludne par
Pseudomonis
facitis

17

0.485

0.087

97.158

Boenzéne par
Pseudomonas
facilis

3448

0.370

0.042

98.93

Benzéne par

Pseudomonas -

facilis

51.72

0.663

0.077

98.71

Benzéne par
Pseadomonas
facilis

68.96

0.32

97.10

Tableau N°® A %:

Les pourcentage de dégradation de certaines concentration des s hydrocarbures par les souches de Pseudomonas




e)- Interprétation des pésultate de Panalyse par Chromatographie en phase
gazeuse.

On observant les graphes et les tableaux correspondant aux chromatogrammes
pour I"étude de la croissance bactérienne par CPG 4 la concentration de 2 % pour
le benzéne . le toludne et 4 l4 concentration de 3 % pour le benzéne; et en les
comparant avec les chromatogrammes des concentrations des Témoins, nous
constatons que le pic correspondant a I'hydrocarbure diminue rapidement pour
disparaitre pratiquement au bout de deux heures pour la concentration de 2.% et
au boul de trois heures pour la concentration de 3 %{4 %, 6 % et 8 %)- du
benzéne , on observe unc diminution notable entre fes deux demiéres heures qui
corespondent & la phase exponentielle ot la croissance bactérienne est
maximale: donc la biodégradation d'un hydrocarbure s¢ produit en fonction du
développement de fa croissance bactérienne.

On observe aussi d"aprés les courbes (voir figures n°4.8,49ekMWque la souche de
Pseudomonas _facilis est plus performante que fa souche Pseudomonas

saccharophila car pour chaque prélevement a un temps donné pour chacun des

hydrocarbures. la concentration résiduclic de 'hydrocarbure en cas de la souche |

de Pseudomonas facilis est plus faible qu'en cas de la souche Pseudomonas
saccharophila ( veir tableau n® ) |

[ Y

L analyse des chromatogrammes serait donc intéressante car elle nous permettrait
de savoir =i les modalités de biodégradation sclon les souches et les substrats
considérés vont les ménics ou pas et leur degré de toxicité cn fonction de
I"évolution bactéricnne .
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4) Comparaizon des resultals entre les souches

2) Comparaison des resultats pour les deux souches de Pseudomonas:

; Genre Pseudomonas Pscudomonas
s paramétre facilis saccharophila
p de croisgance
e R .
:y_fl_q“e d'agitation (Vfmn) 200 200
;rtcmm d’obtention de 1a 4 b
!bmm1~~e maxinule(h) ,
1taux de biomasse maximale “
| (bacteries miatteint 5.75.10-15.82 . 10’ 4,5.10-14,75 .10
i seuils de toxicite maximale :
(en % de Benzéne) 13 12
concentration optimales 4 4

(en?5 de Benzéne)

Tableau N°A 8 o Tableau récapitulatif des principales

entre fes deux souches de Pseudomonas.,

différences de croissance

: Genre
i mmmclrc

"de umcmnce

1
i
!
1

vitesse dagitation (/min)

ttemps d° oh[enhon de Ia
| biomasse ma\mnln(_]m_h

taux de biomasse maximale
(bacteries /mbattent

Pseudomonas Peecudomonas
facihs saccharophila
200 200
4 4

4.5.10-14.25.10°

4.10°-13,75 .107

seuils de toxicité maximale
(en %o de Benzéne)

12

12

i concentration optimales
t{en“s de Benzéne)

_ tabkleau NYAR h

4.5

. L

: tableau réeapitulatif des principales différences de croissance
entre les deux souches de Pscudomonas sur le Toluéne.




D7apres les tableau Nael  NUpb les concentrations les plus optimales jfour
fes xouches de Pseudomonas sur les hvdrocarburés aromatiques varient
géncralement cntre 4%, of 374, |

D aprés les figures N42 & N°450n observe qu au dela et au dega de ces
concentrations optimales netées | la crofssance est possible mais la biomasse
cellulaire produite est moins importante .

Comme on peut le voir aussi sur ces courbes de croissance obtenues par des
concentrations croissantes de Vhydrocarbure aromatique que malgrés 1a tolérence
de concentrations élevées par ces deux souches de Pecudomonas , plus celle -ci
s'eléve . plus la phase de latence augmente et plus la courbe de croissance

s infléchit révélant une diminution du taux de croissance maximum et de la
biomasse. . .
Done malgrés une durée plus longue de croissance en présence de concentrations
plus ¢levées .les niveaux de biomasses finales obtenues diminuent
progresyivement. '

Cette croissance refativement limitée est due au phénoméne d’itthibilion par le
substrats qui s¢ trouve a de fortes concentrations et peut étre aussi du a
accumulation de composés toxiques produits du métabolisme qui seront
inhibiteurs d’enzymes intervenant dans des ¢tapes ultérieures de fa chaine du
catabolisme dex substratz, dans notre cas il va accumulation des acides .cela est
constaté par une Iégere diminution du pH jusqu® a pH'= 6.2 surtout a "arrét de la
Croissance . '

Malgré cela la dégradation pour toutes fes concentrations est presque compléte ,
puisque la quantité de Uhdrocarbure qui disparait est en général de ordre de
90% ce qui est bien affirmé par analysye chromatographique.
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) Compararxon des resultaly entre fe cenre Preudomonas el le genre Baciffus:

Crenre

l i
| paramétre } Pscudomnas ! Bacillus
i de croissance ! P '
i o |
'vitesse d'agitation ¢t'mn) | 200 [ 130
dtemps d obtention de la | 5
' biomasse maximale(h) i 4.5 f 7-8
taux de biomasze maxima | '
Jtemtbacteries mh_ 1 4.7.010- 158 10° 1.56 . 107-1.89 .107
' seuils de toxicilé maximal '
! {en ®o del’hvdrocarbure) 12-13 i _ 5
N :
l
| concentrations optimales 4-5 0,3
| (en®0 de I"hdrocarbure)

lableau N4 9 : tableau récapitulatif des principales différences de croissance
entre les deux genres de bactéries.

Draprés le tableau précédent on peut bien dire que les souches de Pseudomonas
sont plus performantes sur les hydrearbures aromatiques que la souche de
Bacillus .

Les concentrations optimales présentées par les souches de Pseudomonas sont

assez élevées | cllex sont de {"ordre de 46 ¢t 5% , en les comparant a celle de la

souche de Bacilius circulans qui est de 0. 3%,

Les seuily de toxicité atteints par les souches de Pseudomonas sont beaucoup

plus tmportants (12% et 13% ) que celui atteint par fa souche de .

Bacitlus circulans.

le faux de biomasse finale produtt par les souches de Pseudomonas varie de

4,7, 10" bactéries /iml 4 15.8 . 10 bacterie /ml . trés imporiant par rapport 4

celut attemt par la souche de Bacillus circlans qui varie 1,56 . 107 bacterie /ml ct

1.89. 10 bacteries /ml . -

Donc on peut dire que le taux de biomasse maximal atteint par le genre

Pseudomonis (15,8, 10 bacterie :ml Yest d environ 8 fois

plus élevé que celui atteint par la souche de Bacillus circulans

(1. 89 . 10 bacterie /ml).

Pour le genre Bacillus circulans on peut dire que sa croissance sur les
~hvdrocarbures aromatiques est trés limitée par rapport a celle du genre

Pseudomonas cela est du au phénoméne de sporulation des Bacillus en cas de

conditrons défavorables.




VY CONCLUSION:

Nous avons suivi la croissance sur des substrats aromatiques tels que le tolueéne
ct le Benzéne de trois (3) ¢speces :Pseudomonas facilis, Pseudomonas
saccharophila et Bacillus circulans of noux avons comparé leur pouvoir de
dégradation.

I ressort de cette étude que:

- les souches appartenant au genre Pseudomonas sont plus performantes avec des
taux de croissance alfant de 1.03 K 4 1,66 h'! comparés & ceux de la souche de
Bacillug circulans qut varient entre 0.200 h ' et 0,345 Wl

- au sein méme de ce genre de Pseudomonas les deux ¢éspéces se comportent
différemment car Pyeudomonas fac; 1 semble plus performante que
Pseudomonas saccharophila . en effet fes taux de croissance pour Preudomonas
facilis varient entre 1.20 7 of 1.66 h "' alors qQue ceux des Pseudomonas
saccharophila varient entre 1.03 b of 1.50ht.

Aussi ces souches de Pseudomonas ront plus performantes sur le Benzéne que’
sur fe loluéne car pour chaque concentration étudiée dang le cas des deux
romaliques . e taux de croissance maximum obtenu sur fe Benzéne est supérieur
a celui obtenu sur la méme concentration du Toluéne .

En général . pour une souche pure la croissance peut étre limitée A cause de
Faccumulation de procuits du métaboligme qui sont des inhibiteurs d’enzymes
itervenunt dany |y bredégradation . En plus dans la nature . les hydrocarbures s¢
trouvent xoux forme d'un mélange par exemple le pétrole brut, d ot la nécessité
dufiliser des cultures mintes . '

Enfin . on peut conclure qu’en terme de dépollution de I"environnement ,Ja
biodégradation est devenue un out;l nécessaire surtout en milieu marin en cas de
marces noires. d’ol {"obligation de la compléter par des études d’optimisation ¢n
présence de culture mixte : elle peut aussi avoir un intéret pour la biodégradation
des produifs toxiques,
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ANNEXES

Etude de la croissance de Pseudomonas facilis sur fe Benzene.

! tCh) ! 1 2
| DO X 0.100 0.280
' X 2,5.107 7.107
(bact.‘'ml)
. log X 7.39 7.84 ]
tab20a.: Benzéne 4) 3 %
t(h) 1 2 3
DO 0,048 0144 0,448
x(bacb’ml)~ ],2107 3,6.101 1 112.107
log X 7,07 7.55 8,04
tabloc Beﬂzéne a 4%
) r
e o

Vo -

t (h) I 2 ]
DO _0.089 0.230
X (bactinl) 2.225.10 5.750.108 f
log X 7,34 776 ]
1abab: Benzéne a 2 %%
th)1 I 2 3 )
DO 0,028 0.072 0210 | 0632
X 0.7.10" | 1,824.107 [ 5,264.107 | 15.8.107
(bact/mml) I~ ‘
log X 6,84 727 7,73 8.19
tahgod.: Benzéne & 59
1Y
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- cnom

t (h) 2 | 3 4 i 5 ]
DO 0.040 0.073 0,212 [ 0.610 |
x(bactml) | 1.107 1.827.10’ 53100 0 1825007
log X 1 7 7.27 7.72 8.18 ;
iab 20e: Benzénc A 6%
t (h) ! 2 4 5 6
i DO 0.032 0.091 0.236 0.620
x (bactml) 0.8.10 2,299.10° 5,905.10° 15,5.107
log X 6.90 7.37 7.78 8,19
l.abinj’: Benzénc a 7%
t (h)_ 2 4 3 6 7
DO 0,024 0,068 0,103 0,247 0,610
X (bact/mi) 0.6.10’ 1,7.107 2.58.10° 6,183.10° 15.25.107
log X 6,77 7.23 C7.42 7.80 8,18
tab%y: Benzéne 3% 7

'



ETUDE DE LA CROISSANCE DE PSEUDOMONAS SACCHAROPHILA SUR LE BENZENE:

t(h) 1 2 t (h) 1 3 tth) 1 2 3
) 0,068 0,150 DO 1 0,090 0,250 DO 0,044 0,140 0,428
X i X ) X ] |
tbactiinl) | 1,7.10° | 4510 (bactml) | 2.25.10° | 6.25.107 | [(bactml)| 1,10.10° | .3.510" | 16.7.10 .
log ™ 7.23 1.65 tog X 7.35 7.7 | [_log XN 7.05 7.54 8.02 |
tabZ4 a Benzéne a 2% tah?1b: Benzéne 2 3% tab21c: Benzéue a 4%
t(h) I 2 3 4 1 [umt [ 2 4 5 6
DO 0,036 0,071 0,195 0.352 DO 0,044 0.074 0,210 0,590
x(bactml) | 0.9.107 | 1,8.107 [4,875.10'|13.8.10" | [(bactml)| 1.107 |1,869.10'|5.25.107 | 14,75.10
log X 6.95 v 7.25 7.68 8.13 fog X 7 7.28 7.72 8.16
tab24d: Benzéne 4 5% ' tab24e Benzéne 4 6%
t(h) 2 4 5 6 tth)l 2 4 5 6 "7
DO 0,028 0,089 0,230 0,560 - DO | 0,012 | 0,072 --| 0,126 0,258 0.540
X
®(bact/ml) | 0,7.107 | 2,247.107 | 5,771.107| 1400’ (oact/ml) | 0,3.107 | 1,8.107 { 3.173.10" | 6,474.10" | 13,510
" log X 6.85 7.36 797 714 logX | 6.47 .25 7.51 7.82 8.13
tabziof:Benzénc 47% tab!‘l?:Bcnzéne a 8%
. ¥
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ETUDE DE LA CROISSANCE DE PSEUDOMONAS FACILIS SUR LE TOLUENE

| thy TTTv I O LY T O A T I TV R O - D
[__.__'?S‘_ 0,070 0180 ' | Do IR ALY 0,450 | ) _;__‘E)_iL_‘___,“i:‘_t‘__m _9. 0

X ORI T S N5 S FVLAN 55 YR O . :
| (bact ml) | Clteactmly 4 Uitbactmdy] 1,05210 34100 | 10,7510 |
| deeX [ 7.2 1 165 [ degN 73S G779 G ideex 703 7si_|” 503

1abd2a: toluene a 2% 11b22b: 1olucne a 3% 1ab39 ¢ toluenc & 1%,

L 2 3 A4 piumtoy -2 3 4 S5
L DO 0036 0066 0.200 | 0.570 [ DO L 0.032 0,083 0.210 ).530
S _1_____.._-.____,_ - I N 7’1‘ 2097007 52510 13.75.107

N '7l'a|i>

M4
ATRE
!
i

 xtbactm)) 10.9.-1 0'11.666.10"7 11L2107 F 2510 | | (bactul) | |
! i ! 7 i
1 | | ; 1

‘.-. o —— — e s w e v m—pame _m— ,- - e e . — ] h——_LA: .—a,.—.__.-k Cm e mmmn am o e §oar o - - "‘.- - ——— - - _-1

| _logN [ 693 i 723 1 769 | 815 | [ logX | 690 _; 733 . 772 |  ®13_
“1ab224: tolucm.a")“ tab 22e: toluéne a 6%

L4 2 4 T s 6 1 [ _uhn S T
DO 0,019 0,087 0,215 0,510 DO 0004 | 0048 ;i 0094 |~ 0,215 0.510

- . X o.l0T 12107 T 235310 | 8373107 | 1275107
x(bact/ml) | 0,475.10" | 2.175.107 | 5,386.107 13,5107 | | (bact/ml) B

log X 667 7.33 7.74 513 g X 6 708|738 774 8.10

tabi?.j: toluéne a 7% i.abiijz toluéne 4 8% T

e e T - - e g v e e - . R R
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ETUDE DE LA CROISSANCE DE PSEUDOMONAS SACCHAROPHILA SUR LE TOLUENE:

tih) ] 2 t th) 1 2 t(h) 1 2 3 1
DO 0,070 0,160 DO 0,087 0.205 DO 0,044 | 0130 0,377
N X _ _ X .
ibaetfmby | 1,751,107 | 400 (bact/mb) | 2.175.10" | 5125107 | | tbactmi) | 1.10.107 | 3.25.107 | 9.425.10°
L log X - 7.24 7.60 log X 7.33 7.710 leg N 7,05 7.51 7.97
ab23 a :1toluéne a 2% tab23b: toluénc & 3% 28 ¢ 1ab :toluéne a 1%
 t(h) ! 2 3 1 t(h)] 2 4 5 6
__ DO 0.040 0.068 0,195 0.550 1)O 0.032 0,096 0,220 0.530
hN
xbactml) | 1.107 |, 1,6.10" } 4,875.10" [ 13,75.107 | |(bactml)[0,8.107} 2.4.107 | 5,511.107 | 13.25.10"-
log X 7 723 7,68 8.13 loeX | 690 | 7.38 7.75 8,12
tab23 toluéne & 5% tab23e: toluéne 4 6%
tch) 2 4 5 6 t(h)l 4 " 5 6 7
DO 0,020 0,096 0,215 0,480 DO | 0,008 | 0,048 0.082 0,185 0,400
X 10107
x(bactind) { 0,510 | 2410 |5375107] 1210’ (bact/ml) [ 0,2.107 | 1,2107 | 205107 | 4,625.10
log X 6,69 7.38 7.73 8,08 log X | 6,30 7,08 7,32 7.66 3,00
tabzaf tofuéne 2 7% tab-‘B; toluéne 4 8%

*r
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ETUDE DE LA CROISSANCE DE L'ESPECE BACILLUS CIRCULANS SUR LI TOLUENE:

t (h) 2 4 6 7 8
DO 0,035 0.075 0,112 0.126 0.126 °
| x(bactmd) | 03.25.10° 1.125.10’ 1.68.10 1.89.10° 1.89.10°
logN | 6.72 7.03 7.22 727 7.27
1ab3 4w toluéne & 0.3%%
[t ] 2 T 6 1 8
PO 0,032 0.06-1 0,106 0.121 0,121
x (bact'ml) 0,48.107 0.96.10" 1,59.10’ 1,815.10° 1.815.10’
log X 0,68 6.98 7.20 7.26 7,26
tab3%h toluéne & 0.4% .
t (h) 2 4 6 7 8 9
DO 0,029 0,059 0,087 0,098 0,104 0,104
X (bact/ml) 0,435.10° 0,885.10’ 1,305.10" 1,47.10’ 1,56.10° 1,56.10’
fog X 6,63 6,94 7,11 7,16 7,19 7,19

tabZ4¢: toluéne 3 0.5%
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N o1 | 02| 03
! Substrat

TABLEAUN® : CONVERTISSANT LES CONCENTRATIONS DE POURCENTAGE VOL, UMIQUES A DES

CPNCENTRATIONS MASSIQUES
(GRANMMES/ LITRE).

"'d.t 105 | o6 ] 07 “o8 o9 2

(Benzene | 0.879 | 1756 | 2632 | 3506 | 4378 | 5,248 | 6.117 6984 7.849 8712  17.25
Tolwene - | 0.866 | 1.730 | 2593 [ 3.454 | 1.313 [ 5.170 | 6.026 6,880 7733 8.589 17.000
Tableaun :2 5 a

% | 3 4 s 6 7 8 9 10 ¥ 12 13
Substra ,
Benzéne | 25,63 [33,846[41,904]49.811 57,570 65.185] 72.660 80,000 | 87,307 | 94,285 | 101,230
Toluéne  ~]25,252]33.346]41,285]49.075[ 56,719 64.222] 71,5871 78,818 [ 85,918 1 92,897 | 99.743

-

Tableau n° : 25|
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Figure N 04 : Courbe d’'etalonnage de la souche bacillus circulans

sur le foluene
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Mihieux de culture :

] - Milieu de culture pour le cenre Pseudomonas :

C’est le milicu de Palieroni Doudorofl (1972) :
- Solution tampon 0.33 molaire Na -k pH=6.38:

0.33 molaire de Na; HPO4 + 0.33M molaire de KH; PO,.

- NH.Cl = 2g

- Mg 80.. TH-0 = 0.5g
-Cacl;: 0.05

- Hé Op 1 1000md

pH agusté a 7 .

2- Milieu de culture pour le senre Bactllus:

- KH; PO, : 0.25¢g
- K;]I PO, : ]g
- Extrait de levure - 1g
- (NH.); §SO4 - 2
- Nacl110% .....0.05 ml dans 100 mi du milicu
-Cacl; 8 10% .....0.05 ml dans 100 ml du milicu
- Mg80, 4 10%.....0.5ml dany 100 ml du milieu
- (H;00D = 1000 ml '

pH ajusté a 7

Les milicux sont stérilisés dans un autoclave 4 120°C pendant 20 minutes, les

sels siérilisés séparément pour éviter los réactions de brunissement el de

précipitation et sont ajoutés aux milieux stérilement de maniére A préparer un litre

d’un milicu spécifique pour la croissance d'un genré de microorganisme.
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