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Introduction générale

Introduction

De nos jours, notre environnement est devenu toxique ; I’air que nous respirons, les
aliments que nous ingérons, I’eau que nous buvons ... indispensables a la vie, sont devenus
vecteurs de substances chimiques dangereuses.

Le pétrole, premiere source d’énergie, a connu une progression ininterrompue de son
extraction pendant plus d’un siecle. Cette croissance exponentielle de I’utilisation des produits
pétroliers, a multiplié les risques de contaminations du milieu naturel. En effet, toute rupture de
charge au cours du transport, de la production ou de I'utilisation des hydrocarbures est
génératrice de contaminations qui peuvent influencer I'équilibre écologique et parfois méme,
entrainer la destruction d'un écosysteme entier (Rouiidi, 2014).

En Algérie, le développement économique s’est accompagné par une consommation
croissante des ressources naturelles génerant des déchets et résidus qui ont provoqué une
accélération de la dégradation de ’environnement. Les niveaux de dégradation atteints sont
particulierement préoccupants : pollution de I’air, du sol, de 1’eau et de I’environnement d’une
maniére générale (Bellabas et al., 2016)

La pollution des sols est le résultat des activités miniéres et d’industries lourdes, comme
I’industrie pétroliére ou I’industrie chimique. Les polluants sont majoritairement des composés
organiques (hydrocarbures) et des métaux lourds (Benchouk, 2017).

La dépollution des sols contaminés se fait par de nombreuses méthodes en fonction de
la toxicité du polluant et du risque qu’il représente. De nouvelles technologies sont en
développement. Les techniques de traitement thermiques et physico-chimiques sont les plus
répandues mais elles ont leurs limites du fait de leurs codts ou de leurs impacts secondaires sur
I'environnement, La voie biologique (bioremédiation) est en plein essor et suscite de tres
nombreux travaux de par le monde. Elle fait appel, entre autres, aux micro-organismes pour
réduire la toxicité des matieres organiques a risques ou pour les transformer en matieres non
toxiques (Guitoun, 2013).

La phytoremédiation, technologie verte, peut s’avérer une solution prometteuse au
probleme posé par la décontamination des sols pollués par des hydrocarbures. Elle consiste a
évaluer la capacité des plantes a éliminer et/ou atténuer la contamination des sols par les
hydrocarbures (Shirdam et al., 2008).

C’est une technologie en voie de développement, elle suscite 1’intérét de nombreux laboratoires

de recherche a travers le monde. Dans ce contexte, nous avons choisi des espéces de
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légumineuses, pour mener un traitement de sols pollués avec les hydrocarbures au laboratoire,
ce choix est fait en se référant aux travaux déja entrepris dans le cas de sols contaminés par les

essences et le pétrole (Henner, 2000).

Les objectifs de la présente étude consistent, d’une part, en une étude de quelques propriétés
physicochimiques de deux sols (contaminé par le pétrole a 5 % et non contaminé) cultivés par

des légumineuses qui sont la luzerne, le haricot et la feve.

D’autre part, nous avons réalisé une étude biologique des mémes sols consistant en un
dénombrement des bactéries et un denombrement et identification des champignons a travers

une comparaison entre les deux sols.
Le présent travail est scindé en trois chapitres :

Le premier chapitre présente le cadre général de 1’étude notamment des rappels
bibliographiques sur le sol, la pollution par les hydrocarbures et les différentes techniques de

décontamination et aussi le rle des microorganismes.

Le deuxieme chapitre est une présentation du materiel végétal et la méthodologie adaptée pour

la réalisation des analyses physico-chimiques et microbiologiques.

Le troisieme chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus, leur interprétation et

les discussions éventuelles.

Nous terminons notre travail par une conclusion générale et quelques perspectives de

recherches.
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Chapitre | : Synthése bibliographique.

Introduction
La pollution des sols résulte des conséquences cumulées de diverses activités humaines, tant
industrielles qu'agricoles et urbaines. Cette contamination a des conséquences environnementales,
sanitaires et socio-économiques préoccupantes (Noumeur, 2008).
1. Définition du sol
Un sol est une pellicule d'altération recouvrant une roche. Il prend naissance a partir de la
roche mére puis il évolue sous l'action des facteurs du milieu (Jouanin, 2004). Les proportions

des principaux composants su sol sont montrés dans la figure suivante :

Matiére
organique
1-10%
Air
10-25%
Matiére
minérale
40-60%

Figure 1 : Proportion des principaux composants du sol (Mazziotti, 2017)

1.2. Constituants du sol

1.2.1. Fraction ou phase solide
Elle comprend des constituants minéraux qui sont classes selon la grosseur ou la composition

minérale et des constituants organiques qui sont des débris végétaux et animaux (Soltner, 2011).
1.2.2. Fraction ou phase liquide

Elle est composée d’eau dans laquelle sont dissoutes des substances solubles provenant de

I’altération des roches et de la décomposition des matieres organiques (Soltner, 2011).
1.2.3. Fraction ou phase gazeuse

Elle est appelée aussi ’atmosphere du sol est composée de gaz que ’on trouve dans 1’air

(oxygéne, azote et gaz carbonique) (Soltner, 2011).
1.3. Propriétés du sol

1.3.1. Propriétés physiques
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1.3.1.1. Structure du sol

C’est le mode d’assemblage des particules. Elle détermine la répartition, dans 1’espace, de
la matiére solide et des vides (Duchaufour, 2001). Divers types de structures sont distingués a
la vue et au toucher : structure élémentaire (les terres sableuses), structure fragmentaire
(structure des meilleures terres de culture) et structure compacte ou massive (ou aucun vide

n’existe entre les particules qui forment un bloc) (Koller, 2009).
1.3.1.2. Texture du sol

La texture du sol est sa teneur centésimale en sable grossier et fin, en limon, en argile, en
humus et en calcaire (Soltner, 2011). Elle précise la proportion des divers éléments physiques
du sol (Koller, 2009).

1.3.1.3. Porosité du sol

C’est le volume des vides. Ces derniers sont occupés par I’air ou par ’eau, exprimés en
pourcentage du volume total. La porosité conditionne les capacités d'écoulement et de rétention
d’un substrat (Duchaufour, 2001).

1.3.1.4. Perméabilité du sol

D’apres Jouannin (2004), la perméabilité du sol désigne 1’aptitude d’un milieu a se laisser

traverser par I’eau, sous I’action d’un gradient hydraulique.

1.3.2. Propriétés chimiques
1.3.2.1. Potentiel d’hydrogéne (pH)

L’acidité du sol est définie par la concentration des ions H. Le pH exprime I’acidité
actuelle qui est le cologarithme de la concentration en ions H de la solution du sol et permet de

définir 1’état du complexe absorbant et le taux de saturation (Duchaufour, 2001).
1.3.2.2. Conductivité électrique

Selon Clement (2009), la conductivité électrique d’une solution du sol est un indice des
teneurs en sels solubles dans ce sol. Elle exprime la concentration des solutés ionisables

présents dans I’échantillon c'est-a-dire le degré de salinité.
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1.3.2.3. Matiere organique

La matiére organique est une source importante d’éléments nutritifs pour les plantes. Sa
teneur totale dans le sol renseigne sur sa potentialité fertilisante. Le sol devient instable en son
absence car elle joue un role important dans la formation des agrégats (Clement, 2009).

1.3.2.4. Calcaire total

Selon Es-skalli (2015), la détermination du carbonate de chaux total permet une
classification des sols en différentes catégories : sols non calcaire, calcaires, franchement
calcaires. L’évaluation du pourcentage de CaCOs3, par la mesure volumétrique du CO> dégagé
a une température et une pression donnée, permet le calcul du pourcentage de CaCO3 selon la
réaction suivante : CaCO3 +2HCI — CaCl> + H .0 + CO>

1.3.3. Propriétés biologiques

D’apres Chantigny (2005), la population microbienne du sol constitue le maillon final de
la chaine trophique du sol par laquelle transite le carbone et les éléments nutritifs des matiéres
organiques avant de redevenir disponible pour les plantes. Elle remplit donc une fonction
essentielle et obligatoire dans le recyclage des matiéres organiques retournées au sol. C’est une
réserve a court terme pour les plantes parce qu’elle contient une certaine quantité d’éléments
nutritifs dans sa biomasse. Les microorganismes du sol sont largement hétérotrophes et pour se

multiplier, ils dépendent d’une source de matie¢re organique

I1. Pollution du sol par les hydrocarbures
Dans les zones d’exploitation pétroliére, le sol fait souvent I’objet de contamination par
les hydrocarbures (Boufiane, 2015). Les hydrocarbures sont des substances constituées de
carbone et d’hydrogeéne (Martinelli, 1999). IIs possédent une formule brute de type CnHm, ou
n et m sont 2 entiers naturels (Pimsee, 2014). Ces derniers se subdivisent en catégories : les
hydrocarbures aliphatiques, les hydrocarbures aromatiques polycycliques et les hydrocarbures

alicycliques (Rocher, 2004).
I1.1. Hydrocarbures aliphatiques

La famille des hydrocarbures aliphatiques est constituée de composés saturés et non
saturés. Les hydrocarbures saturés, appelés alcanes, sont caractérisés par la présence de liaisons
simples entre les atomes de carbone. Ils forment deux grands groupes : les hydrocarbures a

chaine ouverte et les cyclanes dont la chaine est fermée. Les hydrocarbures non saturés sont de

5
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deux types, les alceénes et les alcynes, caractérisés respectivement par la présence d’une double

et d’une triple liaison entre deux atomes de carbone (Militon, 2007).
11.2. Hydrocarbures aromatiques

Les hydrocarbures aromatiques sont des polluants organiques persistants, aux origines
multiples et qui ont un caractére ubiquiste dans 1’environnement. Ils ont une faible solubilité
(Denys, 2014). Plusieurs familles d'hydrocarbures aromatiques sont présentes dans les pétroles
bruts. Ces composés sont dominés par des composés mono-, di- et tri-aromatiques. En général,
les hydrocarbures aromatiques sont moins abondants que les alcanes et ne représentent que 10
a 30 % des hydrocarbures totaux d'un brut pétrolier (Soltani, 2004).

11.3. Hydrocarbures alicycliques et cycliques

Les hydrocarbures alicycliques peuvent également étre saturés ou posséder une ou
plusieurs doubles liaisons. Cependant, la structure cyclique est incompatible avec les triples
liaisons du fait de leur géométrie linéaire, a moins que la molécule ne contienne un minimum
de 8 carbones (cyclines). 1l existe aussi des hydrocarbures bi- voir tricycliques (Pimsee, 2014).

I1.4. Origines des hydrocarbures

La pollution par les hydrocarbures est due a des rejets, volontaires ou non, des produits
pétroliers. Les hydrocarbures sont considérés comme étant des polluants a la fois organiques et
chimiques (Koller, 2009).

Les hydrocarbures fossiles proviennent de la décomposition d'une grande quantité de matiére
organique coincée entre deux couches sédimentaires et les hydrocarbures actuels sont produits
par des bactéries décomposant la matiére organique (Djerbaoui, 2011). Les rejets industriels
sont les sources d’hydrocarbures pétroliers pyrolytiques (Soltani, 2004).

11.5. Devenir des hydrocarbures dans le sol

Le sol est un milieu complexe et dynamique ou les trois phases solide, liquide et gazeuse
interagissent. Ce sont les échanges entre ces trois phases qui gouvernent la répartition des
polluants, Les processus mis en jeu peuvent étre classés en différentes catégories selon qu’ils
contribuent & la rétention des polluants dans la phase solide du sol, a leur transfert vers d’autres
milieux ou a leur transformation (Pagotto, 1999).

e Volatilisation
Elle débute aprés un déversement d’hydrocarbures, et correspond au transfert des

composés volatils plus légers vers 1’atmosphére (Neff et al., 2000). Cette évaporation dépend
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des conditions météorologiques. En général, plus la vitesse du vent et la température ambiante

sont élevées, plus I’évaporation est rapide (Asia, 2012 in Rouidi, 2014).

e Emulsification
L’émulsification est un processus d’incorporation de gouttelettes d’eau dans les
hydrocarbures pétroliers. Ceci augmente le volume du produit déversé et modifie certaines
propriétés physiques des hydrocarbures (la densité et la viscosité) (Gruyer et al., 2015).
e Transformation
Il peut s’agir d’un phénomeéne biologique lorsqu’elle fait intervenir la matiére vivante ou
non biologique (hydrolyse, oxydation et réaction photochimique) (Ali Ahmed, 2011).
- Biodégradation
Les hydrocarbures peuvent étre biodégradés par les microorganismes dans la colonne d’eau
ou les sédiments. IIs sont utilisés par ces derniers comme source de carbone pour produire de
I’énergie. La biodégradation microbienne compléte des hydrocarbures produits du dioxyde de
carbone, de I’eau, de petits alcanes et des hydrocarbures cycliques (Gruyer et al., 2015).
e Sorption :
Le processus de sorption sur un matériau poreux de type sol comprend 1’adsorption (processus
par lesquelles un soluté est li¢ a la surface d’un solide), la chimisorption (soluté incorporé sur
le sol par réactions chimique), 1’absorption (particules poreuse permettent au soluté, sa diffusion
intra particulaire) (Jouanin, 2004).
e Solubilisation
Un hydrocarbure est d’autant plus soluble que sa masse moléculaire est faible et que sa polarité
est elevée. Il est important de noter que ces hydrocarbures solubles sont parmi les plus
dangereux pour I’environnement, ils sont difficiles a éliminer est sont adsorbés par la faune et
la flore du sol (Soltani, 2004).
I1.6. Impacts des hydrocarbures sur I’environnement
Les risques causeés par ces polluants organiques dans les milieux souterrains concernent,
en premier, la qualité des eaux souterraines qui deviennent impropres pour certaines utilisations
(Soltani, 2004).
Les sols contamineés par les hydrocarbures présentent un danger lors d’un contact direct avec
I’Homme ou I’animal, ou lors de leur transfert dans la chaine alimentaire. C’est le phénomene
de bioaccumulation, avec le piégeage par les végétaux et les animaux des polluants jusqu’a des

teneurs atteignant les seuils de toxicité (Soltani, 2004).
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Au niveau de la phase gazeuse du sol, les risques sont réels avec la présence de substances
volatiles : émanations toxiques, incendies et explosions avec des produits inflammables et
explosifs en atmosphére confinée (Scriben, 1999 in Bekenniche, 2014).
11.7. Effet phytotoxique des hydrocarbures

Les hydrocarbures semblent pouvoir, dans certains cas, exercer une action de type
hormonale sur la croissance et le développement des veégétaux supérieurs et, dans d'autres cas,
inhiber ces phénomeénes (Henner, 2000).
La photo induction des hydrocarbures conduit dans tous les cas a la production de nombreuses
molécules polaires trés réactives, plus toxiques que les molécules méres.
Les effets de phytotoxicité constatés au niveau des feuilles et des racines sont divers : chloroses,
inhibition de I'élongation et de la croissance racinaire, inhibition de la photosynthése et la
production d'assimilat (Henner, 2000).

I1l.  Méthodes de remédiation des sols contamines par les hydrocarbures

La décontamination des sites pollués est, aujourd’hui, devenue une nécessité croissante.
Les zones contaminées sont vouées a étre requalifiées. De plus, la diversite des polluants et
donc leurs propriétés physico-chimiques accentuent la difficulté de cette décontamination,

Plusieurs voies d’¢limination des hydrocarbures polluants le sol sont étudi¢es (Gaudu, 2014).
I11.1. Traitement thermique

Ce traitement s’aveére une option intéressante pour les matériaux d’excavation et les
résidus fortement contaminées par des contaminants organiques. Les procédés thermiques sont

souvent coliteux, mais ils sont tres efficaces, tant pour I’extraction que I’élimination (Koller,

2009).
I11.2. Traitement physique

Il consiste a utiliser des fluides (eau ou gaz) ou de la chaleur pour traiter la pollution. Les
fluides, présents dans le sol ou injectés, sont utilisés comme vecteur pour transporter la pollution
vers des points d’extraction afin de la traiter par des procédées chimiques ou biologiques, ou
pour I'immobiliser. La chaleur, quand a elle, est utilisée afin de volatiliser le polluant, le

détruire, I’isoler ou le rendre inerte (Koller, 2009).
111.3. Traitement chimique

Les techniques chimiques ont pour but de détruire les polluants ou les transformer sous

une forme moins nocive pour I’environnement (Amiri, 2013). Elles consistent a utiliser, selon

8
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les propriétés chimiques des polluants, des réactions appropriées afin de les inerter (sorption),
les détruire (oxydation) ou les séparer du milieu pollué (surfactant) (Mazzioti ,2017).

I11.4. Traitement biologique

Le traitement biologique vise la dégradation de la matiére organique essentiellement par
I’activité des bactéries déja présentes dans le sol ou encore par des bactéries spécialement

cultivées et I’optimisation de leurs conditions de prolifération (Koller, 2009).
111.4.1. Phytoremédiation

La phytoremédiation est une biotechnique végétale basée sur la capacité des plantes a
extraire ou a bloquer les polluants. Elle offre une réelle alternative, aussi bien écologique que
paysagere et financiére face aux techniques de dépollution traditionnelles pour aider a la
réhabilitation des terrains contaminés (Origo, 2012).

111.4.1.1. Exemples de plantes utilisées en phytoremediation.

Plusieurs especes vegétales sont de bonnes candidates dans les protocoles de
phytoremedation. Parmi ces especes, citons le tournesol, la moutarde, la luzerne, le ricin et le
mais. En plus de leurs efficacités a accumuler les polluants, ces plantes sont tres tolérantes aux
contaminants et elles ont la capacité de s’établir dans des sols pollués, comme elles produisent

des quantités appréciables de biomasse (Beauchamp, 2017).
111.4.1.2. Techniques de phytoremédiation

D’apres Hénault-Ethier (2016), la phytoremeédiation recouvre différents procedés (figure 02) ;

e Phytoextraction

e Phytodégradation et la rhizodégradation
e Phytostabilisation

e Phytovolatilisation

e Rhizofiltration

Les différentes méthodes de phytoremédiation sont schématisées dans la figure suivante :
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Figure 2 : Différentes techniques de phytoremédiation (Sourzat, 2016)
111.4.2. Bioremédiation

La bioremeédiation est une option qui permet de détruire ou de rendre moins toxique le
polluant, en utilisant des activités biologiques naturelles. Ce procéde consiste a activer la capacité
naturelle que possédent de nombreux organismes indigenes ou exogenes (bactérie, micro algue

et champignon), a degrader les polluants en composés inertes (Abdelly, 2007).
111.4.2.1. Techniques de bioremediation

e Land-farming (épandage)
Il est utilisé pour le traitement des déchets pétroliers et il se base sur I’activité dépolluante
de la microflore. Cette technique est efficace mais lente. Elle présente 1’avantage d’étre

relativement peu onéreuse (Roger, 2000).

e Compostage
C’est un procédé qui met en ceuvre les microorganismes aérobies et thermophiles et qui
est traditionnellement utilis¢ pour dégrader des déchets végétaux issus de 1’agriculture et les
transformer en un produit moins volumineux, riche en éléments nutritifs et qui peuvent étre

réutilisés comme engrais (Roger, 2000).

e Bio augmentation
C’est une méthode de traitement in —Situ, qui consiste & ensemencer les souches
specifiques de microorganismes exogenes dans le sol afin d’optimiser ’activité microbienne

indigene responsable de la biodégradation des polluants organiques (Colombano et al., 2010).
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e Bio stimulation
Cette technique consiste a stimuler 1’activité des populations indigénes par apport de
nutriments et par ajustement des conditions du milieu (potentiel oxydo réduction et d’humidité)
(Abdelly., 2007). Elle consiste a améliorer les processus de biodégradation des polluants
organiques (Martial, 2017)

e Bioventing
C’est une technologie prometteuse qui consiste a stimuler la biodégradation in —situ de
polluants dans les sols en fournissant, en place, a la microflore, I’oxygéne nécessaire. Ce dernier

est apporté par I’injection d’air dans la zone contaminée (Perchet, 2008).
111.4.2.2. Dégradation microbiologique des polluants hydrocarbonés

La dégradation microbienne est un mécanisme naturel et primordial pour dépolluer les
sites contamines par les hydrocarbures pétroliers. Les bactéries et les champignons sont des
médiateurs primaires dans la dégradation des hydrocarbures, ils sont capables de métaboliser
une grande gamme d’hydrocarbures et les transformer partiellement en métabolites ou en les
minéralisant complétement. L’exposition préalable aux hydrocarbures entraine 1’adaptation
(par induction d’enzyme spécifique ou par les changements génétiques) de la communauté

microbienne a les utiliser comme source de carbone et d’énergie (Benchouk, 2017).
111.4.2.2.1. Bacteries

Les bactéries c’est le groupe de microorganismes les plus abondants et les plus actifs du
sol. C’est le groupe le plus étudié. Leurs aptitudes a dégrader les hydrocarbures a été démontrée,
depuis plus de 50 ans. Cette dégradation se fait sur plusieurs étapes afin d’obtenir des
composeées simples servant comme source de carbone (Verdin, 2004). Les bactéries proviennent
des milieux variés et peuvent vivre dans des conditions extrémes : des températures en dessous
de 0°C ou treés élevées, dans des milieux inondés ou en plein désert, en milieu aérobie ou
anaérobie. Les bactéries aérobies connues dans la biodégradation des hydrocarbures,
appartiennent aux germes Pseudomonas, Alcaligenes, Sphingomonas et Mycobacterium
(Abdelly, 2007).

111.4.2.2.2. Champignons

Ils sont aussi capables de dégrader les hydrocarbures (Gaudu, 2004). En général, ils

forment une biomasse aussi importante que celle des bactéries. Leurs activités métaboliques
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sont multiples et fondamentales a I’équilibre écologique du sol, par leurs interactions, avec le
systeme racinaire des plantes, leur aptitude de colonisation et de dégradation des débris
organiques et des composés de structure complexe. De nombreux travaux indiquent la
prédominance les genres Mucor, Trichoderma et Aspergillus (Bousseboua, 2005 in Mezergat,
2014). Les avantages principaux des champignons par apport aux bactéries sont leurs capacités
de se propager dans des sols grace a leurs mycelium et a produire des enzymes extracellulaires
(Verdin, 2004).

111.4.2.2.3. Actinomycétes
Les actinomycetes jouent un role écologique important. lls possédent la capacité de
dégrader des molécules complexes non dégradées par les champignons ou les autres bactéries,
contribuant ainsi a la fertilisation des sols. Les enzymes sont, apres les antibiotiques, les
produits les plus importants secrétés par les actinomyceétes (Sjoeholm, 2001 in Hocinat, 2018).
I11.5. Facteurs physiques et chimiques affectant la biodégradation
e  Structure et texture du sol
Il est important de connaitre la structure et la nature du sol a traiter parce que les bioprocédés
s’appliquent a une grande variété du sol (Djerbaoui, 2011).
e Composition chimique des hydrocarbures
La biodegradabilité du pétrole brut est trés fortement dépendante de leurs compositions.
A une température déterminée, un pétrole Iéger est plus susceptible d’étre biodégradé qu’un
pétrole lourd (Soltani, 2004).
e Facteurs microbiologiques
A cause de la grande solubilité des hydrocarbures a faibles poids moléculaires, ils sont
considérés comme étant toxiques pour les microorganismes. Leur concentration est tres élevée
dans les phases aqueuses (Colin, 2000).
e Facteurs environnementaux
> Effet du pH
Les valeurs extrémes du pH ont des effets négatifs sur la dégradation des hydrocarbures par les
microorganismes. Les bactéries hétérotrophes et les champignons ont une croissance idéale
lorsque le pH est proche de la neutralité (Colwell, 1990 in Djerbaoui, 2011).
> Effet de la salinité
Selon Soltani (2004), les fortes salinités affectent la dégradation des hydrocarbures. Cette
biodégradation est maximale pour une concentration en sels de 0.4 M et elle diminue pour des

valeurs supérieures et inferieures a celle-ci.
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Matériels et Méthodes

Dans le but d’évaluer les effets écotoxicologiques des hydrocarbures sur la microflore du
sol avant et aprés traitement par phytoremédiation, la mise en ceuvre des essais a été réalisée au
niveau des laboratoires de la faculté des sciences biologiques et agronomiques de "'UMMTO.

|. Matériels
1.1. Sol

Pour la réalisation des expériences, des échantillons de sols sont prélevés de I’institut
technologique des moyens agricoles (ITMAS) de Boukhafa (wilaya de Tizi-Ouzou). Ce sol a
une texture limono-argileuse (Amiri, 2013).

1.2. Pétrole

Le pétrole utilisé pour la contamination artificielle du sol de 'ITMA est un pétrole brut
qui provient d’une unité d’exploitation de Hassi Messaoud ; ¢’est un substrat qui consiste en un
mélange de composés aliphatiques et aromatiques.

1.3. Especes végétales

En vue d’évaluer la biodégradation des hydrocarbures, trois especes de légumineuses ont

été utilisées : la luzerne, le haricot et la feve.
Selon Brogard (2016), les legumineuses sont les plantes qui colonisent le mieux les sols imbibés
par le pétrole ; ¢’est pour cela qu’on a opté pour le choix de ces plantes. Les légumineuses ou
Fabacées se caractérisent par leur capacité naturelle a fixer 1’azote de I’atmosphere. Cette
aptitude leur est conférée par les bactéries du genre Rhizobium_vivant en symbiose au niveau

de leurs racines dans des organes appelés nodosités (Dequiedt, 2016).

1.3.1. Luzerne (Medicago sativa L.)
La luzerne (Medicago sativa L.) est une légumineuse fourragere connue pour sa forte

teneur en protéines (Melis et al., 2017).
Cette plante est une dicotylédone. Sa taille varie en moyenne de 30 a 70 cm.
Elle posséde de petites fleurs violettes ou jaunes, groupées en grappes ; ses tiges souterraines
ramifiées lui permettent d’étre une plante vivace. Le systéme racinaire présente une racine
pivotante pouvant descendre a plus de deux metres (Colas, 2012).
o Classification botanigque
D’aprés Quezel et Santa (1962) in (Benlakhadar ,2015) classification botanique de la luzerne

est comme suit :
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Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédones.

Ordre : Rosale

Famille : Fabacées

Genre : Medicago

Espece : Medicagi sativa L.

. Caractéristiques de I’espéce

Selon Melis (2017), la luzerne apprécie les sols profonds et bien drainés et germe a des
températures situées entre 5 et 25°C et un pH compris entre 6 et 7,5. Elle est connue pour son
role dans I’amélioration de la structure du sol, I'augmentation de la fertilité des sols par la
fixation d'azote et la réduction de I'érosion du sol.

1.3.2. Haricot (Phaseolus vulgaris L.)

Le haricot est une plante légumineuse dont les systémes racinaires peuvent atteindre un
metre de profondeur si le sol s’y préte, Les tiges sont grimpantes, peu ramifiées et s’enroulent
autour de leur support. Les feuilles adultes sont pétiolées, alternes, composees, trifoliees, de
couleur verte ou pourpre et les fleurs sont groupées en grappe de 5 a 15 cm. Les fleurs sont de

couleurs variées : blanche, creme, rose, violette (Razanadrakoto, 2005).

o Classification botanigque

La classification du haricot selon Charles (1998) et Chaux et Foury (1994) in

Andriamihadjia (2013) est comme suit :
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Rosales

Famille : Legumineuses

Genre : Phaseolus

Espéce : Phaseolus vulgaris L.
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e Caractéristiques du haricot

Le haricot germe a des températures comprises entre 12 et 35°C. C’est une plante qui a
besoin de la lumiére. Elle préfere les sols légers, profonds et sains légérement acides, ayant un
pH variant de 6 a 6,8 (Razanadrakoto, 2005).

1.3.3. Féve (Vicia faba L.)

La feve Vicia faba L. est une plante annuelle portant une forte touffe de hautes tiges. Ses
feuilles composées sont gris-vert. Ses fleurs blanches sont suivies de grosses gousses vertes
noircissant a maturité, Ces gousses contiennent 4 a 8 graines. Elles sont riches en protéines, en

magnésium, en potassium, en calcium, en vitamines ainsi qu’en fibres (Bentama, 2016).
e Classification

D’apres kolev (1976) in Mezani (2016), la classification systématique de la feve est comme

suit :

Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Rosales

Famille : Fabacées

Genre : Vicia

Espéce : Vicia faba L.

e Caractéristiques
Cette plante méditerranéenne est peu exigeante sur le type de sol, a condition que ce
dernier soit bien ensoleillé et pas trop acide. Son pH optimal se situe aux environs de 6,75. Mais
elle tolere bien les pH compris entre 5,5 et 8. Sa température optimale de croissance se situe
aux environs de 20°C (Foltete, 2010).

15



Chapitre 1l : Matériels et méthodes

1. Méthodes

I1.1. Préparation du sol

Aprés I’échantillonnage sur le terrain, le sol est préalablement séché a température
ambiante. Il est, ensuite, broyé manuellement a l'aide d'un mortier puis tamisé a 2 mm. Ensuite,
il est divisé en deux lots, le premier est contaminé avec du pétrole brut (5%) et le second est

non contaming.
Il .2. Tests de germination

Ce test est réalisé le 07/02/2018. Il consiste & planter un total de 40 graines de luzerne
(petites graines), 10 graines de feve et 10 graines de haricot dans des boites de Pétri contenant

du sol. Le taux de germination est calculé comme suit :

Le pourcentage de germination : (nombre des graines germées /nombre total de graines) *100
I1.3. La mise en place de I’essai
Le semis a éte réalisé pour les trois espéces (luzerne, haricot et feve) le 14/02/2018.
Les trois cultures sont realisées dans des pots en plastique de 15 cm de diamétre et de 13 cm
de hauteur ;
e Trois pots sont cultivés et non contaminés (1 pots pour chaque espéece).
e Neuf pots sont cultivés et contaminés (3 pots pour chagque espece).
e Un pot est contaminé et non cultivé et un autre pot est non cultivé et non contaminé
(sols témoins).

Dans chaque pot cultivé séparément, nous avons placé les graines de feves, de haricot et de
luzerne, Avant la mise en pot du sol, le fond du pot est tapissé par une couche de sable pour
assurer le drainage.

L’arrosage et le suivi des cultures se fait régulierement pendant une durée de deux mois et
15 jours.

11.4. Analyse physico-chimique du sol

Les analyses du sol que nous avons réalisées concernent les parametres physico-chimiques
suivants : potentiel d’hydrogene (pH), conductivité électrique, humidité et matiére organique
(MO). Les analyses sont faites pour les différentes types de sols (cultives et non cultives,

contaminés et non contaminés).
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11.4.1. Potentiel d’hydrogéne (pH)
Nous avons adopté le mode opératoire suivant :

- Peser 10g de I’échantillon tamisé a 2 mm ;

- Ajouter 25ml d’eau distillée, agiter pendant 10 minutes ;

- Laisser au repos pendant 2 heures ;

- Mettre I’¢lectrode dans la solution a analyser puis effectuer la mesure apres la stabilisation

de ’appareil (pH metre).
11.4.2. Conductivité électrique(CE)

Nous avons pesé 10 g de sol, que nous avons placé dans un bécher ; auxquels nous avons
ajouté 50 ml d’cau distillée. Apres une agitation de 2 min, nous avons laissé la solution au
repos pendant 30 min puis nous I’avons filtré. La conductivité électrique est mesurée a I’aide

d’un conductimeétre.
11.4.3. Humidité

Nous avons pesé 15 g de sol tamisé a 2 mm prélever des pots cultivés, les échantillons
sont sechés dans une étuve a 105 °C pendant 24 h apres séchage une deuxiéme peser a été

réaliser.
11.4.4. Matiére organique (MO)

Dans une fiole conique de 250 ml, mettre 0.25 g de I’échantillon, ajouter 10 ml de solution
de bichromate et 15 ml d’acide sulfurique a chaud concentré. Mettre a ébullition modéree
pendant 5 minutes a compter de I’apparition de la premiére goutte de condensation, laisser
refroidir puis transvaser dans un ballon jaugé de 200 ml et laver I’erlenmeyer avec 150 ml d’eau

distillée, compléter au volume.

Apres I’homogénéisation, nous avons prélevé a I’aide d’une pipette, 20 ml de solution, que
nous avons dilué avec 150 ml d’eau distillée puis nous avons ajouté 3 a 4 gouttes de
diphénylamine et 1.5 g de fluorure de sodium en poudre. En fin, nous avons titré en agitant

avec une solution de sel de Mohr a 0.2N.

11.5. Analyse microbiologique du sol
Pour isoler et dénombrer la microflore bactérienne et les champignons a partir des sols
contaminés par le pétrole brut et des sols non contaminés, nous avons utilisé la méthode de

suspension —dilution (Bouderhem, 2011).
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11.5.1. Préparation de la solution mére

Dans un erlenmeyer, nous avons préparé la solution mere en mélangeant 10 g de sol sec
avec 90 millilitres d’eau physiologique stérile. Cette solution est, ensuite, agitée a ’aide d’un
agitateur pendant 20 minutes.
11.5.2. Préparation des suspensions dilutions

Les préparations des suspensions-dilutions consistent a disposer sur un portoir une série
de 6 tubes stérilisés, numeérotés de 1 & 6, et contenant chacun 9 ml d'eau physiologique stérile.
Pipeter 1 ml de la solution mére et le verser dans le tube 1, agiter vigoureusement, c'est la
dilution 10, Transférer 1 ml de cette derniére dans le tube 2 contenant de I'eau physiologique
stérile (9ml), il s'agit de la dilution 102, agiter vigoureusement.
L'opération est répétée pour le restant des tubes en transférant 1ml de solution d'un tube a
l'autre, afin de préparer les dilutions 103, 10, 10, 10, Les suspensions dilutions doivent
étre utilisées aussitot apres leurs préparations (figure 06).

11.5.3. Microflore bactérienne

Pour isoler les bactéries du sol, il suffit de prendre 1 ul de chaque dilution et I’étaler a la
surface d’un milieu de culture gélosé puis ensemencer sur boite de Pétri contenant la gélose
nutritive et incuber pendant 48 heures a 28°C. Le dénombrement apres culture concerne,
évidement les cellules viables de 1’échantillon autrement dit, les cellules capables de croitre, 1l
est basé sur I’aptitude de chaque bactérie, fixée par la solidification du milieu gélosé, a former
une colonie visible a 1’aide d’un compteur de colonies (Austin ,1988 in Bouderhem ,2011).

11.5.4. Champignons

La méthode des suspensions dilutions, mise au point pour I’isolement des bactéries, est
également utilisable pour les champignons.
Les champignons sont cultivés sur un milieu de culture PDA (annexe), et ensemences avec des
suspensions dilutions du sol. 1 pl de chaque dilution (10 & 10°) est disposé sur des boites de
Pétri comprenant le milieu PDA et étalé sur toutes la surface de la boite. Les boites sont incubées
a I’étuve pendant 7 jours a 28°C. Le dénombrement est réalisé a 1’ceil nu.

Le schéma explicatif de la méthode de suspension-dilution est illustré par la figure3.
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10 g d’échantillon de sol + 90 ml d’eau

physiologique stérile.

1ml

L

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

| vl 2 1 K v

e Microflore bactérienne : Incubation a 28°C /48 h puis dénombrement

e Champignons : incubation a 28°C /7 jours puis dénombrement et identification

Figure 03 : Schéma explicatif des protocoles adoptés pour 1’isolement des bactéries et des

champignons a partir des sols contaminés et non contaminés.
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11.6. Analyses statistiques

Les résultats concernant les paramétres physico-chimiques et microbiologiques pour les sols
non contaminés et contamines cultives avec les trois especes de légumineuses ont fait 1I’objet
d’analyse de la variance(ANOVA) et du teste de kruskal-Wallis lorsque la normalité n’est pas
vérifiée. La normalité des données a été vérifiée par le test de Shapiro-Will, avec une p-value
supérieure a 0.05 pour chaque paramétre étudié. Ces analyses ont été réalisees a I’aide du

logiciel R.
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Résultats et discussions

I. Résultats
Avant de faire la culture des trois especes luzerne, haricot et feve, nous avons analysé le
sol de P'ITMA a I’état initial et nous avons fait un test de germination des trois especes. Les

résultats de ces analyses sont présentés dans 1’annexe I.

Les figures ci-dessous, représentent les tests de germination des trois especes étudiées. Nous
avons constaté que les trois espéces de légumineuses ont germé, cela est, en raison de la
disponibilité des conditions favorables (pH, température, humidité ...etc.) qui répondent le

mieux aux exigences de chacune de ces plantes.

A : Haricot B : luzerne C : feve

Figure 4 : Tests de germinations des trois especes vegétales.

La viabilité des graines utilisées pour la culture a été démonter apres le test de germination avec
un pourcentage élevé pour les trois especes (100% pour la féve,90 % pour le haricot et la luzerne
avec un pourcentage de 70%) dans le sol non contaminé (figure 5)
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Figure 5 : Taux de germination des trois espéces
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I.1. Effet des hydrocarbures sur le taux de levée des trois especes végétales

Les résultats de I’analyse du taux de levée des différentes espéces, représentés dans la figure
(6) montrent que le taux de levée des espéces : Medicago sativa, Phaseolus vulgaris et Vicia
faba est bon pour le sol non contaminé par le pétrole brut avec des valeurs respectives de 85,
90 et 95 %. Cependant, dans les sols contaminés par le pétrole brut, le taux de levée est faible
pour la luzerne il est de 35 % et il a diminué jusqu'a atteindre 65% pour le haricot et 75% pour
la feve.
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Figure 6 : taux de levée des trois especes dans les deux sols (contaminé et non contaming)

D’apres les résultats du test de ’ANOVA pour le taux de levée, il y’a une différence tres
hautement significative pour le facteur sol (P =0.0001454) et hautement significative pour le

facteur espece (P=0.0040634) et significative pour I’interaction sol- espece (P=0.0346737).

Le test statistique (annexe I1) a donné 2 groupes homogenes concernant le taux de levée
pour le facteur sol. Dans le groupe a nous retrouvons le sol non contaminé cultivé avec un taux
moyen de levée de 90. Le groupe b englobe le sol contaminé cultivé avec un taux moyen de
levée de 58.33

1.2. Effet des hydrocarbures sur le sol

Afin d’évaluer les effets des hydrocarbures, les analyses suivantes ont été effectuées sur le
sol non contaminé cultivé et le sol contaminé cultivé avec les trois especes (luzerne, haricot et

feve)
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1.2.1. pH du sol cultivé avec les trois espéces de légumineuses

Les résultats de nos analyses montrent que les pH sont alcalins pour les sols hon contaminés
cultivés avec la feve et le haricot avec des valeurs respectives de 8,34 et 8,22 et un pH tres
alcalin pour la luzerne qui est de 8,70 (Figure 7).

Pour les sols contaminés, nous avons remarqué une baisse des valeurs de pH des sols cultivés
avec les trois especes de légumineuse avec des valeurs de 8,09 pour la féve, 8,18 pour le haricot
et 8,22 pour la luzerne. Selon La gamme de pH du sol Gaucher et Soltner 1981 nous classons

ces échantillons dans les sols alcalins.

Pour les sol témoins, ils sont alcalins mais le sol non cultivé non contaminé présente une valeur
de pH de 8.02, supérieure a la valeur du sol contaminé non cultivé qui est de 7,61(figure 7). Ces

deux sols sont aussi légérement alcalins.
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Figure 7 : pH des sols cultivés avec les trois espéces de légumineuses.

D’apres les résultats traités par ’ANOVA pour le pH, il y’a une différence trés hautement

significative pour le facteur sol (p =0.0001847).

Le test de Newman et Keuls (annexe I1) a donné 4 groupes homogenes concernant le pH. Pour
le facteur sol, le groupe a renferme le sol non contaminé cultivé avec un pH de 8.425000. Dans
le groupe a-b, nous avons le sol contaminé cultivé avec un pH moyen de 8.168333. Le groupe
b correspond au sol non contaminé non cultivé avec un pH moyen de 8.025000. En fin, le

groupe c regroupe le sol contaminé non cultivé avec un pH moyen de 7.610000.
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1.2.2. Matiere organique des sols cultivés par les trois espéces
Les résultats obtenus (figure 8) montrent que la matiére organique des sols non contaminés
cultivés est inférieure a celle des sols contaminés cultivés avec les trois especes végétales.

Ainsi :

e Pour la feve le taux de la matiére organique est de 0.15 % dans le sol non contaminé et
0.5 % dans le sol contaminé.

e Pour le haricot, il est de 0.13 % dans le sol non contaminé et 0.55 % dans le sol contaminé.

e Pour la luzerne, il est de 0.24 % dans le sol non contaminé et 0.37% dans le sol contaminé.

Les résultats obtenus montrent aussi que les pourcentages de la matiere organique dans les sols

témoins (sols contaminés non cultivé et sol non contaminé non cultivé) sont respectivement de

0.41 et 0.24 %. Toutes les valeurs obtenues sont inférieures a 1 donc d’apres la classification

de Soltner (1981), les sols sont extrémement faibles en matiére organique.
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Figure 8 : Taux de la matiere organique des trois espéces dans le sol contaminé et non
contamine.

D’apres les résultats traités par I’ANOV A pour la mati¢re organique, il y’a une différence tres

hautement significative pour le facteur sol (P=5.944e-05).

Le test de Newman et Keuls (annexe 1) concernant la matiére organique pour le facteur sol a
donné 2 groupes homogeénes. Le groupe a représenté le sol contaminé cultivé avec un taux
moyen de matiére organique de 0.47 et le sol contaminé non cultivé avec un taux moyen de
matiére organique de 0.41. Le groupe b renferme le sol non contaminé non cultivé avec un taux
moyen de matiére organique de 0.245 et le sol non contaminé cultivé avec un taux moyen de

matiére organique de 0.17.
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1.2.3. Conductivité électrique

Les resultats de la conductivité electrique des sols non contaminés et contaminés cultivés

avec les especes de legumineuses sont illustrés par la figure 9 :

Pour les sols contaminés cultivés avec la luzerne, la féve et le haricot, les valeurs de la
conductivité électrique sont respectivement de 0.49,0.52et 0.42uS. Selon 1’échelle de salinité

du sol (USSL, 1981), ces trois sols ne sont pas salés.

Pour les sols non contaminés cultivés avec les trois especes les valeurs de la conductivité
électrique sont de 0.60 S pour la luzerne, 1.10 us pour la féve et de 0.44 uS pour le haricot,

ils sont peu salés selon 1’échelle de salinité du sol (USSL, 1981).

Les résultats obtenus (figure 9) montrent que les valeurs de la conductivité électrique du sol
non contaminé et non cultivé sont de 0.95 uS et de 0,5 puS pour le sol contaminé non cultivé.
Selon 1’échelle de salinité du sol (USSL, 1981), les sols que nous avons analysés ne sont pas

salé
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Figure 9 : conductivité électrique pour des différents sols contaminés et non contaminés,

=

CE

cultivés avec les trois especes.

Le test de Kruskal Wallis, pour la conductivité électrique révele qu’il n’y’a pas de différence

significative pour le facteur sol (P =0.1415).
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1.2.4. Humidité :

Pour les sols non contaminés cultivés (figure 10), nous avons le sol portant la féve présente un
taux d’humidité de 9.51%, celui portant le haricot 9.4%. Enfin, le sol cultivé avec la luzerne

présente un taux d’humidité de 9.55%.

Pour les sols contaminés cultivés avec les trois espéces végétales (figure 10), nous avons, des

taux d’humidité semblable estimés a 9,2%.

Selon les résultats rapportés par la figure 10, il y’a une diminution du taux d’humidité dans le

sol contaminé non cultivé (6.2%) par rapport au sol non contaminé et non cultivé (7.943%).
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Figure 10 : Humidité moyenne des différents sols contaminés et non contaminés cultivés

humidité %

avec les trois espéces.

Le test de Kruskal Wallis, montre que le taux d’humidité varie de fagon significative pour le

facteur sol (P =0.003721).

Le test statistique (annexe Il) du taux moyen d’humidité a donné 3 groupes homogenes. Le
groupe a renferme le sol non contaminé cultivé avec un taux moyen d’humidité de 13.5%. Dans
le groupe b, nous retrouvons le sol contaminé cultivé avec un taux moyen d”humidité de 7.5%
et le groupe c englobe le sol non contaminé non cultivé avec une humidité moyenne de 3.5 %

et le sol contaminé non cultivé avec un taux moyen 1.5 %
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1.3. Microflore du sol
1.3.1. Biomasse bactérienne du sol

Les résultats (figure 11) montrent que le nombre de bactéries est élevée dans les sols contaminés
cultivés avec les trois espéces (féve :105x10° colonie /10g sol sec, haricot :113x10° colonie/10
g sol sec et luzerne :86x10%colonie/10 g sol sec par rapport au sol non contaminé cultivé avec
la féve, le haricot et la luzerne a des valeurs respectivement de 88x103,88x10%,17x10° colonies

/10 g sol sec.

A partir des résultats représentés dans la figure 11, il ressort que le nombre de bactéries est
élevé dans le sol contaminé et non cultivé par rapport au sol non contaminé et non cultivé avec
les trois espéces avec des valeurs respectivement de 60x10% colonie /10 g sol sec et

20x103colonie /10 g sol sec.
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Figure 11 : Nombre de colonies bactérienne dans les deux sols (contaminés et non

contamingés) cultivées avec les trois espéces végeétales.

Le test de ’TANOVA pour la biomasse bactérienne révele une différence trés hautement
significative pour le facteur sol (P= 4.599 e -05) et le facteur espece (P= 0.001947) et une

différence hautement significative pour I’interaction sol- espéce (P=0.0124669).

Le test de Newman et Keuls (annexe I1) concernant la biomasse bactérienne pour le facteur sol
a donné 3 groupes homogeénes. Dans le groupe a nous avons le sol contaminé cultivé avec une
moyenne 101.33 colonie /10 g sol sec et le groupe b regroupant le sol non contaminé cultivé
avec une moyenne de 64 colonies /10 g sol sec et le sol contaminé non cultivé avec une moyenne
de 60 colonie /10 g de sol sec. Le groupe ¢ quant a lui est présenté par regroupant le sol non

contaminé et non cultivé avec une moyenne de 20 colonie /10 g de sol sec.
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1.3.2. Champignons

Les résultats obtenus pour le nombre moyen de champignon présentés dans la figure 12
montrent que : pour les sols contaminés cultivés par les légumineuses, 51x10%colonie/10g sol
sec est obtenu dans le sol cultivé par la féve,43x103colonie/10g sol sec dans le sol cultivé par

le haricot et la luzerne 63x10%colonie/10g sol sec.

D’aprés les résultats obtenus (figure 12), le nombre de champignons dans le sol contaminé non
cultivé est de 28x102 colonie /10 g sol sec et il est supérieur a celui du sol non contaminé et non

cultivé aves les trois espéces qui est de 7x103colonie/ 10g sol sec.

70000

3 63T00
L7
§ 60000
on 51000 g gnCNCu
< 50000
— 43000 SCNCu
ab)
‘=2 40000 W SHCCuF
=
8 30000 28000 SCCuF
@ I
= B SNCCuH
© 20000
£ 15000 15000 SCCuH
g 10000 7000 m SNCCul
= I 2000

o - sccuL

> & & N > X W
C} O 0} (}) > N (_}} (J\)
= o ¢ ¢S o & < <
(_};@ S 5 S S ) B )

Figure 12 : Nombre de champignons en colonie / 10 g sol sec dans les deux sols (contaminé et

non contaming) cultivés avec les trois espéeces.

Les résultats de ’ANOV A montrent que le nombre moyen de champignons, différe de fagon
trés hautement significative pour le facteur sol (P =8.024 e -05) et ne differe pas selon ’espéce
végétale (P= 0.721183). Il différe de fagon significative pour I’interaction sol - espece (P=
0.03978).

Le test de Newman et Keuls (annexe 1) concernant le nombre moyen de champignons pour le
facteur sol a donné 3 groupes homogenes. Le groupe a est représenté par le sol contaminé
cultivé avec un nombre moyen de colonie/g sol sec de 52.000. Dans le groupe b nous avons le
sol contaminé non cultivé avec un nombre moyen de colonies/10 sol sec 27.50. Le groupe ¢
regroupe le sol non contaminé cultivé avec un nombre moyen de 10.33 colonies/10g sol sec et

le sol non contaminé et non cultivé avec un nombre moyen de 7.00 colonies/10g sol sec.
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1.3.2.1. Identification de quelques especes de champignons

Alternaria alternata :

Au microscope a faible grossissement (GrX100), le champignon Alternaria alternata se

présente sous la forme de longs filaments mycéliens (hyphes) (figure 13).

~

Figure 13 : Observation des filaments d’Alternaria alternata (GrX10) (originale,2018)

Cladosporium sp :

Les colonies apparaissent de couleur brun -vert foncé, veloutees et poudreuses (figure 14)

Figurel4 : Observation du champignon Cladosporium sp (originale,2018).

Aspergillus niger :
Au microscope optique on voit des tétes conidiennes, bisériées, radiées, disposées en plusieurs
colonnes brunatres ou noires. Des longs hyphes avec plusieurs conidiophores qui terminent

dans une grande vésicule a plusieurs spores (figure 15).

S
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Figure 15 : Observation des filaments d’Aspergillus niger (originale,2018)
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Mycéila sterila

Au microscope optique a grossissement (X400) le mycélium est composé d’un ensemble de
filaments, plus au mois ramifiés. La figure 16 présente Mycélia sterillia sous microscope.

Figurel6 : Observation des filaments de Mycélia sterillia(GrX400) (originale,2018)

Penicillium :

Ce champignon se présente sous forme de colonies plates, formées de courts filaments
apparaissant de couleur vert noiratre avec un aspect velouté a poudreuse et pas de pigments
(figurel?7)

Figure 17 : Observation des colonies de Penicillium sp (originale,2018)

Fusarium sp:

Les Fusarium sp forment des colonies duveteuses ou cotonneuses de couleur rouge orangeée et

rose (figure 18)

Figure 18 : Observation des colonies de Fusarium (Grx100) (Originale,2018)
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I1. Discussion

I1.1. Effet des hydrocarbures sur le taux de levée des trois espéces végétales :
La levée constitue un premier diagnostic de réussite d’une culture (Souici, 2014).

D’apreés les résultats que nous avons eu, une diminution des taux de levées dans les sols
contaminés cultivés avec les légumineuses a été observés par rapport aux sols non contaminés
cultivés avec les trois espéces (pour la luzerne dans le sol non contaminé le taux de levée était
de 85%, il a diminué dans le sol contaminé jusqu’ a atteindre les 35 %). Ceci est peut-€tre d0 a
la contamination par le pétrole brut a 5 %. Selon les travaux de Chaudhry et al (2012), D’apreés
Kyung-Hwa et al (2004), les symptdmes les plus communs et les plus importants observes sur
les plantes contaminées avec de I'huile et ses produits dérivés comprennent la dégradation de la
chlorophylle, des altérations du mecanisme stomatique, réduction de la photosynthese et la
respiration, la diminution de la biomasse.

11.2. Effet des hydrocarbures sur le sol
11.2.1. pH du sol cultivé avec les léegumineuses

D’apres les résultats obtenus par la mesure du pH des deux sols contaminés cultivés avec
les légumineuses et non contaminés cultivés avec les légumineuses, le pH a tendance de
diminuer dans les sols contaminés cultivés par les légumineuses (luzerne : 8.70) par rapport aux
pH des sols non contaminés (luzerne : 8.22). Nous pouvons expliquer ces résultats, soit par la
contamination des sols par le pétrole brut, comme il peut étre lier aux légumineuses car ces
derniéres peuvent modifier le pH du sol. Selon les travaux de Betencourt (2012) et Bergagli
(1998) in Chaib (2013), les legumineuses sont distinguées par leurs capacités de diminuer le
pH de leurs rhizosphéres, du fait de leurs faible prélévement d’anions lors de la fixation de No,
et leurs racines peuvent ainsi libérées des secrétions, des cellules mortes ... etc. dans leurs
entourages ce qui a pour effet de changé le potentiel redox et de faire baisser le pH. D’apres
Soltani (2004), la contamination des sols par les hydrocarbures entraine une diminution de pH
des sols.
11.2.2. Matiere organique

Les résultats du taux de matiere organique dans les deux sols contaminés cultive avec les
trois espéces et les sols non contaminé cultivé avec les trois espéces montrent que le taux de
matiere organique varie dans les deux sols, nous avons constaté qu’il y’a une augmentation de
matiére organique dans les sols cultivés contaminés (Haricot 0.55) par rapport aux sols non
contaminés (Haricot 0.15), cette élévation peut étre le résultat de la contamination des sols par

le pétrole brut. Selon les travaux de Fayeulle (2013), il y’a une interdépendance complexe entre
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contamination en hydrocarbures et teneurs en matiéres organiques dans les sols. La teneur en
matieres organiques influence, en effet, la seéquestration des hydrocarbures. La biodégradation
des hydrocarbures influence les teneurs en matiéres organiques. Le développement des
microorganismes dans les sols est influencé par les ressources en nutriments et particulierement
par les sources de carbone et d’azote qui représentent les principaux constituants des molécules

organiques.
11.2.3. Conductivité électrique

La salinité globale du sol peut étre exprimée par la conductivité électrique (CE). Les
résultats de la conductivité électrique obtenus nous montrent qu’il n’y’a pas une différence
significative entre les différents sols contaminés cultivés avec les légumineuses et non
contaminés cultivés avec les legumineuses. La salinité diminue le nombre de microorganismes
dans le sol. Elle ralentit les processus de I'humification et de la minéralisation des matiéres

organiques.
11.2.4. Humidité

La mesure du taux d'humidité des échantillons de sol montre que le taux d’humidité des
sols contaminés cultivés avec les trois especes (exemple : luzerne 9.2) est inférieur par rapport

au taux d’humidité des sols non contaminé cultivé par les trois especes (exemple : luzerne 9.55).

Ces résultats peuvent étre expliquer par I’effet de la pollution par le pétrole brut sur ’humidité
du sol. Les travaux de Degranges et al (1977) in Bergue (1985), montrent que les parcelles de
terre non contaminé par les hydrocarbures ont une humidité importante que celle des parcelles
de terre contaminée. L humidité est un paramétre important dans les processus de dégradation
des composés organiques simples ou complexes. 1l est connu que les faibles humidités limitent

la vitesse de biodégradation (Perraud, 2004 in Belmenai,2015).
11.3. Microflore du sol
11.3.1. Biomasse bactérienne du sol

D’apres les résultats représentés dans le graphique (11), il ressort que le nombre de
bactéries varie dans les deux types de sol (contaminés cultivés par les légumineuses et non
contaminé cultivés par les légumineuses). Ce nombre est élevé dans le sol contaminé et
cultivé(86x10%) avec les trois espéces par rapport au sol non contaminé cultivé avec les

légumineuses(17x103).
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Cette élévation du nombre microbien dans le sol cultivé par une légumineuse est due
certainement aux taux d'humidité et probablement aux pH favorable (Bouderhem ,2011), et une
salinité moins importante, ce qui stimule la prolifération des germes microbiens. Les bactéries
utilisent le pétrole comme source de carbone ce qui peut également expliquer leurs
proliférations dans le sol contaminé par rapport au sol non contaminé. Selon Selmoun (2016),
I’évolution de la biomasse microbienne dans les sols pollués par les hydrocarbures est le résultat
de ’adaptation des bactéries aux conditions extrémes, et 1’utilisation de xénobiotiques comme
source de carbone et d’énergie. Plusieurs microorganismes du sol ont un grand potentiel pour
la bio remédiation, parmi les groupes de bactéries connus pour leurs dégradations des
hydrocarbures nous avons Pseudomonas sp,Micrococcus sp, Salmonella sp, Bacillus sp et
Proteussp (Bouderhem ,2011)

11.3.2. Champignons

D’apres les résultats obtenus du dénombrement des champignons, nous avons constaté
que le nombre de la microflore fongique sous légumineuses dans un sol contamine (exemple :
luzerne 63x10%) est plus importante a celle d*un sol non contaminé cultivé par les légumineuses
(exemple : luzerne 2x10%). Ceci s’explique peut-étre par Iutilisation du pétrole par les
champignons comme source de nutriment, et aussi par I’adaptation des champignons a ces
quantités des hydrocarbures dans I’environnement. Selon les travaux de Obire (2008) et
Maamare (2015), Les champignons peuvent transformer les hydrocarbures de facon
métabolique en métabolites moins toxiques par I’action de pyroxydase et de monooxygenase.
Aprés D’ifdentification des champignons nous avons constaté la présence de fusarium sp,
aspergillus niger, penicilium sp, cladosporium sp dans des sols contaminés, cette présence
révele peut-étre la dégradation du pétrole brut. Selon les travaux de Obire (2008), Pour la
microflore fongique, les espéces connues par leurs dégradations du pétrole a 5% nous avons
Aspergillus sp, Cladosporium sp, Fusarium sp, Geotrichum sp, Mucor sp, Penicilliumsp et

Candida sp.

D’aprés les résultats on a constaté que le nombre des bactéries et supérieure par rapport
au nombre de champignons, ceci peut étre di a ’effet du p H basique du sol. Selon Dedier
(2016), Les champignons sont souvent plus tolérants aux conditions acides (pH<5) que les
bactéries (pH de 6 a 8).
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Conclusion

Le premier objectif du présent travail consiste a étudier quelques propriétés physico-
chimique du sol contaminé et non contaminé cultivé avec trois especes de légumineuses, le
second, consiste a faire une étude microbiologique des mémes sols afin de dénombrer la

microflore bactérienne et fongique et identifier quelques champignons.

Les résultats de ces analyses montrent que :

Le taux d'humidité est variable d'un sol & un autre, il est influencé par la contamination. On
constate une diminution au niveau du sol contaminé cultivé avec les trois espéces contrairement
au sol non contaminé cultivé, elle influence grandement sur biodégradation des hydrocarbures.

Pour le potentiel d’hydrogéne des sols, ont tous un pH alcalin, élevé légerement au niveau du
sol contaminé cultivé par rapport au sol non contaminé cultive avec les legumineuses. Et une
salinité moins important dans les deux sols (contaminé cultivé, et non contaminé cultivé), En ce
qui concerne le taux de la matiéere organique les résultats montrent une différence significative
entre les sols, légerement éleve dans le sol contaminé cultivé avec les legumineuses par rapport

au sol non contaminé cultivé.

Les résultats du dénombrement des différents groupes microbiens, montrent que le
nombre de microorganismes varie considérablement d’une culture a une autre, le maximum, est
enregistré dans le sol contaminé cultivé avec les Iégumineuses par rapport au sol non contaminé
cultivé avec ces trois espéeces.

Aprés le dénombrement, nous avons identifié quelques especes fongiques (Aspergillus niger,
Alternaria, Fusarium et cladosporium), ces derniéres sont retrouvées au niveau des sols

contamingés et cultivés avec les trois especes de légumineuses.

D'apres les résultats obtenus, nous avons pu identifier le réle des microorganismes, dans
la dépollution des sols pollués, qui se traduit par I’élévation de leurs biomasses dans les sols
contaminés par rapport aux sols non contaminés, ces étres vivants jouent un rdle trés important
en décomposant la matiére organique (les hydrocarbures). Ce mécanisme exige des conditions
favorables du milieu (pH, matiere organique, températures, humidité) pour permettre le bon
déroulement de la biodégradation du polluant organique.

A travers cette étude, nous constatons que la méthode de traitement biologique s’aveére la

solution optimale, du fait qu’elle ne demande pas trop d’appareillage, ni de grand budget. Il est,
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cependant recommandé de prendre en considération d’autres points pour approfondir cette étude,
telle que I’identification des souches bactériennes isolées a partir des différents sols et connaitre
le mécanisme de leurs résistances, la connaissance du role des champignons dans la dégradation
des hydrocarbures et leurs relations avec les bactéries et également la valorisation de cette
methode a grande échelle et favoriser les technologies « in situ » dont la phytoremediation.

Il serait aussi important de connaitre les mécanismes enzymatiques impliquées dans la
dégradation et la transformation des hydrocarbures qui permettra d’optimiser les techniques de

phytoremediation.
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Annexe | : Analyses physico-chimiques du sol de 'ITMAS a I’état initial

pH

Annexes

L’humidité

SNCNCu SCNCu
Pot 01 8 7.6
Pot 02 8.05 7.62
Moyenne (X) 8.025 7.61
Conductivité électrique
Moyenne SNCNCu SCNCu
Pot 01 1 0.50
Pot 02 0.9 0.50
Moyenne (X) 0.95 0.50
SNCNCu SCNCu
Pot 01 7.93 6
Pot 02 7.93 6.33
Moyenne (X) 7.93 6.20
Matiére organique
SNCNCu SCNCu
Pot 01 0.25 0.40
Pot 02 0.24 0.42
Moyenne (X) 0.24 0.41

Taux de germination pour des trois espéces végétales (Feve, Haricot et Luzerne)

Sol non Contaminé La Feve Le Haricot La luzerne
Espéces
Le taux de germination (%) 100 90 70




Analyse physico-chimiques du sol de 'ITMAS aprés culture

Annexes

pH
Féve Haricot Luzerne
Pot 01 8.33 Pot 01 8.22 Pot 01 8.70
Sol NCCu Pot02 | 835 | Pot02 | 823 Pot 02 8.71
Moyenne X 8.34 X 8.22 X 8.70
Pot 01 8.09 Pot 01 8.18 Pot 01 8.22
Sol CCu Pot 02 8.10 Pot 02 8.19 Pot 02 8.23
Moyenne X 8.09 X 8.18 X 8.22
Conductivité électrique
Féve Haricot Luzerne
SNCCu Pot 01 1.10 Pot 01 0.44 Pot 01 0.60
Pot 02 1.10 Pot 02 0.44 Pot 02 0.60
Moyenne X 1.10 X 0.44 X 0.60
Pot 01 0.52 Pot 01 0.42 Pot 01 0.49
SCCu Pot 02 0.53 Pot 02 0.42 Pot 02 0.49
Moyenne X 0.52 X 0.42 X 0.49
Humidité
Feve Haricot Luzerne
Pot 01 9.51 Pot 01 9.35 Pot 01 9.55
Sol NCCu POt 02 9.51 POt 02 9.40 POt 02 9.49
Moyenne X 9.51 X 9.40 X 9.55
Pot 01 9.10 Pot 01 9.24 Pot 01 9.19
Sol CCu Pot 02 9.16 Pot 02 9.25 Pot 02 9.10
Moyenne X 9.20 X 9.24 X 9.20




Matiére Organique

Annexes

Feve Haricot Luzerne
Pot 01 0.18 Pot 01 0.11 Pot 01 0.27
Sol NCCu Pot02 | 012 | Pot02 | 0.5 Pot02 | 021
Moyenne X 0.15 X 0.13 X 0.24
Pot 01 0.52 Pot 01 0.60 Pot 01 0.42
Sol CCu Pot 02 0.49 Pot 02 0.50 Pot 02 0.33
Moyenne X 0.50 X 0.55 X 0.37

Annexe Il : Résultats des analyses statistiques avec le logiciel R

1.Résultats du test ANOVA des parametres physicochimiques
pH

Analy=si=s of Variance Tabkble

Eesponse: PH

i Sum 5gq Mean 5g F wvalue Er (=F)
=ol 3 1.05866 0.35289 15.737 0.0001847 #*&*
Eesidual=s 12 0.26908 0.02242

Signif. codes: 0 Ye&&Fr 0 001 “#®f Q.01 Y*r O0.05 " 0.1 v F
Conductivité électrique
> kruskal.tezst (CE~=0l)
Eruskal-Wallis ranmk sum test
data: CE by =ol
Kruskal-Walli=s chi-=squared = 5.451%9, df = 3, p-value = 0.1415
Humidité
Eruskal-Wallis rank sum test
data: H by 5ol
BEruskal-Walli=s chi-sguared = 13.4712, df = 3, p-value = 0,003721




Matiére organique

> anova(reg.aov)
Analy=is of Variance Table

Response: MO

Sol 3 0.303277 0.1010%2 19.914 5.944e-05 #*=
Residuals 12 0.060917 0.005076
Signif. codes: 0O Y#**f 0, 001 “**f Q.01 *** Q.05 .7 0.1
2.Résultats des tests ANOVA de la biomasse végétale
Taux de levee
» kruskal.test (TL~=o0l)
Fruskal-Walli=s rank sum test
data: TL by =ol
Fruskal-Wallis chi-sguared = 8£.4857, df = 1, p-value = 0.003579
3.Résultats des tests ANOVA des microorganismes du sol
Bactéries
Facteur sol et especes
Fezponse: nbr
DEf Sum 39 Mean 39 F wvalue Fr(=F)
zol 3 1124:z2.7 3747.6 37.6166 4.599e-05 *FF
espece 2 5850.2 E2975.1 29.5625 0.0001947 *+%+%
zol:iespece 2 1585.:2 Te4,1  T.9707 0.,0124669 F
Besiduals (= To7.0 29.6
Signif. codes: 0O %% [Q,001 %% Q.01 % 0,05 *." 0.1 *
= |
Champignon
Facteursoletespéces
> mod.int=1lm{nbr~zol*E=p)
> anova (mod.int)
hnaly=i=s of Variance Tabkle
FEezpon=se: nbr
Df Sum 5gq Mean 59 F walue Er (>=F)
=0l 3 8209.6 2089.87 57.4963 B.204e-05 #*%w%
E=p 3 49.4 15.47 0.4576 0.T72183
zol i E=p 3 574.4 191 .47 5.3187 0.03978 =
Ee=ziduals= B 21e.0 36.00
Signif. codes: Q Yw&&F 0,001 “*&*f Q.01 “*f Q.05 *.f 0.1  *

Df

Sum S5g Mean S5g F walue

Br (>F)

L3

1

1

r

Annexes

1
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4.Résultats du test de Newman et Keuls des parameétres physico chimiques

pH facteur sol

Zcomparison
HULL
Sgroups

trt means M
1 SHCCu E£.425000 a
2 5CCu 8.168333 ab
3 SHCHCu EB.025000 b
4 SCHCu 7T.e10000 o
>

Matiére organique facteur sol

Scomparison
HTLL

Sgroups

Tt means
SCCna D.494T76a66867T
SCHCua 0.494100000
SHCHCu O.24950000
SHCCu D.1T3I3333

i Ry
FoopRE

5.Résultat du test d’Host hoc

Humidité facteur sol

ScomparisSon
HII.T.

Sgroups

Crt means M
1 SHNCCu 13.5 a
2 SCCua T.5 b
3 SHNCHCum 3.5 o
4 SCHCua 1.5 <

Taux de levée

Zcomparison
HULL

Sgroups

trt means M
1 SHCCu 90.00000 =
2 BCCu G58.33333 b
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6.Résultats du test Newman et Keuls des microorganismes du sol

Bactéries
Fgroups
Crt means M
1 SCCu 101 .3333 &
= SHNCCu &3 . 0000 =
3 SCHCu &0 . 0000 kh
q SCINC1 Z20.0000 o
Champignon
Scomparison
HULL
SEgroups=
Tt means M
1 SCCu 52 .00000 a
Z SCHCu 27.50000 b
3 SHMCCu 10.33333 c
4 SHCHCu .00000 <
Annexe 111 : Analyse microbiologique du sol (Dénombrement des colonies)
Bactéries
Sol non contaminé non cultivé
Nombre de colonie
Dilution Répétition | Répétition 2 | Moyenne (X) par 10g sol sec
1
10 307 320 314 indénombrables
1072 149 110 130 130X10°
10°® 15 25 20 20X10°
10 5 11 8 8X10°
10 2 7 5 5X10?
10® 0 2 2 2
Sol contaminé non cultivé
Répétition | Répétition | Moyenne(X) Nombre de colonie
Dilutions 1 2 par 10g sol sec
101 227 180 104 104X10°
1072 70 82 76 76X10%
103 50 70 60 60X10°
104 21 28 25 25X10°
10° 8 16 12 12X10!
10® 5 4 5 5




Sol non contaminé cultivé Féve

Annexes

Nombre de colonie
Dilutions Répétition Répétition 02 Moyenne (X) par 10g sol sec
1
101 349 410 380 indénombrables
1072 104 220 162 162X10*
1073 96 80 88 88X10°
10* 16 77 47 47X10?
10° 5 54 30 30X10!
10 2 18 10 10
Sol contaminé cultivé Féve
Répétition Répétition 2 Nombre de colonie
Dilutions 1 Moyenne(X) par 10g sol sec
10t 510 596 553 indénombrables
1072 212 343 278 278X10*
107 100 110 105 105X103
10 15 25 20 20X10?
10° 11 27 19 19X10!
10 9 1 5 5
Sol non contaminé cultivé Haricot
Nombre de colonie
Dilution Répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec
10 102 113 108 108X10°
102 93 102 98 98X10*
107 85 90 88 88X10°
10" 28 34 31 31X10°
10° 15 27 21 21X10!
10° 6 18 12 12
Sol contaminé cultivé Haricot
Répétition 1 Répétition 2 Nombre de colonie
Dilutions Moyenne(X) par 10g sol sec
101 530 320 425 Indénombrables
1072 159 218 189 189X10*
103 103 123 113 113X10°
10 26 121 74 74X10?
10° 15 103 59 59X10!
10 4 90 45 45




Sol non contaminé cultivé luzerne
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Reépétition 1 | Repétition 2 Nombre de colonie
Dilution Nombres de par 10g sol sec
bactéries
101 58 80 69 69X10°
1072 50 73 62 62X10%
1073 10 23 17 17X10°
10* 9 21 15 15X10?
10° 7 18 13 13X10!
10 6 15 11 11
Sol contaminé cultivé luzerne
Nombre de colonie
Dilution répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec
10t 108 121 115 115X10°
107 91 94 93 93X10*
1073 80 92 86 86X10°
10 5 4 5 5X102
10° 4 1 3 3X10!
10 1 0 1 1
Champignon
Sol non contaminé non cultivé
Nombre de colonie
Dilution répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec
101 30 35 33 33X10°
107 10 22 16 16X10*
103 1 13 7 7X10°
10" 0 7 4 4X10?
10° 0 3 2 2X10!
10 0 0 0 0
Sol contaminé non cultivé
Nombre de colonie
Dilution répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec
10* 80 67 74 74X10°
107 34 25 30 30X10*
107 30 25 28 28X10°
10" 3 14 9 9X10°
10° 5 6 6 6X10!
10 4 2 3 3




Sol non contaminé cultivé Féve
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Nombre de colonie
Dilution répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec
101 104 82 93 93X10°
102 20 22 21 21X10*
103 16 13 15 15X10°
10* 10 7 9 9X102
10° 5 3 4 4X10*
10° 1 2 2 2
Sol contaminé cultivé Feve
Nombre de colonie
Dilution répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec
10 80 80 80 80X10°
1072 73 70 72 72X10*
103 52 50 51 51X10°
10* 9 30 20 20X10?
10° 1 29 15 15X10!
10® 1 10 6 6
Sol non contaminé cultivé Haricot :
Nombre de colonie
Dilution répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec
10t 48 50 49 49x10°
1072 39 43 41 41x10*
10°® 7 22 15 15x10°
10* 6 10 8 8x102
10 4 2 3 3x10!
10® 2 0 1 1
Sol contaminé cultivé Haricot
Nombre de colonie
Dilution répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec
10 82 70 76 76X10°
102 61 59 60 60X10*
10°° 45 40 43 43X10°
10 18 14 16 16X10?
10° 14 8 11 11X10!
10 7 5 6 6
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Sol non contaminé cultivé Luzerne

Nombre de colonie
Dilution répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec

101 3 7 5 5X10°
107 3 5 4 4X10*
107 2 2 2 2X10°
10# 1 2 2 2X102
10° 0 0 0 0

10 0 0 0 0

Sol contaminé cultivé Luzerne :

Nombre de colonie

Dilution répétition 1 Répétition 2 Moyenne(X) par 10g sol sec
10* 82 70 76 76X10°
107 65 68 67 67X10%
1073 60 65 63 63X10°
10 25 4 15 15x10?
10° 2 0 1 1X10?
10 0 0 0 0

Annexe 1V : Potato Dextrose Agar (PDA)

POMME UE LEITE wereereereeneenreneeneeecnrencencencesnss 200 g
GlUCOSE «eenrenrneeneenrnneentencesensencensescnsansancnsnnns 20 g
N T | 209
Eau distillée...ceeeeneninaannnnns compléter jusqu’a 1000 ml —

Laver la pomme de terre non pelée. - Couper en cubes dans 500 ml d’eau distillée. - Porter a
ébullition pendant 30 — 45 min. - D’autre part faire fonder 1’agar dans 500 ml d’eau distillée. -
Ecraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le filtrat & la solution d’agar. - Ajouter le glucose.

- ompléter le volume a 1000 ml. - ajuster. Stériliser par autoclavage a 121° C / 15 min.

Annexe V : Matiere organique

La matiére organique est calculée a partir de la relation suivante :
C% = (Y-X) x 0,615 mg x (100/20) x (100/P) x (1/1000).

Y : La quantité de sel de Mohr utilisée pour titrer le témoin.
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X : La quantité de sel de Mohr utilisée pour 1’échantillon a doser.

0,615 : Facteur d’équivalence entre le sel de Mohr et le carbone (en mg).1

100/20 : Nous avons utilisé 20 ml a partir de 100 ml.

P : Poids du sol sec (19).

1,72 : Coefficient de passage du carbone a la matiére organique.

%matiére organique = % C x 1,72

Ce facteur (1,724) repose sur I’hypothése que le contenu en carbone des maticres organique est
de 58% en moyenne.

Annexe VI : La conductivité électrique
CE=valeur lu X constante de cellule X chiffre de correction de température

Valeur de constante de cellule =1.9X10?
Chiffre de correction de température (22°C) =1.06

Annexe VII : Dénombrement des bactéries et champignons

Selon Pochon et Tardieu (1962), Le calcul du nombre de microorganismes est comme suivi :
Le nombre de colonie /10 g de sol sec =nombre moyen de colonies X |dilutions|X Q.
Q= volume de la solution mere (ml) X quantité de terre séchée (g) / volume de 1’inoculum

Annexe VIII : Les normes d’interprétation des résultats

Le pH : Soltner (1981)

Extrémement Tres Tres Acides | Faiblement Neutres | Alcalins Tres
acides fortement | acides acides alcalins
acides
3-45 45-5 5- 55 |55-6 6- 6,75 6,75-7,25| 7,25— 8,5
8,5

Conductivité électrique

Non salé Peu salé Salé Tres salés
0-0,6 0,6-1,4 14-24 24-6

Matiére organique : Soltner (1981)

Extrémement | Tres Faible moyen Moyennem | Eleveé Tres éleve
faible faible ent éleve
<1 1-15 15-25 |25-35 |35-45 45-5 > 5




Annexe IX : Equipement de laboratoire

Appareils

Becher de 50 ml ,25 ml.
Pipette (10 ml, 1 ml).
Erlenmeyer 500 ml.
Etuve.

Tubes a essaies.
Autoclave.

Balance électrique.
Compteur de colonies.
Balance électrique.
Vortex.

pH métre.

Conducti métre.

Tamis a 5 mm Hoéte aspirante.
Pipette pasteur.

Bec bunsen.

Micropipette.

Réactifs

Gélose nutritive.
Saude (NaOH).
Acide Sulfurique.
Pétrole brut.

Acide chlorhydrique.
Fluorure de Sodium.
Sel de Mohr.
Chlorure de sodium.
Phénolphtaléine a 2%.
PDA.
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Résumeé :

L'un des principaux problémes environnementaux est la contamination par les hydrocarbures.
Ces derniers imposent de sérieuses menaces en affectant constamment l'environnement. La
bioremédiation est I'un des moyens biologiques qui permettent d’éliminer et/ou d’atténuer les
effets de la contamination par les hydrocarbures en les transformant en formes moins
dangereuses ou non dangereuses, tout en limitant 1’utilisation excessive de produits chimiques
et d’énergie dans les processus de remédiation, en faisant intervenir agents biologiques tels que
les microorganismes. L’ impact de la pollution des sols par les hydrocarbures sur la distribution
des bactéries et champignons ainsi que 1’évaluation de leurs pouvoir dégradant le xénobiotique
et le degré de résistance des trois especes de légumineuses (Medicagosativa,Phaseolusvulgaris
et Vicia faba) face aux polluants organiques ont fait ’objet de notre travail. L’analyse
physicochimiques du sol et le dénombrement de la microflore du sol, montrent que le pétrole
brut provogue une diminution du rendement végétal, une augmentation de la matiére organique
et une diminution du pH et d’humidité, En ce qui concerne la microflore, une augmentation de
la biomasse a été constatée et une apparition d’Aaspergillus, Alternaria, Cladosporium, étant
des champignons, connus pour la dégradation du pétrole. La réussite de la méthode biologique
de dépollution réside non seulement dans le choix de ’agent biologique mais également dans
la maitrise des conditions physicochimiques du sol qui permettent son bon développement.

Mots clés : petrole brut, pollution des sols, bioremeédiation, phytoremédiation, microorganismes

Abstract

One of the main environmental problems is hydrocarbon contamination resulting from activities
related to the petrochemical industry. These impose serious threats by constantly affecting the
environment. The bioremediation method is one of biological solution to eliminate or mitigate
the effects of hydrocarbon contamination by transforming them to non-hazardous or less
hazardous form while limiting of excessive use of energy and chemical in remediation process.
Bioremediation is one of the biological means to eliminate and / or mitigate the effects of
hydrocarbon contamination by transforming them into less hazardous or non-hazardous forms,
while limiting the excessive use of chemicals and chemicals of energy in remediation processes,
involving biological agents such as microorganisms. The impact of soil pollution by
hydrocarbons on the distribution of bacteria and fungi as well as the evaluation of their
xenobiotic degrading power and the degree of resistance of the three species (Medicago sativa,
Phaseolus vulgaris and Vicia faba) organic pollutants have been the focus of our work. The
physicochemical analysis of the soil and the counting of the soil microflora show that the crude
oil causes a decrease of the vegetable yield, an increase of the organic matter and a decrease of
the pH and the humidity, as far as the microflora, an increase in biomass has been noted and an
appearance of Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, being fungi, known for the degradation
of oil.

Key words: crude oil, soil pollution, bioremediation, phytoremediation, microorganisms
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