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L’effet de la pollution sur les différents compartiments environnementaux de la biosphère 

(sol, eau, air) constitue aujourd’hui un thème d’actualité touchant les domaines sociaux. 

 Le sol constitue un objet favorable de nombreuse menaces et nous constatons en effet une 

augmentation de la teneur en polluants de nombreux sols (Perfumo et al., 2010). La pollution 

des sols est principalement issue d’une extraction, transformation et utilisation des produit 

pétroliers dans des différentes domaines (industrielle, pharmaceutique, agroalimentaire.. etc). 

 Les polluants organiques ont des caractéristiques physico-chimiques (volatilité, solubilité 

… etc.) qui leur confèrent un caractère de danger pour les organismes vivant. Ils entrent dans 

la chaine alimentaire, et même menacer la santé humaine (Gabet, 2004) en raison de leur 

propriété mutagène et cancérigène (Juhasz et Naidu, 2000 ; Baird et al., 2005). En revanche 

ces altérations ne font qu’augmenter l’adaptation de certains genres bactériens via 

l’expression de gènes d’intérêts, leurs permettant d’utiliser ces composés comme sources de 

carbone et d’énergie, tandis que d’autres deviennent incapables de survivre (Heinaru et al., 

1999 ). 

 Pour neutraliser ces polluants, une technique très prometteuse et efficace qui est simple et 

peu coûteuse se reflète dans leur traitement biologique. Cette méthode d’élimination qui est la 

biodégradation consiste à utiliser des microorganismes qui ont la capacité de dégrader le 

polluant et donc de le métaboliser en substances non toxiques grâce à des réactions 

biochimiques. Plusieurs travaux ont montré que les bactéries isolées du sol Pseudomonas 

fluorescens, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas putida, Pseudomonas corrugata, 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter, Stenotrophomonas, Klebsiella, Bacillus lentus, 

Ralstonia ...etc sont capables de dégrader plusieurs types de polluants organiques avec une 

certaines variabilité de préférence (Heinaru et al., 1999 ; Sahar zaki, 2006 ; Daffri et al., 2014 

; Opere et al., 2013). La plus des ces bactéries ont été isolées pour la plus part à partir du sol 

contaminés par le pétrole, des eaux usées et des effluents industriels pharmaceutique.  

D’après nos connaissance aucune étude portant sur la flore bactérienne du sol contaminé 

par les dérivés du pétrole (gasoil, essence, huile minérale….etc). Pour cela, nous nous somme 

intéressé dans un premier temps d’isoler et d’identifier quelques souches bactériennes 

présentes au niveau du sol prélevé auprès d’une station de service de la Wilaya de Laghouat et 

de réaliser ensuite des tests de capacité de dégradation de quelques polluants organiques 

(phénols et dérivés). 

Ce manuscrit a été organisé en différentes parties décrivant les étapes successives de cette 

étude. 
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 La première partie présente un rappel bibliographique aussi précis que possible sur les 

hydrocarbures, leur impact sur l’environnement ainsi que leur devenir.  

Dans la deuxième partie, nous décrirons les procédures expérimentales mises en jeu dans 

cette étude. 

 La troisième partie est consacrée à une discussion des résultats expérimentaux obtenus de 

l’isolement, l’identification des bactéries du sol contaminé et des tests de dégradation des 

polluants choisis.  

Une récapitulation succincte des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie à des 

études ultérieures sur la dégradation des polluants par les bactéries du sol, sont regroupées 

dans la dernière partie. 



 

Partie I : 

Synthèse bibliographique 
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1. Hydrocarbures 

1.1 Définition 

Les hydrocarbures sont des composés organiques contenant exclusivement des atomes de 

carbones « C » et d’hydrogène « H ». Qui peuvent être acycliques (aliphatiques) à chaîne 

ouverte ou cycliques à chaîne fermée ; saturés ou non (Heider et al., 1999). 

Les hydrocarbures constituent la fraction la plus importante d’un brut pétrolier, peut être 

classés en quatre familles principales variables selon leur origine : les hydrocarbures saturés, 

les hydrocarbures aromatiques et poly-aromatiques, les composés polaires et les asphaltènes 

(Lefebvre, 1978). 

1.2 Classification    

1.2.1 Les hydrocarbures saturés  

Alcanes linéaires (n-alcanes, CnH2n+2) 

Dont la longueur de chaine varie de 7 à 40 atomes de carbone, constituent une des classes 

les plus abondantes (10 à 40 % des hydrocarbures totaux d’un brut pétrolier) (Soltani, 2004 ; 

Seo et al., 2009). 

Alcanes ramifiés 

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

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

isoprénoïdes (Seo et al., 2009 ; Soltani, 2004). 

Cycloalcanes 

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

et le plus souvent substitués (Seo et al., 2009).cette famille peut représenter 30 à 50 % des 

hydrocarbures totaux d’un pétrole brut (Soltani, 2004). 

1.2.2 Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composés chimiques 

constitués de plusieurs cycles aromatiques juxtaposés plus ou moins substitués (Costes et al., 

1997 ; Soltani, 2004). 

Ces molécules sont issues de la décomposition de la matière organique à des températures 

très élevées, de l’ordre de 1000°C, lors de phénomènes de combustions incomplètes (Leoz-

garziandia, 2000).A l’état pur les HAP sont solides souvent colorés et cristallins à température 

ambiante (Gabet, 2004). 

Selon leur nombre de cycles et donc leur poids moléculaire, les HAP sont présents dans 

l’atmosphère sous deux formes, gazeuse pour les plus légers dont la masse molaire est 

comprise entre 150 et 180 g.mol-1 (entre deux et quatre cycles), et particulaire pour les plus 



 

 

lourds dont les masses molaires varient de 200 à 280 g.mol

al., 2009 ; Gabet, 2004).ce sont des composés neutres et non polaires (Gabet, 2004).

Les HAP présent un caractère génotoxique élevé, seize d’entre eux ont été classés 

l’EPA (American Environmental

Les HAP sont très stables, peu volatils et hydrophobes.

solides souvent colorés et cristallins à température ambiante. Leurs propriétés

chimiques varient avec la masse molaire et leur structure.les HAP ont un point de fusion 

supérieur à 100°C et un point d’ébullition élevé (supérieur à 300°C). Ce sont des composés 

neutres et non polaires (Samanta 

Les HAP sont moins abondant que les alcanes, et ne représentent que 10 à 30 % des 

hydrocarbures totaux d’un brut pétrolier (Soltani, 200

 

1.2.3 Composés polaires

Le Tableau (1) regroupe les composés polaires correspondent à des molécules 

hétérocycliques (Lefebvre, 1978).

Tableau 1 : Représentation des différents types de composition polaire avec des exemples.

Les composés polaires  

-des composés oxygénés : phénols, 

alcools, aldéhydes,… (Soltani, 200

Lefebvre, 1978). 

- des composés soufrés (dans la plupart 

des cas plus abondants): mercaptans, 

sulfures, disulfure,… (Soltani, 200

Lefebvre, 1978). 

- des composés azotés : pyridines, 

quinoléines,…  (Soltani, 200

Lefebvre, 1978). 
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dont les masses molaires varient de 200 à 280 g.mol-1(de quatre cycles et plus) (

2004).ce sont des composés neutres et non polaires (Gabet, 2004).

Les HAP présent un caractère génotoxique élevé, seize d’entre eux ont été classés 

Environmental Protection Agency) comme polluants fortement toxiques.

Les HAP sont très stables, peu volatils et hydrophobes. A l’état pur, les HAP sont des 

solides souvent colorés et cristallins à température ambiante. Leurs propriétés

chimiques varient avec la masse molaire et leur structure.les HAP ont un point de fusion 

supérieur à 100°C et un point d’ébullition élevé (supérieur à 300°C). Ce sont des composés 

(Samanta et al., 2002).  

abondant que les alcanes, et ne représentent que 10 à 30 % des 

hydrocarbures totaux d’un brut pétrolier (Soltani, 2004). 

Composés polaires  

Le Tableau (1) regroupe les composés polaires correspondent à des molécules 

1978). 

Représentation des différents types de composition polaire avec des exemples.

Exemples  

: phénols, 

(Soltani, 2004 ; 

Dibenzofuranne. Source : (Lefebvre, 1978).

des composés soufrés (dans la plupart 

des cas plus abondants): mercaptans, 

(Soltani, 2004 ; 

Sulfures de thiophényle 

 

Des alkylthiophènes

Source

: pyridines, 

(Soltani, 2004 ; 

Source
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1(de quatre cycles et plus) (Seo et 

2004).ce sont des composés neutres et non polaires (Gabet, 2004). 

Les HAP présent un caractère génotoxique élevé, seize d’entre eux ont été classés par 

) comme polluants fortement toxiques.  

A l’état pur, les HAP sont des 

solides souvent colorés et cristallins à température ambiante. Leurs propriétés physico-

chimiques varient avec la masse molaire et leur structure.les HAP ont un point de fusion 

supérieur à 100°C et un point d’ébullition élevé (supérieur à 300°C). Ce sont des composés 

abondant que les alcanes, et ne représentent que 10 à 30 % des 

Le Tableau (1) regroupe les composés polaires correspondent à des molécules 

Représentation des différents types de composition polaire avec des exemples. 

1978). 

 

Des alkylthiophènes 

  

Source :(Lefebvre, 1978). 

 

Source :( Lefebvre, 1978). 
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1.2.4 Asphaltènes  

Correspondent à une classe de composés de hauts poids moléculaires, non volatiles. Les 

asphaltes constituent un ensemble de produits qui sont précipités au cours de l’opération 

technique de désasphaltage aux solvants insolubles dans le pentane ou l’hexane (Lefebvre, 

1978 ; Soltani, 2004). 

2. Impact des hydrocarbures sur l’environnement 

2.1 La pollution des sols 

La pollution est une modification défavorable du milieu naturel (dégradation, altération) 

qui apparait en totalité ou en partie comme le sous-produit de l’action humaine (Françoise, 

2010). 

La notion de la pollution est toute relative. On peut considérer qu’il y a pollution par les 

hydrocarbures lorsque l’action de ceux-ci peut être considérée comme néfaste aux  conditions 

de vie et affecte toutes une population (Homme, animales et végétales) directement ou 

indirectement (Bertrand et al., 1989 ; Bocard, 2006). L'ADEME (Agence pour le 

Développement et la Maîtrise de l'Energie) définit un site pollué comme étant : « Un site sur 

lequel une pollution d'origine industrielle du sol ou du sous sol est susceptible de provoquer 

une nuisance ou un risque pérenne pour les personnes ou pour l’environnement ». 

Les sols contaminés par les hydrocarbures présentent un danger lors d’un contact direct 

avec l’homme ou l’animal ou lors de leur transfert dans les chaines alimentaires. C’est le 

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

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

toxicité (OMS, 2000 ; Gabet, 2004). 
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Le Tableau 2.Regroupements des polluants prioritaires (Agteren et al., 1998) : 

Acénaphtalène 
 Acénaphtylènes 
Acroléine 
Acrylonitrile  
Anthracene 
Benzène 
Benzidine 
Benzo[a]pyrène 
Benz[a]anthracène 
Benz[b]fluoranthène 
Benz[g,h,i]pyrène 
Benz[k]fluoranthène 
Biphényle 
Bis (2-chloroisopropyle) éther 
l'acide chloracétique 
Chloroanilines 
Chlorobenzènes 
Chlorobenzidines 
2-Chloro-1,3-butadiène 
Chloroéthanes 
2-Chloroéthanol 
Chloroéthènes 

Chlorofluorocarbones 
Chlorométhanes 
Chloronaphthalènes 
Chloronitroanilines 
Chloronitrobenzènes 
Chloronitotoluenes 
Chlorophénols 
Chloropropanes 
Chloropropènes 
Chlorotoluènes 
Chlorotoluidines 
Chrysène 
Dibenz [a, h] anthracène 
1.2-Dibromethane 
1,3-Dichloro-2-propanol 
Diethylamine 
Diméthylamine 
Epichlorhydrine 
Ethane 
Ethylbenzène 
L'oxyde d'éthylène 
Fluoranthène 

Fluorène 
Formaldéhyde 
Hexachlorobutadiène 
Hexachlorocyclohexane 
Hydrazine 
Indéno [1.2.3-cd] pyrène 
Isopropylbenzène 
Le bromure de méthyle 
L'huile minérale 
Naphtalène 
Phénanthrène 
Phénol 
Phtalates 
Biphényles polychlorés 
Dioxines polychlorés 
Polychloroterphényles 
L'oxyde de propylène 
Pyrène 
Styrène 
Toluène 
Trichloroacétaldéhyde 
Xylènes 

 

Les risques que font courir les pollutions du milieu souterrain par les hydrocarbures 

concernent en premier la qualité des eaux souterraines, les rendant impropres pour certaines 

utilisations (eau potable en particulier) (Scriban, 1999 ; Bocard, 2006). 

 

2.2 Toxicité 

Les hydrocarbures présentent des risques toxicologiques, mutagènes voire même 

cancérigènes pour de nombreux organismes. Les HAP se trouvent dans l’environnement à des 

doses faible, mais leur caractère hydrophobe entraine leur bioconcentration dans la chaine 

alimentaire (Jukazs et Naidu, 2000 ; Baird et al., 2005). 

 

Le phénomène de toxicité à moyen terme dus aux propriétés chimique des composés, 

apparaissent lorsque les animaux absorbent des quantités importantes de produits, des effets 

toxiques qui affectent les organismes au niveau de leur croissance et de leur reproduction  

peuvent être provoqués par des expositions à plus long terme avec de faible concentration. 
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Dans l’eau, l’impact sur la vie aquatique dépend de la toxicité liée à la composition 

chimique et des capacités de résistance des espèces biologique. 

Sur le sol, la végétation se montre en général  plus sensible aux produits raffinés et elle 

s’accommode assez bien de la présence persistante de résidus solides (boulettes de pétrole) 

dans le sol (Picot et al., 2013). 

 

La toxicité des HAP varie en fonction de la molécule considérée, du type d’exposition 

(aigue ou chronique), de l’organisme et des cellules cibles ainsi que des conditions 

environnementales (Fent, 2003). Trois mécanismes généraux ont été décrits : la narcose 

nonpolaire (ou toxicité de base) (Saiz et al., 2009; Sverdrup et al., 2002), l'activation 

biochimique (Fent, 2004; Lundstedt et al., 2007) et la toxicité photo-induite (photoactivation 

par les UV) (Botta et al., 2009; Teranishi et al., 2010). La narcose non polaire résulte de 

l’absorption cutanée et/ou de l’ingestion de HAP provenant de l’eau interstitielle des sols et 

leur partage dans les lipides corporels ; elle constitue l’un des principaux modes de toxicité 

des HAP pour les invertébrés dans le sol directement exposés aux contaminants (Sverdrup et 

al., 2002). Les deux autres mécanismes (activation biochimique et toxicité photo-induite), 

sont impliqués dans la majorité des effets toxiques (génotoxicité, mutagènicité, 

cancérogènicité, tératogènicité, immunotoxicité perturbation du système endocrinien) 

(Tableau 3) (Kanaly et Harayama, 2010). En effet, les HAP, molécules relativement simples 

et chimiquement stables, doivent souvent subir une activation biologique (métabolisation par 

des enzymes de détoxification cellulaire) ou physico-chimique (photooxydation) pour être 

transformés en métabolites réactifs. Ils acquièrent alors des propriétés électrophiles et peuvent 

exercer une toxicité directe sur les biomolécules (Miller et Ramos, 2001). 
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Tableau 3 : La toxicité des HAP (Kanaly et Harayama, 2010). 

Toxicité des HAP 

HAP Toxicité Cancérogénèse Mutagenèse Rapporté 

dans 

Naphtalène Modérée Non confirmée  EPA-TSCA 

Acénapthène Modérée  Constatée EPA-TSCA 

Acénaphtylène Modérée  Constatée EPA-TSCA 

Fluorène Faible  Constatée EPA-TSCA, 

IARC 

Phénanthrène Modérée  Constatée EPA-TSCA, 

IARC 

Anthracène Modérée  Constatée EPA-TSCA, 

IARC 

Fluoranthène Modérée Non confirmée Constatée * EPA-TSCA, 

IARC 

Pyrène Modérée Non confirmée Constatée * EPA-TSCA, 

IARC 

Benzo(e)pyrène  Non confirmée Constatée * IARC 

Benzo(g,h,i)perylène  Non confirmée Constatée IARC 

Benzo(a)anthracène Elevée Confirmée Constatée * EPA-TSCA, 

IARC 

Chrysène  Confirmée Constatée * EPA-TSCA, 

IARC 

Benzo(b)fluoranthène  Confirmée Constatée  IARC 

Benzo(k)fluoranthène  Confirmée Constatée  IARC 

Benzo(a)pyrène Elevée Confirmée Constatée * EPA-TSCA, 

IARC 

Indeno(1,2,3-cd)pyrène  Confirmée Constatée  EPA-TSCA, 

IARC 

Dibenzo(a,h)anthracène Elevée Confirmée Constatée * EPA-TSCA, 

IARC 

(*) Mutagène pour l’homme 

IARC : Centre International de Recherche sur le Cancer 

EPA-TSCA: Environmental Protection Agency-Toxic Substances Control Act. 



 

 

2.3 Types de polluants 

Les groupes de composés pétroliers polluants pour lesquelles la bio

possible sont : Les hydrocarbures pétroliers (gasoils, fuels, kérosène, huiles minérales).  Les 

déchets d’exploitation du pétrole (boues et résidus d’huiles de forages) (Bertrand 

Ils existent d’autres polluants organiques, qu

que : le phénol, le cyclohexane, le para

2.3.1 Le phénol  

Le phénol le dérivé mono-

produit dangereux pour tous les organismes vivants, il 

voies d’exposition a un large spectre d’action.

Figure 1 : Schéma représente la structure chimique de phénol

 Utilisation :  

Mais aussi est largement employé dans l’industrie, on le rencontre dans : 

 L’industrie des matières plastiques. 

 L’industrie des fibres synthétiques.

 L’industrie pétrolière.

 L’industrie pharmaceutique.

 L’industrie des détergents. 

 L’industrie des pesticide

 L’industrie des colorants et des additifs pour huiles

 Toxicité : 

Plusieurs expérimentations appliquées sur des animaux confirment

est absorbé facilement par ingestion, par inhalation ou à travers la peau, le phénol est éliminé

rapidement, essentiellement dans l’urine sous forme de dérivé sulfo

conjugué. 
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Les groupes de composés pétroliers polluants pour lesquelles la bio-dépollution est 

possible sont : Les hydrocarbures pétroliers (gasoils, fuels, kérosène, huiles minérales).  Les 

déchets d’exploitation du pétrole (boues et résidus d’huiles de forages) (Bertrand et al., 1972). 

’ils ont un impact sur l’environnement, tels 

O) (Figure 2). Est un 

est facilement a absorbé par toutes les 

Bonnard et al., 2011). 

Mais aussi est largement employé dans l’industrie, on le rencontre dans :  

la toxicité de phénol. Il 

est absorbé facilement par ingestion, par inhalation ou à travers la peau, le phénol est éliminé 

conjugué ou glucurono-



 

 

Le phénol par voie orale et cutanée (selon la concentration), irritant pour le tractus 

respiratoire et corrosif pour la peau c’est la toxicité aigue. Une 

induit des effets d’intensité variable selon l’espèce, en particulier sur le système nerveux 

central, le cœur, le foie et les reins appelé aussi la toxicité sub

aussi il a un effet génotoxique in v

mammifère ; in vivo, il augmente légèrement le taux de micronoyau dans les érythrocytes, à 

des doses toxiques uniquement. Et aussi effets cancérogènes.

Pour leur toxicité sur l’homme est caractérisé par

 Pour les intoxications aigue professionnelles sont rares et interviennent 

essentiellement par voie cutanée, la faible volatilité du phénol limitant les risques 

d’inhalation de concentrations importantes

 Pour la toxicité chronique se caractérise par des tr

 L’effet cancérogène : une étude de mortalité chez des salariés employés dans des 

industries produisant du phénol ne montre pas d’augmentation statistiquement 

significative de cancers.

 L’effet sur la reproduction

2011). 

2.3.2 Le cyclohexane  

Le cyclohexane (C6H12) (Figure

insoluble, stable dans les conditions normales d’utilisation, très inflammable (Vollhardt 

2004).  

Figure 2: Structure 

 Utilisation  

Le cyclohexane est utilisé principalement comme 

 matière première dans l’industrie chimique.

  La fabrication du nylon (matière de base).

 Dans les peintures et encres d’imprimerie.

 Dans les industries pharmaceutiques.
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Le phénol par voie orale et cutanée (selon la concentration), irritant pour le tractus 
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 Toxicité  

Le cyclohexane présente une toxicité modérée qui se manifeste à des doses assez élevée, 

ne présent pas ni un profil génotoxique et ni une toxicité aiguë (Bonnad et al., 2010). 

2.3.3 Le para-nitrophénol 

Le 4-Nitrophénol (4-NP) aussi appelé p-nitrophénol (p-NP) est un composé phénolique 

(C6H5NO3) qui comporte un groupe nitro à l'opposé du groupe hydroxyle sur le cycle 

benzylique. Sa formule moléculaire est dans la (Figure 4). Nitrophénol est un solide très 

stable d’odeur caractéristique. Il apparait sous forme de cristaux jaunes pâles (Salehi et al., 

2011). 

 

Figure 3: Structure chimique du 4-nitrophénol (Salehi et al., 2011). 

 Utilisation 

 Le 4-NP rentre dans : 

 la fabrication des teintures ; des herbicides, fongicides, insecticides, matières 

explosives. 

  d'indicateur et de matière première pour les pesticides ; 

 Il est également un intermédiaire de synthèse et un produit de dégradation des produits 

pharmaceutiques (exemple: paracétamol) (Salehi et al., 2011; Peng et al., 2009). 

 Toxicité  

Le p-NP est un composé toxique qui pénètre dans l’environnement qui peut atteindre 

 l’être humain, comme produit hydrolytique, pendant la dégradation de plusieurs 

pesticides (Guang-Cai et al., 2006). 

 L'inhalation de para-nitrophénol provoque une irritation des voies respiratoires, la toux 

et l'essoufflement. 

 L'ingestion de para-nitrophénol provoquer la formation de méthémoglobine, entraînant 

une cyanose, la bronchite… et d’autres symptôme moins grave (Suresh et al., 2006). 

  En raison de leur toxicité et leur réactivité, la présence des composés de phénol dans 

l'environnement a suscité une grande préoccupation (Peng et al., 2009; Yongliang et 

al., 2009). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0043135408006544
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0043135408006544
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3. Devenir des hydrocarbures dans l’environnement 

3.1 Le processus de transformation  

Parmi l’ensemble des substances organiques naturelles ou xénobiotique, les hydrocarbures 

constituent une classe très diversifiée sur le plan de la structure chimique et dont la 

caractéristique physico-chimique principale est une très faible solubilité dans l’eau, mis à part 

les aromatiques légers (Bocard, 2006). 

Donc des différents traitements ont été appliques pour l’élimination et la dépollution 

d’environnement. 

C’est par des processus physiques, chimiques et biologiques qu’un hydrocarbure va 

pouvoir être déplacer, transformer ou éliminé. Parmi les différents facteurs environnementaux 

(Zou et al ., 2009 ; Picot et al., 2013). 

Processus physiques  

Constituent la majorité des technique mises en œuvre actuellement ; elles consistent à 

séparer les polluants, sans les modifies ou les détruire. Les procédés d’adsorption sur charbon, 

d’extraction, de lavage et de confinement sont les plus souvent utilisés (Scriban, 1999). 

Processus chimique 

Les méthodes chimiques telles que l’oxydation ou la neutralisation ont pour but de détruire 

les polluants ou de les transformer en une forme moins nocive pour l’environnement, en 

provoquant des réactions chimiques entre le polluant et le réactif ajouté. Ils peuvent être 

applicables in-situ ou après excavation des sols (Colin, 2000). 

Processus biologique 

La biodégradation est le processus naturel le plus important dans la dépollution de 

l’environnement. Les microorganismes sont responsables de ce traitement, en particulier les 

bactéries. La décontamination par voie biologique consiste donc à stimuler un phénomène 

naturel pour en augmenter le rendement afin de détruire le polluant organique qui sera utilisé 

comme source de carbone (Colin, 2000).  

3.2 Le processus biotique 

3.2.1 Bioremédiation 

La dépollution des sols par voie biologique est un axe de recherche qui se développe de 

manière importante depuis quelques années. La biodégradation utilise l’action de 

microorganismes ou de végétaux pour dépolluer les sols. Il s’agit donc de la bioremédiation. 

Jugée rentable et efficace contre l’élimination de composés pétroliers et notamment des 

hydrocarbures BTEX (Tarayre 2012 ; Jin et al. 2013). 
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La décontamination se fait in situ en introduisant dans le sol les éléments nécessaires au 

développement de la biomasse ou bien ex situ en traitant le sol excavé (Colin, 2000). Pour la 

dégradation des hydrocarbures, différents micro-organismes sont utilisés tels que 

Arthrobacter, Novocardia ou Pseudomonas. Si la flore locale est inadaptée à la dégradation 

des polluants ou est peu abondante, des souches bactériennes performantes allochtones 

peuvent être ajoutées au sol (Colin, 2000).  

3.2.2 Types de bioremédiation 

Plusieurs techniques de bioremédiation sont connues. Grâce à une dégradation par la 

microfaune ou d’autres processus naturels (dilution, absorption, évaporation), la teneur en 

polluants des sols peut diminuer. Réalisée par l’intermédiaire d’actions de microorganismes 

ou de plantes, cette dégradation naturelle est appelée l’atténuation naturelle. Des 

microorganismes exogènes, parfois génétiquement modifiés, peuvent être nécessaires à la 

dépollution de sols. Cette technique, la bio-augmentation, repose sur la capacité de certains 

microorganismes à minéraliser, décomposer ou transformer des contaminants en substances 

moins nocive (Tarayre, 2012). 

3.2.3 Facteurs influençant la biodégradation  

Les propriétés physico-chimiques telles que la densité, la solubilité ou le coefficient de 

partage influent par exemple sur cette biodégradabilité. Le coefficient de partage correspond 

au rapport des concentrations en substances polluantes absorbées par le milieu récepteur et la 

concentration de substances polluantes dissoutes dans le fluide.  

Cependant, la biodégradation des hydrocarbures dépend de nombreux paramètres comme 

la température ou la présence d’eau dans les sols. Ainsi, il est important de connaître la 

structure et la nature du sol. L’humidité, la salinité, le pH, le taux d’oxygène ainsi que la 

composition chimique sont des paramètres à suivre. En effet, ceux-ci doivent permettre une 

efficacité optimale des microorganismes et donc se rapprocher au maximum des conditions 

optimales de croissance de ces microorganismes (OMI, 2005; Picot et al., 2013). 

Malgré la diversité des hydrocarbures et par conséquent de leur biodégradabilité, cette 

dernière est soumise à quelques règles. Plus la chaîne d’un hydrocarbure aromatique sera 

longue, plus sa biodégradabilité sera difficile. 

Concernant les solvants chlorés, ils sont d’autant plus dégradables s’ils ne comportent que 

très peu d’atomes de chlore. Plus l’hydrocarbure comportera de cycles, plus sa 

biodégradabilité sera importante (Tarayre 2012). 

La biodégradation des hydrocarbures est aussi plus importante lorsque l’on sélectionne au 

préalable un consortium bactérien adapté aux polluants (Mazzeo et al., 2010). 
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Dans un milieu pollué par de l’essence sans plomb, un consortium contenant des bactéries 

des genres Pseudomonas, Shewanella, Burkholderia, Alcanivorax, Rhodococcus et Bacillus, 

est capable de dégrader 95% des hydrocarbures BTEX présents dans le milieu (Morlett-

Chávez et al,. 2010). 

Les mécanismes de l'adaptation  

Trois types d'adaptation sont généralement proposés pour la biodégradation des pesticides 

et autres polluants (Spain, 1990) :  

 des micro-organismes dégradant le produit sont présents dans le sol, mais leur taux de 

population est faible. Cette population va alors progressivement augmenter à un niveau 

suffisant pour provoquer une disparition significative du produit (Aelion et al., 1987). 

 ces micro-organismes sont présents, mais les enzymes nécessaires à la dégradation 

doivent être synthétisées. La phase de latence sera alors plus longue que précédemment. 

 une adaptation génétique s'ajoute aux phénomènes précédents. Elle se traduit sous la 

forme d'un transfert de gènes codant pour les enzymes de dégradation, ou par l'acquisition de 

nouvelles capacités par l'intermédiaire de mutations. La phase de latence est alors souvent très 

longue (Figure 4). 

 

Figure 4: Mise en évidence des phénomènes d'adaptation dans les sols (Martins, 1993).  

(1) =phase de latence; (2) = phase de biodégradation. 

3.2 La biodégradation des hydrocarbures  

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

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

appelés hydrocarbonoclastes (Riser, 1998 ; Soltani, 2004). 
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La biodégradation biotique des hydrocarbures est déterminée par des paramètres 

environnementaux, physico-chimiques et biologiques et dépend fortement des populations de 

microorganismes présents (Agteren et al., 1998 ; Picot et al., 2013). 

Une grande diversité de bactéries et champignons peut dégrader les polluants organiques 

dans le sol (biodégradation), dont les hydrocarbures et leurs produits de dégradation. Ces 

derniers deviennent de nouvelles sources de carbone dans le sol : les microorganismes s’en 

nourrissent et les transforment en eau et en CO2. Cependant, tous les composés organiques ne 

seront pas dégradés de la même façon (Lévéque, 2008 ; Técher, 2011 ; Picot et al., 2013). 

En revanche, la culture de bactéries étant plus rapide, ajouté au fait que les bactéries 

assimilent mieux certaines molécules, l’usage de ces dernières est préféré. Dans cette optique, 

cette synthèse traitera donc des bactéries dégradant les hydrocarbures. Lorsque l’on nomme 

les bactéries capables de dégrader les hydrocarbures, presque tous les clades phylogénétiques 

sont représentées.  Aussi, on retrouve aussi bien des bactéries Gram négatives que des 

bactéries Gram positives (Técher, 2011). 

De nombreuses espèces de microorganisme, principalement des bactéries. Ces 

organismes ubiquistes dégradant les hydrocarbures (Atlas, 1995 a, b; Olivera et al., 1997). Ils 

ont même été rencontrés dans les écosystèmes extrêmes comme les régions polaires (Whyte et 

al., 1995; Aislabie et al., 1998), les déserts (Al-Hadrami et al., 1995) ou les sources chaudes 

(Zarilla et Perry, 1984) mais aussi des champignons, ont  la capacité  génétique d’oxyder une 

grande partie des hydrocarbures et des produits associés (Agteren et al., 1998 ; Bocard, 2006).  

Exemples des genres bactériens décrits comme aptes à dégrader les hydrocarbures : 

Aeromonas, Acetobacter, Achromobacter, Acinetobacter, Actinomyces, Alcaligenes, 

Alcanivorax, Bacillus, Beneckea, Brevibacterium, Burkholderia, Corynebacterium, 

Cycloclasticus, Cytophaga, Erwina, Flavobacterium, Klebsiella, Lactobacillus, Leucothrix, 

Micrococcus, Moraxella, Mycobacterium, Myxobacterium, Nocardia, Peptococcus, 

Pseudomonas, Rhodococcus, Sarcina, Serratia, Shewanella, Spherotilus, Xanthomonas 

(Morlett-Chávez et al. 2010 ; Tarayre 2012). 

Exemples des champignons dépollueurs : Aspergillus niger, Aspergillus flavus, 

Penicillium tordum, sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Trichoderma viride, 

Trichoderma harzanium (Rama et al., 1993). 

En utilisant, dans la plupart des cas, une fraction d’un substrat comme source de carbone 

pour synthétiser leurs constituants cellulaires et donc se développer et se diviser (synthèse de 

la biomasse) et en utilisant pour ce faire l’énergie libérée par l’oxydation de la fraction 



 

 

complémentaire du substrat selon la voie catabolique du métabolisme général (

microorganismes sont adaptés à un milieu spécifique (Bocard, 2006).

 

Figure 5 : Métabolisme 

3.2.1 En condition anaérobie

Leur dégradation en milieu anaérobie est plus complexe et moins bien connue (Picot 

2013 ; Agteren et al., 1998).Les enzymes ne sont pas toujours spécifiques et sont capables de 

s’attaquer à des structures chimiques similaires aux substances naturelles. La spécificité des 

microorganismes est également très variable et ils s’attaquent souvent à une gamme plus o

moins large de composés organiques.

 

En revanche, en condition anaérobie, le stade ultime de la biodégradation est rarement 

atteint.il y a alors apparition en plus du méthane, de composés organiques carbonés 

partiellement oxydés tels que divers acides or

L’absence de minéralisation complète est un phénomène d’importances car la 

biodégradation entraine parfois la production de métabolites plus 

initial (Picot et al., 2013). 

3.2.2 En condition aérobie

En fait la biodégradation des hydrocarbures s’effectue le plus souvent en milieu aérobie 

(O2) avec formation finale de dioxyde de carbone (CO

Plusieurs familles d’enzymes catalysent les réactions d’oxydation des hydrocarbures dont 

les mono-oxygénases et les

microorganismes  procaryotes).

totale. 
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complémentaire du substrat selon la voie catabolique du métabolisme général (

microorganismes sont adaptés à un milieu spécifique (Bocard, 2006). 

 

Métabolisme général d’un substrat organique (Bocard, 2006).

ondition anaérobie 

Leur dégradation en milieu anaérobie est plus complexe et moins bien connue (Picot 

1998).Les enzymes ne sont pas toujours spécifiques et sont capables de 

s’attaquer à des structures chimiques similaires aux substances naturelles. La spécificité des 

microorganismes est également très variable et ils s’attaquent souvent à une gamme plus o

moins large de composés organiques. 

En revanche, en condition anaérobie, le stade ultime de la biodégradation est rarement 

atteint.il y a alors apparition en plus du méthane, de composés organiques carbonés 

partiellement oxydés tels que divers acides organiques. 

L’absence de minéralisation complète est un phénomène d’importances car la 

biodégradation entraine parfois la production de métabolites plus toxiques que le produit 

En condition aérobie 

biodégradation des hydrocarbures s’effectue le plus souvent en milieu aérobie 

) avec formation finale de dioxyde de carbone (CO2) et d’eau (H2O). 

Plusieurs familles d’enzymes catalysent les réactions d’oxydation des hydrocarbures dont 

s et les di-oxygénases (ces dernières caractéristiques des 

microorganismes  procaryotes). En condition aérobie, la biodégradation est généralement 
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complémentaire du substrat selon la voie catabolique du métabolisme général (Figure 5).les 

Bocard, 2006). 

 

Leur dégradation en milieu anaérobie est plus complexe et moins bien connue (Picot et al., 

1998).Les enzymes ne sont pas toujours spécifiques et sont capables de 

s’attaquer à des structures chimiques similaires aux substances naturelles. La spécificité des 

microorganismes est également très variable et ils s’attaquent souvent à une gamme plus ou 

En revanche, en condition anaérobie, le stade ultime de la biodégradation est rarement 

atteint.il y a alors apparition en plus du méthane, de composés organiques carbonés 

L’absence de minéralisation complète est un phénomène d’importances car la 

toxiques que le produit 

biodégradation des hydrocarbures s’effectue le plus souvent en milieu aérobie 

Plusieurs familles d’enzymes catalysent les réactions d’oxydation des hydrocarbures dont 

oxygénases (ces dernières caractéristiques des 

En condition aérobie, la biodégradation est généralement 



 

 

Les réactions d’incorporation d’un ou deux atomes d’oxygène au sein d’un substrat 

hydrocarboné est : 

 Pour les réactions catalysées par les mono

 

O

 

 Pour les réactions catalysées par les di

 

Figure 6: Le principe essentiel de la biodégradation aérobie des hydrocarbure

La Figure  7 présente la biodégradation de phénol par 

aérobie, qui commence par la formation de catéchol après une rupture par l’enzyme 

hydroxylase. Le catéchol peut encore être dégradée par l’intermédiaire de méta (rupture d’une 

liaison entre un carbone portant un groupement hydroxyle et le car

ne portant pas de groupement hydroxyle) ou le clivage ortho (rupture de la liaison entre les 

deux groupements hydroxyle) par le catéchol 2,3
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Les réactions d’incorporation d’un ou deux atomes d’oxygène au sein d’un substrat 

Pour les réactions catalysées par les mono-oxygénases 

O2 + 2e- + 2H+ + Substrat            H2O + Substrat

Pour les réactions catalysées par les di-oxygénases 

 

O2 + Substrat             Substrat-2O 

 

Le principe essentiel de la biodégradation aérobie des hydrocarbure

al., 2000). 

présente la biodégradation de phénol par Pseudomonas putida

aérobie, qui commence par la formation de catéchol après une rupture par l’enzyme 

hydroxylase. Le catéchol peut encore être dégradée par l’intermédiaire de méta (rupture d’une 

liaison entre un carbone portant un groupement hydroxyle et le carbone immédiatement voisin 

ne portant pas de groupement hydroxyle) ou le clivage ortho (rupture de la liaison entre les 

deux groupements hydroxyle) par le catéchol 2,3-di-oxygénase. Donne un 
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Les réactions d’incorporation d’un ou deux atomes d’oxygène au sein d’un substrat 

O + Substrat-O 

Le principe essentiel de la biodégradation aérobie des hydrocarbure (Wolfgang et 

seudomonas putida en condition 

aérobie, qui commence par la formation de catéchol après une rupture par l’enzyme 

hydroxylase. Le catéchol peut encore être dégradée par l’intermédiaire de méta (rupture d’une 

bone immédiatement voisin 

ne portant pas de groupement hydroxyle) ou le clivage ortho (rupture de la liaison entre les 

oxygénase. Donne un aldéhyde semi-2- 



 

 

Hydroxymuconique. Cependant,  une série d’activit

aldehyde  déshydrogénase, l’isomérase,  décarboxylase, hydratase et aldolase, arrivant au 

pyruvate comme un produit final qui va être entré dans le cycle d’acide tricarboxylique TCA.

Figure 7 : La biodégradation de phénol par 

La biodégradation non-enzymati

Les micro-organismes peuvent contribuer à la dégradation des polluants de manière 

indirecte par leur impact sur le milieu. L'activité microbienne se traduit souvent sous la forme 

d'une acidification ou d'une alcalinisation (cycle de l'azote) du milieu envi

pourra entraîner des modifications de pH qui provoqueront des hydrolyses acides ou alcalines 

de certains composés (Paul et Clark, 1989).

Synthèse bibliographique

. Cependant,  une série d’activité enzymatique a lieu. Tels que hydrolase, 

aldehyde  déshydrogénase, l’isomérase,  décarboxylase, hydratase et aldolase, arrivant au 

pyruvate comme un produit final qui va être entré dans le cycle d’acide tricarboxylique TCA.

biodégradation de phénol par Pseudomonas putida en condition aérobie

(Agteren et al., 1998).  

enzymatique  

organismes peuvent contribuer à la dégradation des polluants de manière 

indirecte par leur impact sur le milieu. L'activité microbienne se traduit souvent sous la forme 

d'une acidification ou d'une alcalinisation (cycle de l'azote) du milieu envi

pourra entraîner des modifications de pH qui provoqueront des hydrolyses acides ou alcalines 

(Paul et Clark, 1989). 
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é enzymatique a lieu. Tels que hydrolase, 

aldehyde  déshydrogénase, l’isomérase,  décarboxylase, hydratase et aldolase, arrivant au 

pyruvate comme un produit final qui va être entré dans le cycle d’acide tricarboxylique TCA. 

 

en condition aérobie 

organismes peuvent contribuer à la dégradation des polluants de manière 

indirecte par leur impact sur le milieu. L'activité microbienne se traduit souvent sous la forme 

d'une acidification ou d'une alcalinisation (cycle de l'azote) du milieu environnant. Aussi, elle 

pourra entraîner des modifications de pH qui provoqueront des hydrolyses acides ou alcalines 
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1. Matériels 

1.1 Site du prélèvement du sol 

Quatre échantillons du sol contaminé par les dérivés pétroliers (huiles, essence, gasoil) ont 

été prélevé à partir d’une station de service de la ville de Laghouat (Figure 08). 

La station de service étudié (figure 08) est une station ancienne qui à été installé sur site de 

plus de 20 ans.  

 

 

Figure 08: Localisation de site des prélèvements (google maps). 

1.2 Méthode d’échantillonnage  

Un point essentiel pour la valeur des résultats de l’analyse est celui du choix des 

échantillons représentatifs de l’état microbiologique régnant dans le sol étudié, avant de 

commencer l’échantillonnage nous avons examiné le terrain du point de vue de son 

uniformité, genre de sol, disponibilité de matière organique (Simonart, 1957). Quatre 

prélèvements du sol pollué ont été réalisés à l’aide d’une spatule stérile à une profondeur de 

20 cm selon la norme ISO 10381-1994 pour les analyses microbiologiques. Les prélèvements 

sont faits dans les mêmes conditions physiques (température et humidité) et dans le même 

jour. Les échantillons sont transportés vers le laboratoire avec soin et puis ils ont été 

conservés dans des flacons stériles à 4°C pour garder leur humidité. Le séchage des 

échantillons tue une partie de la microflore et rend impossible la détermination de la biomasse 

microbienne (Itab, 2002).  

 

Site de prélèvement du sol 
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2. Méthodes 

2.1 État de sol 

Les quatre échantillons du sol (figure 09) ont une couleur et textures différentes (tableau 

04) en raison de la différence d’endroit de prélèvement et de la nature du polluant. 

Tableau 04 : Les caractéristiques des echantillons des sols prélevés. 

sol couleur/odeur 

Echantillon 1 Marron / odeur + 

Echantillon 2 Noire / odeur ++ 

Echantillon 3 Marron fancé / odeur ++ 

Echantillon 4 Marron / odeur + 

+ : présence d’odeur.      ++ : odeur forte. 

 

Figure 09 : Aspect des échantillons des sols (originale : Rezzoug et Hamdi, 2015). 

2.2 Analyse microbiologique 

2.2.1 Préparation des dilutions et mise en culture 

La méthode standard de dénombrement est de culture sur boîte de pétri, la technique de 

dénombrement dite « technique du nombre le plus probable » et elle permet l’estimation de la 

population bactérienne. A partir des quatre échantillons du sol contaminé, nous avons préparé 

quatre solutions mères en mettant 5g du sol sec dans 45 ml d’eau physiologique stérile. 



 

 

Les suspensions ont subit ensuite une série de dilution de 10 

15 min qui suit la préparation des

autoclavé à 1 bars pendant 20 min. 

ml après agitation mécanique, la suspension 

maximum de garantie et de précision (

milieux riches : le milieu MH 

Figure 10 : Schéma d’isolement par la technique des dilutions

2.2.2 Dénombrement   

Le nombre de colonie apparue après culture sur milieu solide 

microbienne présentes dans le v

retenue après culture doit être compris entre 30 et 300 colonies (

Après 24h d'incubation à 30°C, les colonies développées sont dénombrées à l'aide d'un 

compteur de colonies.  
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t ensuite une série de dilution de 10 -1 à 10-8  (figure  10

in qui suit la préparation des solutions mère, la verrerie utilisé dans la dilution à été 

pendant 20 min. Après étalement sur un milieu gélosé d’

mécanique, la suspension est rendue rigoureusement homogène pour un 

maximum de garantie et de précision (Meyer et al., 2004). Les milieux

 et milieu GN (Annexe 01). 

 

chéma d’isolement par la technique des dilutions (Bouderhem, 

 

 

Le nombre de colonie apparue après culture sur milieu solide répond au nombre de cellule 

microbienne présentes dans le volume analysés de la suspension, le nombre de colonie 

retenue après culture doit être compris entre 30 et 300 colonies (Meyer et al.,

Après 24h d'incubation à 30°C, les colonies développées sont dénombrées à l'aide d'un 
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(figure  10) dans les 

dans la dilution à été 

d’un volume de 0,1 

rendue rigoureusement homogène pour un 

milieux utilisés sont des 

 

(Bouderhem, 2011). 

au nombre de cellule 

le nombre de colonie 

al., 2004) 

Après 24h d'incubation à 30°C, les colonies développées sont dénombrées à l'aide d'un 



 

 

Selon Marchal et Bourdon 

en calculant la moyenne arithmétique des résultats obtenus et en tenant compte des facteurs de 

dilution, selon la formule: 

  

 

Avec  

N : nomb

n: nombre des colonies dénombrées.

V1: volume prélevé (0.1ml).

V2 : volume de la solution mére (45 mL)

m : Masse du sol (5 g)

d: facteur de 

2.3 Isolement et purification 

Un seul type de microorganisme ne peut pas 

besoin d’une culture pure, une population de cellules provenant d’une seule cellule 

caractérisé une espèce individuellement (

par la technique des stries (figure 11

gélosé à l’aide d’une boucle d’inoculation après stérilisation et étalement sur la surface de la 

boite en suivant un motif défini après avoir strié un secteur

et utilisée pour strié un échantillon prélevé de ce premier secteur, un troisième secteur est strié 

de la même manière mais en prélevant l’échantillon dans le second secteur 

2010 ). La sélection est basée sur l'aspect macroscopiq

diamètre, l’opacité…etc. le repiquage est subit de façon successif à fin d’

pure, l’incubation se faites à 37°C pendant 24h.

 

Figure 11
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 (1991), le nombre de germes par gramme de sol est déterminé 

en calculant la moyenne arithmétique des résultats obtenus et en tenant compte des facteurs de 

N : nombre des microorganismes en UFC/g. 

nombre des colonies dénombrées. 

: volume prélevé (0.1ml). 

: volume de la solution mére (45 mL) 

: Masse du sol (5 g) 

facteur de dilution. 

et purification des souches bactériennes  

Un seul type de microorganisme ne peut pas être étudié dans une culture mélangée. On a 

besoin d’une culture pure, une population de cellules provenant d’une seule cellule 

caractérisé une espèce individuellement (Lansing et al., 2010). On obtient des colonies pure 

(figure 11), le mélange microbien est transféré au bord d’une boite 

gélosé à l’aide d’une boucle d’inoculation après stérilisation et étalement sur la surface de la 

boite en suivant un motif défini après avoir strié un secteur la boucle d’inoculation est 

et utilisée pour strié un échantillon prélevé de ce premier secteur, un troisième secteur est strié 

de la même manière mais en prélevant l’échantillon dans le second secteur 

. La sélection est basée sur l'aspect macroscopique des colonies : la couleur, la forme, le 

le repiquage est subit de façon successif à fin d’obtenir des colonies 

pure, l’incubation se faites à 37°C pendant 24h. 

Figure 11 : Technique des stries (Lansing et al., 2010 )

N = ((n / d. V1)×V2)/m 

Matériels et méthodes 

22 

nombre de germes par gramme de sol est déterminé 

en calculant la moyenne arithmétique des résultats obtenus et en tenant compte des facteurs de 

étudié dans une culture mélangée. On a 

besoin d’une culture pure, une population de cellules provenant d’une seule cellule pour 

On obtient des colonies pure 

, le mélange microbien est transféré au bord d’une boite 

gélosé à l’aide d’une boucle d’inoculation après stérilisation et étalement sur la surface de la 

la boucle d’inoculation est stérilisé 

et utilisée pour strié un échantillon prélevé de ce premier secteur, un troisième secteur est strié 

de la même manière mais en prélevant l’échantillon dans le second secteur (Lansing et al., 

ue des colonies : la couleur, la forme, le 

obtenir des colonies 

 

2010 ) 
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Les souches isolées ont par la suite conservée dans des tube à vise contenant un milieu GN 

incliné ensemencé par la méthode se stries sur la pente, incubé à 37°C pendant 24h et puis 

conservé à 4°C pour une durée de 4 à 6 semaine a fin de pouvoir toujours disposer des 

cellules viables. La réactivation doit se faire tout les mois (Denis et al., 2007). 

Les souches ont été conservées également par congélation à – 18°C dans un milieu de 

conservation (annexe 01) à base de glycérol à une concentration de l’ordre de 50% qui 

protègent les cellules bactériennes contre la formation des cristaux de glace intra-celullaires 

ou extra-cellulaires qui peuvent être très dommageable pour les cellule. La congélation est 

réalisé à fin de conserver les souches pour une utilisation ultérieur (Denis et al., 2007). 

2.4 Identification  

L’identification des bactéries isolées est réalisée à l’aide de leur aspect morphologique et 

leurs propriétés biochimiques. 

2.4.1 Etude morphologique  

2.4.1.1 Aspect macroscopique  

L’aspect macroscopique des cultures sur milieu solide constitue encore une part importante 

de l’identification d’un microorganisme, on peut caractériser les bactéries selon l’aspect des 

colonies formées. Plusieurs critères peuvent être alors envisagés : 

 La taille ; 

 La forme : punctiforme, ronde régulière, dentelée irrégulière (striation radiale ou 

concentrique) ; 

 L’aspect : colonie rugueuses, ou R (rough), ou S (smooth), à surface lisse, brillante et 

régulière ; colonie muqueuses, ou M, à l’aspect gras et coulant.  

 Le volume : colonie bombées ou plates, étalées ; 

 La couleur : selon l’élaboration d’un pigment (Meyer et al., 2004). 

2.4.1.2Aspect microscopique  

Observation à l’état frais  

La coloration de bleu de méthylène permet l’observation de la morphologie cellulaire, la 

présence ou l’absence des spores (Delrass, 2008). 

Coloration de Gram  

La coloration de Gram divise la plupart des bactéries en deux groupes, elle est basée sur la 

nature biochimique de la paroi bactérienne sur base de la perméabilité de leur paroi à l’Alcool, elle 

nous permet de visualisé la forme des bactéries, le regroupement et la pureté, cette coloration 

est réalisé systématiquement  à partir d’une colonie sur une lame bien propre (Scaechter et al., 

1993).  
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La coloration de Gram utilise 4 réactions : 

 Le Cristal Violet qui colore tout en violet. 

 Le Lugol faible qui se complexe au cristal violet, formant un colorant violet soluble 

dans l’alcool. 

 L'Alcool ou l’Alcool/Acétone qui décolore certaines bactéries (celles dont la paroi est 

perméable à l’alcool), mais pas d'autres (celles dont la paroi est imperméable à 

l’alcool). 

  La Safranine (ou la Fuchsine de Ziehl, diluée 10 x v/v), qui colore en rouge/rose les 

bactéries décolorées par l'alcool, sans modifier la couleur des autres bactéries (violet 

foncé/bleu) (Galet et al., 2009).  

Test KOH  

Le test KOH est une méthode de déterminer rapidement le Gram d’une bactérie (positif ou 

négatif), sur une lame propre à l’aide d’une pipette pasteur on mettre une colonie et on ajoute 

une goutte d’une solution de KOH à 3% et on mélange avec la même pipette, après quelque 

seconde on tire le mélange vers le haut, s’il ya une formation d’un filament, la colonie isolé 

est donc constitué de bactéries à Gram négatif, et s’il n’ya pas la formation du filament 

visqueux donc la colonies est constitué de bactéries à Gram positif (Delrass,  2008).  

2.4.2 Analyse biochimique  

L’identification du genre bactérien s’est basé sur quelque test biochimique ainsi que 

l’utilisation de la galerie Api 20E et Api 20NE.  

2.4.2.1 Etude des enzymes respiratoires  

 Recherche de la catalase  

La catalase est une enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde d'hydrogène 

(H2O2) avec dégagement d'oxygène selon la réaction suivante:  

                                        

                                       Enzyme catalase 

 

H2O2  H2 O + ½ O2 

 

Sur une lame propre, à l’aide d’une pipette pasteur on dépose une colonie bactérienne jeune 

sur laquelle on dépose une goutte d’eau oxygéné. La présence de catalase est révélée 

immédiatement par la présence des bulles d’air qui correspondent à l’oxygène dégagé.  

 



 

 

 Recherche de l’oxydase

Le test oxydase est à la base d’identification des bactéries à Gram négatif

cytochromes sont des protéines qui appartiennent à la chaîne respiratoire, composée d'une 

succession de transporteurs d’électrons, en particulier les cytochromes porteurs de coenzymes 

héminiques. La recherche de l'oxydase est un des critères les plus discriminatifs et les plus 

employés pour l'identification des bactéries.

capacité de la bactérie testée à oxyder la forme réduite incolore de dérivés méthylés du 

paraphénylène diamine, en leur forme oxydée se

1991).  Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phénylène 

bactéries à partir de leur culture en milieu gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un 

réactif : le N diméthyl paraphénylène diamine

en présence de l’enzyme, il libère un composé 

diamine oxydase réactif incolore composé rose violette noircissant à l’air

1991). A partir d’une culture jeune on racle une colonie et on la dépose sur le disque 

d’oxydase, la lecture est immédiat

2.4.2.2 Métabolisme des glucides

Recherche de la β-galactosidase ou ONPG 

Pour dégrader activement le lactose, les microorganismes doivent posséder deux enzymes ; 

la perméase et la β-galactosidase

structure analogue au lactose. 

tandis que l’ONPG est composée d’une molécule d’orthonitrophényl liée à un galactose.

L’hydrolyse de l’ONPG (composé 

de la coloration jaunâtre du milieu

disque d’ONPG à 37°C pendant 24h. 

Figure 12 : Réaction d’hydrolyse 

Lecture  

 Réaction ONPG+

 Réaction ONPG 
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Recherche de l’oxydase  

Le test oxydase est à la base d’identification des bactéries à Gram négatif

cytochromes sont des protéines qui appartiennent à la chaîne respiratoire, composée d'une 

d’électrons, en particulier les cytochromes porteurs de coenzymes 

héminiques. La recherche de l'oxydase est un des critères les plus discriminatifs et les plus 

l'identification des bactéries.  Cette recherche consiste à mettre en évidence la 

capacité de la bactérie testée à oxyder la forme réduite incolore de dérivés méthylés du 

paraphénylène diamine, en leur forme oxydée semi-quinonique rose violacé 

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phénylène diamine oxydase des 

bactéries à partir de leur culture en milieu gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un 

réactif : le N diméthyl paraphénylène diamine (Marchal et al., 1991). Ce réactif est incolore et 

en présence de l’enzyme, il libère un composé rose-rouge, noircissant à l’air. phénylène 

diamine oxydase réactif incolore composé rose violette noircissant à l’air

A partir d’une culture jeune on racle une colonie et on la dépose sur le disque 

d’oxydase, la lecture est immédiate. 

Métabolisme des glucides  

actosidase ou ONPG – hydrolase  

Pour dégrader activement le lactose, les microorganismes doivent posséder deux enzymes ; 

galactosidase (figure 12). L’ONPG soit β- galactoside possède une 

structure analogue au lactose.  Le lactose est formé de molécules de glucose et de galactose,

tandis que l’ONPG est composée d’une molécule d’orthonitrophényl liée à un galactose.

L’hydrolyse de l’ONPG (composé incolore) libère l’orthonitrophényl qui est responsable 

de la coloration jaunâtre du milieu, Une suspension bactérienne dense de 5 ml incubé avec un 

disque d’ONPG à 37°C pendant 24h. La réaction se déroule comme suite : 

Réaction d’hydrolyse de l’ONPG (Marchal et al., 19

Réaction ONPG+ : coloration jaune 

Réaction ONPG - : pas de coloration 
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Le test oxydase est à la base d’identification des bactéries à Gram négatif, Les 

cytochromes sont des protéines qui appartiennent à la chaîne respiratoire, composée d'une 

d’électrons, en particulier les cytochromes porteurs de coenzymes 

héminiques. La recherche de l'oxydase est un des critères les plus discriminatifs et les plus 

Cette recherche consiste à mettre en évidence la 

capacité de la bactérie testée à oxyder la forme réduite incolore de dérivés méthylés du 

quinonique rose violacé (Marchal et al., 

diamine oxydase des 

bactéries à partir de leur culture en milieu gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un 

Ce réactif est incolore et 

rouge, noircissant à l’air. phénylène 

diamine oxydase réactif incolore composé rose violette noircissant à l’air (Marchal et al., 

A partir d’une culture jeune on racle une colonie et on la dépose sur le disque 

Pour dégrader activement le lactose, les microorganismes doivent posséder deux enzymes ; 

galactoside possède une 

Le lactose est formé de molécules de glucose et de galactose, 

tandis que l’ONPG est composée d’une molécule d’orthonitrophényl liée à un galactose. 

incolore) libère l’orthonitrophényl qui est responsable 

de 5 ml incubé avec un 

:  

 

archal et al., 1991). 



 

 

Recherche de citrate perméase

Le milieu utilisé est le citrate de Simmons (de couleur verte)

que le citrate (C6H5O7) comme seule source de carbone qui est le citrate de sodium. 

Seules les bactéries possédant une enzyme citrate perméase seront donc capables de se 

développer sur ce milieu. L'utilisation de citrate provoque l'alcalinisation du milieu selon la 

réaction suivante :  

L’ensemencement se fait sur la pente du milieu selon une strie longitudinale au moyen 

d’une anse de suspension bactérienne. 

densité moyenne (environ 5. 10

d’une culture jeune. L’incubation est faite à 37°C pendant quelque jours l’observation est 

faites à chaque jours, le vise de tube est n’est pas revissées à fond 

Lecture  

 Bactéries « citrate

l’indicateur au bleu)

 Bactéries « citrate

inchangée) (Marchal

Milieu Gélose-Glucose-Lactose

C’est un milieu complexe permet la confirmation du glucose (

famille, avec ou sans production de gaz), et d’orienter l’identité du genre par l’

l’attaque du lactose, la fermentation du saccharose et de la production d’H

glucose est toujours attaqué par voie fermentative, l’acidification conduit a un chan

couleur vers le jaune, sur la pente (en anaérobiose), le glu

l’acidification sera donc faible. 

puis le culot par piqure à l’aide d’une pipette pasteur. Le visse du tube reste débouché de 

façon à permettre l’aération du milie

1991).   
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perméase  

Le milieu utilisé est le citrate de Simmons (de couleur verte) (Annexe 01)

) comme seule source de carbone qui est le citrate de sodium. 

Seules les bactéries possédant une enzyme citrate perméase seront donc capables de se 

développer sur ce milieu. L'utilisation de citrate provoque l'alcalinisation du milieu selon la 

L’ensemencement se fait sur la pente du milieu selon une strie longitudinale au moyen 

d’une anse de suspension bactérienne.  La suspension en eau physiologique stérile d’une 

densité moyenne (environ 5. 108 bactéries par ml) elle est préparé à partir d’un milieu gélosé 

d’une culture jeune. L’incubation est faite à 37°C pendant quelque jours l’observation est 

à chaque jours, le vise de tube est n’est pas revissées à fond (Marchal

citrate-positives » : culture avec alcalinisation du mil

l’indicateur au bleu) 

citrate-négatives » : pas de culture (coloration verte du milieu 

Marchal et al., 1991).   

Lactose-saccharose-H2S (TSI)  

C’est un milieu complexe permet la confirmation du glucose (caractère

famille, avec ou sans production de gaz), et d’orienter l’identité du genre par l’

l’attaque du lactose, la fermentation du saccharose et de la production d’H2

glucose est toujours attaqué par voie fermentative, l’acidification conduit a un chan

couleur vers le jaune, sur la pente (en anaérobiose), le glucose est attaqué par voie oxydative, 

acidification sera donc faible. L’ensemencement est réalisé sur la surface abondamment, 

puis le culot par piqure à l’aide d’une pipette pasteur. Le visse du tube reste débouché de 

façon à permettre l’aération du milieu. L’incubation est à 37°C pendant 24h 
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01), qui ne contient 

) comme seule source de carbone qui est le citrate de sodium.  

Seules les bactéries possédant une enzyme citrate perméase seront donc capables de se 

développer sur ce milieu. L'utilisation de citrate provoque l'alcalinisation du milieu selon la 

 

L’ensemencement se fait sur la pente du milieu selon une strie longitudinale au moyen 

La suspension en eau physiologique stérile d’une 

bactéries par ml) elle est préparé à partir d’un milieu gélosé 

d’une culture jeune. L’incubation est faite à 37°C pendant quelque jours l’observation est 

Marchal et al., 1991).   

: culture avec alcalinisation du milieu (virage de 

: pas de culture (coloration verte du milieu 

caractère d’identification de 

famille, avec ou sans production de gaz), et d’orienter l’identité du genre par l’étude de 

2S.  Dans le culot le 

glucose est toujours attaqué par voie fermentative, l’acidification conduit a un changement de 

cose est attaqué par voie oxydative, 

L’ensemencement est réalisé sur la surface abondamment, 

puis le culot par piqure à l’aide d’une pipette pasteur. Le visse du tube reste débouché de 

u. L’incubation est à 37°C pendant 24h (Marchal et al., 



 

 

                 Lecture  

 Culture glucose

 Culture glucose

 Culture lactose

 Culture lactose

 Culture H2S-positive

et le culot (Marchal

Test mannitol-mobilité

Le mannitol est un produit de réduction du D

formation de fructose dont l’attaque aboutit à des acides à chaines très courte. Le milieu 

mannitol-mobilité (Annexe 01) permet de rechercher simultanément la fermentation du 

mannitol et la mobilité. L’ensemencement se fait par piqure centrale à l’aid

pasteur ou d’un fil bien droit, chargé de culture (jeune) à partir d’un milieu solide incuber 24h 

à 37°C (Marchal et al., 1991).  

Lecture  

 La fermentation du mannitol entraine le virage au jaune. 

 Les bacilles mobiles diffusent à partir de la ligne d’ensemencement en créant 

un trouble du milieu. 

 Les bacilles immobiles croissent uniquement le long de la piqure 

d’ensemencement 

2.4.2.3 Métabolisme des acides

Recherche des décarboxylases

Les décarboxylases scindent les acides aminés entrainant la formation de l’amine 

correspondante et la libération de CO2 suivant la réaction
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Culture glucose-positive : culot jaune  

Culture glucose-négative : culot inchangé 

-positive : pente virant au jaune. 

-négative : pente alcalinisé (rouge groseille). 

positive : noircissement du milieu dans la zone joignant la pente 

Marchal et al., 1991).   

mobilité  

Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose, cette dégradation conduit 

formation de fructose dont l’attaque aboutit à des acides à chaines très courte. Le milieu 

01) permet de rechercher simultanément la fermentation du 

mannitol et la mobilité. L’ensemencement se fait par piqure centrale à l’aid

pasteur ou d’un fil bien droit, chargé de culture (jeune) à partir d’un milieu solide incuber 24h 

1991).   

La fermentation du mannitol entraine le virage au jaune.  

Les bacilles mobiles diffusent à partir de la ligne d’ensemencement en créant 

un trouble du milieu.  

Les bacilles immobiles croissent uniquement le long de la piqure 

d’ensemencement (Marchal et al., 1991).   

Métabolisme des acides-aminée  

décarboxylases  

Les décarboxylases scindent les acides aminés entrainant la formation de l’amine 

correspondante et la libération de CO2 suivant la réaction :  
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du milieu dans la zone joignant la pente 

mannose, cette dégradation conduit à la 

formation de fructose dont l’attaque aboutit à des acides à chaines très courte. Le milieu 

01) permet de rechercher simultanément la fermentation du 

mannitol et la mobilité. L’ensemencement se fait par piqure centrale à l’aide d’une pipette 

pasteur ou d’un fil bien droit, chargé de culture (jeune) à partir d’un milieu solide incuber 24h 

Les bacilles mobiles diffusent à partir de la ligne d’ensemencement en créant 

Les bacilles immobiles croissent uniquement le long de la piqure 

Les décarboxylases scindent les acides aminés entrainant la formation de l’amine 
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L’importance taxonomique des décarboxylases est hautement spécifique et considérable, 

surtout en ce qui concerne : 

 La lysine-décarboxylase ou LDC  (lysine + LDC = cadavérine) 

 L’ornithine-décarboxylase ou ODC  (ornithine + ODC = putrescine) 

 L’arginine-décarboxylase ou ADC  (arginine + ADC = agmatine) 

 L’arginine-dihydrolase ou ADH  (arginine +ADH = ornithine) 

Il s’agit d’enzymes induites dont la synthèse est favorisée par un pH acide (3,5 à 5,5) et des 

conditions d’anaérobiose (Marchal et al, 1991). La bactérie est mise dans des 4 tubes 

contenant les milieux, le quatrième s’agit d’un témoin et puis, une goutte de vaseline stérile 

est ajouté pour créé l’anaérobiose.  

Lecture  

Se faites en comparaison avec le témoin  

 Virage de couleur vers le jaune : positif 

 Pas de changement de couleur : négatif 

2.4.3 Isolement sur des milieux sélectifs  

Milieu de Chapman  

Le milieu Chapman (annexe 01) Permet l’isolement sélectif de staphylococcus sur la base 

d’une tolérance à une forte teneur en NaCl. L’ensemencement est effectué en stries, les boites 

ensemencés sont mis 24 à 36h à l’étuve à 37°C et en cas de résultat négatif nous avons les 

laisser ensuite 24h à la température du laboratoire (Marchal et Boudron , 1991).  

Lecture  

Les colonies de St. Aureus s’entourent d’un halo jaune du à l’attaque du mannitol et 

élaborent leur propre pigment, les autres espèces de Staphylococcus donnent généralement 

des colonies petite. D’autres bactéries comme Bacillus peuvent se développer sur ce milieu, 

mais les délais de croissance et l’aspect des colonies permettent de les différencier facilement 

(Marchal et al., 1991).  

Milieu de MacConkey  

Ce milieu (Annexe 01) permet d’éliminer la flore secondaire des produit poly-microbiens 

grâce à l’action de deux inhibiteurs : le cristal violet (inhibiteur de la flore Gram-positive) et 

les sels biliaires (sélection des entérobactéries). Les boites ensemencés sont mis 24 à 36h à 

l’étuve à 37°C (Marchal et al., 1991).  
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Lecture  

 Bactéries lactose-positives : colonies de grande taille rouge brique à rose entourées 

d’un halo opaque du à la précipitation des sels biliaire et les bactéries lactose-

négatives : colonies incolores (Marchal et al., 1991).  

Milieux de King  

Les milieux de King A et King B (annexe 01) sont destinés à la différenciation des espèces 

de Pseudomonas par la mise en évidence de leurs pigment spécifique. L’élaboration des 

pigments est influencée par la composition du milieu : 

 La production de la pyocyanine, due spécifiquement de Pseudomonas aeruginosa. 

 La production de pyoverdine, caractéristique du groupe fluorescent.  

L’ensemencement du genre Pseudomonas dans un tube de milieu King A et un autre de 

milieu King B en faisant une strie médiane à la surface de la gélose à l’aide d’une anse de 

culture prise sur une gélose. L’incubation est à 30°C pendant 1 à 4 jours jusqu’au quelque 

semaine (Marchal et al., 1991).  Nous avons utilisé une souche de référence ATCC 27853  

origine MNHN de Pseudomonas aeruginosa (figure 13) en utilisant une culture du même 

milieu de King pour la comparaison des résultats.  

 

Figure 13 : La souche de référence ATCC 27853 sur milieu solide (originale : Rezzoug et 

Hamdi, 2015). 

 

2.4.4 L’antibiogramme  

 Inoculum 

A partir d’une colonie pure de 18h (sur milieu Mueller Hinton) on racle à l’aide d’une anse 

de platine quelque colonie bien isolées et parfaitement identique et on décharge l’anse dans 5 

à 10 ml d’eau physiologique stérile à 0,9%. La suspension bactérienne est bien homogénéiser 

et son opacité doit être équivalente à 0,5 Mc Farland ou à une D.O de 0,8 à 0,10 lue à 625nm.  

L’ensemencement doit se faire dans les 15mn qui suivent la préparation de l’inoculum (OMS, 

2005).  
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 Ensemencement  

On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et on frotte l’écouvillon sur 

la totalité de la surface gélosée, sèche, de haut en bas, en stries serrées, et on répète 

l’opération deux fois en tournant la boite 60° à chaque fois sans passant l’écouvillon sur lui 

même. Finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose (OMS, 

2005).  

 L’application des disques d’antibiotiques  

Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm 

de diamètre une large gamme d’antibiotique à été utilisé. Les disques d’antibiotiques doivent 

être espacés de 24 mm, centre à centre (OMS, 2005). 

 L’incubation  

18 heure à 35°C et peut être prolongée (OMS, 2005). 

 Lecture  

La mesure se faites avec précision les diamètres des zones d’inhibition à l’aide d’un pied à 

coulisse métallique, à l’extérieur de la boite fermée. On compare les résultats aux valeurs 

critiques figurants dans les tables de lecture n°9, 10, 11, 12, 13 (OMS, 2005).   

2.4.5 Identification par la galerie API 20E  

Est réalisé pour compléter la gamme des tests biochimiques non effectué, les caractères  

choisis dans les galeries API sont comparables à ceux recherchés dans les méthodes 

conventionnelles d’identification, mais la lecture des tests est souvent plus rapide (Marchal et 

al., 1991). Les tests sont : 

 ONPG’ase. 

 ADH, ODC, LDC. 

 H2S (réduction de thiosulfate et formation d’un sulfure de fer noir) 

 TDA : la cupule contient du tryptophane en proportion importante et le sel de fer 

est ajouté après l’incubation.  

 Indole : la cupule contient de l’eau peptonée enrichie en tryptophane et la 

caractérisation se fait avec le réactif de Kovacs. 

 AMC (VP) : (actyl-méthyl-carbinol), la mise en évidence se fait par la réaction 

habituelle avec les réactifs classique a-naphtol et soude 4N. 

 

 



Matériels et méthodes 
 

 

31 

 Fermentation des glucides : l’indicateur de pH est le bleu de bromothymol, permet 

la mise en évidence la production du gaz. Sont étudié : glucose, mannitol, inositol, 

sorbitol, rhamnose, saccharose, mélibiose, amygdaline, arabinose (Marchal et al., 

1991).  

 Préparation de l’inoculum  

Une seule colonie bien isolée est prélevé à l’aide d’une pipette pasteur à partir d’une 

culture jeune de 18h sur milieu solide, et la mettre dans l’ampoule API NaCl 0,85% (medium) 

ou dans des tubes contenant 5ml d’eau physiologique stérile, une suspension bactérienne est 

réalisé en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le milieu d’une opacité de 3 Mac 

Farland (fiche technique API 20E). 

 Inoculation de la galerie  

L’introduction  de la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie à l'aide de la 

même pipette, pour les tests CIT, VP et GAL, le tube et la cupule sont remplie. Pour les tests 

ADH, LDC, ODC, H2S et URE on créant l’anaérobiose en remplissant leur cupule avec 

l’huile de paraffine. L’incubation est faite à 37°C pendant 24h (fiche technique API 20E).  

 Lecture  

L’ajout des réactifs pour quelque test après l’incubation (test TDA, VP, IND). Le virage de 

couleur indique la réaction positive (fiche technique API 20E). 

2.5 La biodégradation  

Les souches bactériennes isolée à partir d’un site contaminé par les dérivés pétroliers, ont 

la capacité de dégradé quelques polluants organiques comme source de carbone pour leur 

croissance (Seo et al., 2008 ). Pour cela, les bactéries isolées à partir de nos échantillons 

seront cultivées en milieu minérale agar ou dans un milieu minéral en présence de quelques 

polluants organiques largement rencontrés dans les eaux usées.  

2.5.1 Etude de la biodégradation du phénol  

A partir de nos souches bactériennes isolé et bien purifiée nous avons les utilisé dans 

l’étude de la biodégradation du phénol. 

2.5.1.1 Adaptation des souches et la production de la biomasse 

A partir d’une culture pure sur un milieu solide à l’aide d’une anse de platine nous avons 

raclé une biomasse importante et puis la mettre dans un flacon contenant un volume de 90 ml 

de bouillon nutritif (Annexe 01) autoclavé à 1B pendant 20 min, et en ajoutant la solution de  

phénol (Annexe 01) pour l’obtention d’un bouillon de culture de phénol (Kafilzadeh et al., 

2011).  
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La concentration de phénol utilisé pour l’adaptation est en raison de 50 mg/L. l’incubation 

se fait à 37°C pendant 24 à 48h jusqu’à le milieu devient trouble et la biomasse soit 

importante. La biomasse microbienne (figure 14) a été récupérée par la suite par une 

centrifugation de 4000 t/m pendant 15 min.  

 

Figure 14 : La production de la biomasse dans le BN (originale : Rezzoug et Hamdi, 2015). 

2.5.1.2 La culture minérale  

A pour but de mettre le phénol comme la seule source de carbone pour la croissance 

microbienne (Bared  et al., 2010 ), nous avons utilisé un milieu minérale (Yi Li  et al., 2010) 

(figure 16) (Annexe 01) qui contient les sels minéraux nécessaire à la croissance des bactéries 

(Bared  et al., 2010), le milieu doit ajuster avec une solution de NaOH à 1N ou le HCl jusqu'à 

un pH de 7,2 car c’est le pH optimal de la biodégradation (Daffri  et Bousseboua,  2014). 

Dans des flacons contenant un volume de 45ml de milieu minérale autoclavé à 1B pendant 

20 min, on ajoute aseptiquement une concentration de phénol et la bactérie, et à chaque 

concentration on mit un témoin sans l’ajout de la bactérie pour la comparaison des résultats. 

Les flacons sont incubé à 37°C et la lecture des résultats se fait après 24h (Bared et al., 2010). 

Les différentes concentrations de phénol ajouté sont : 25mg/L, 50mg/L, 100mg/L, et une 

concentration de 1000mg/l est incubé pendant une semaine (Jiang et al., 2007 ; Garcia et al., 

1998 ; Calvario-Rivera et al., 2008  ).  

La lecture des résultats de biodégradation se fait par deux méthodes : le dosage colorimétrique 

de phénol avec une solution de carbonate de sodium (600 µl) (Annexe 01) et le réactif folin 

ciocalteu (200 µl) (Annexe 01), qui est une méthode habituellement utilisé pour mesurer les 

phénols totaux dans une solution. Lorsqu’ils sont en présence de phénols, les acides présents 

dans le réactif sont réduits en un mélange d’oxydes bleus de tungstène (Waterhouse, 2010).  

La 2 iéme méthode est s’agit de la mesure de la biomasse microbiennes produite dans une 

culture de phénol, la biomasse à été estimé par la mesure de la densité optique (DO) par 

spectrophotométrie à une longueur d’onde de 600 nm, la transformation de la DO en UFC/ ml 

est faites par la relation: 0,7 DO                          108 UFC/ml  (Bared et al., 2010). 
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2.5.1.3 Culture sur milieu solide  

Le milieu solide utilisé est un milieu minéral additionné de 15 g/L d’Agar (Sgountzos et 

al., 2006) l’inoculum bactérien est prélevé à partir de la culture en milieu liquide qui a été 

déjà adapté au phénol. L’ajout du phénol est après autoclavage du milieu avant solidification. 

L’ensemencement est un ensemencement en surface en faisant un râteau à l’aide d’une 

pipette pasteur, les  boite de pétrie ont mis à l’étuve à 37°C et l’incubation dure quelque jour. 

2.5.1.4 Etude cinétique de la dégradation du phénol par Bacillus sp. 

Dans un flacon de 250 mL, on introduit 50 mL de phénol à 100 mg/L préparé dans du 

milieu minérale à pH 7.0. Ce milieu est inoculé par une suspension de bactérienne de Bacillus 

adaptée au phénol dont la densité optique du milieu est ajustée à 0.01 (620 nm). Le flacon est 

incubé à 37°C sous agitation à 250 rpm pendant 24 heures. Des prélèvements sont effectués 

chaque 2 heures pour estimer la biomasse et la concentration du phénol résiduel à l’aide de la 

méthode de Folin Ciocalteu (Wilfred et Ralph, 2006). 

2.5.2 Biodégradation de 4-Nitrophénol  

Culture sur milieu liquide  

Dans des flacons  contenant un volume de 45 ml de milieu minérale (Annexe 01) autoclavé 

à 1B pendant 20 min, nous avons introduit d’un volume de 1 ml d’une suspension 

bactérienne, et une concentration de 50 mg/L de la solution de Nitrophénol (Annexe 01). Pour 

l’estimation de la biodégradation nous avons mit des témoins pour chaque bactérie avec le 

même volume de la suspension microbienne et sans l’ajout du polluant. Les flacons ont par la 

suite incubé à 37°C pendant quelque jour.  

Pour confirmé que notre bactérie a dégradé le 4-Nitrophénol nous avons réalisé une culture 

sur milieu solide de type Muller-Hinton en faisant une dilution de 10-2 de chaque culture et 

des témoins. Le volume de l’inoculum est 0,1 ml à partir de la dilution préparé, l’incubation 

se fait à 37°C pendant 24h. La lecture des résultats est fait par dénombrement des colonies sur 

milieu MH en comparant avec la culture des témoins, si les colonies de la culture qui contient 

le polluant ont supérieur à celle de témoins, on confirme que notre bactéries à dégradé le 

Nitrophénol par l’estimation que la biomasse est plus élevé par rapport a la biomasse de 

départ.  

 

2.5.3 Biodégradation du cyclohexane  

Les alicycliques sont des composantes majeures de pétrole brut (Okoh, 2006). Leur quantité 

relative dans le pétrole brut (20 à 70%) dépend de la nature et l'origine du pétrole (Ilori, 1999; 

Maier, 2009). Ils trouvent habituellement leur chemin dans le sol et les eaux naturelles, les 
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bactéries extraite à partir des sols contaminé ont la capacité de dégradé ces composantes y 

compris le cyclohexanone et le cyclohenane (Opere,  2013). La solution de cyclohexane (1%) 

(Annexe 01) est ajouté sur les boites gélosé,  l’ensemencement de la bactérie se fait en 

surface. 
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 1. Evaluation et étude de la flore microbienne  

1.1 Estimation de la flore microbienne totale (étude quantitative)  

Nous avons pu déterminer dans chaque échantillon du sol prélevé au niveau de la station-

service du carburant la flore microbienne totale. Les résultats trouvé montrent que les 

échantillons E1 et E4 sont les plus chargé avec une flore totale de 2,44. 1010  UFC/g et 2,2. 109  

UFC/g, respectivement, tandis qu’une charge microbienne relativement faible a était observée 

dans les échantillons E2 et E3 pour être  5,94. 104  UFC/g et 4,4. 107 UFC/g, respectivement. 

La différence de charge microbienne entre les échantillons peut être expliquée par 

l’hétérogénéité du sol prélevé, de son état de pollution et surtout de ses propriétés physi-

chimiques qui favorise l’installation d’une flore bactérienne ou non. 

Sur l’ensemble des colonies isolées sur milieu solide, seulement trois souches (S4, S8 et S11) 

bactériennes montrent des caractéristiques morphologiques, biochimiques et culturales 

différentes.   

1.2 Etude qualitative de la flore microbienne  

1.2.1 Aspect macroscopique des colonies isolées  

Le Tableau (5) regroupe les résultats de l’examen macroscopique des différentes colonies 

isolées à partir du sol contaminé par les dérivés du pétrole. 

Tableau 05 : Aspect macroscopique des colonies isolées. 

Souche Diamètre (mm) Chromogènese Forme Elévation contour Opacité Surface Consistance 

S4 2 Beige Ronde Convexe Irrégulier Opaque Lisse Crémeuse 

S8 2 Beige Ronde Convexe Régulière Translucide Lisse Crémeuse 

S11 1 Jaune Ronde Convexe Régulière Translucide Lisse Crémeuse 

 

1.2.2  Aspect microscopique des souches isolées  

L’observation microscopique (figure 15) à été réalisé suivant deux étapes après une 

observation à l'état frais et après coloration de Gram et au bleu de méthylène. Les résultats 

obtenus sont donnés dans le tableau 08 (annexe 02).  

Les résultats montrent une variété de type bactérien. Les souches isolées ont des formes 

différentes : des bacilles, des coccobacilles et des cocci. Elles sont assemblées en différente 

arrangement soit en amas, en paires, ou isolées. Elles présentent aussi une paroi de Gram 

positive ou négatives. La coloration de bleu de méthylène et de gram a révélé la présence de 

spores chez les bacilles, les coccobacilles et les cocci sont dépourvues.  
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(a) 

S4                                               S8                                         S11                     

      

(b)     

 

   

Figure 15: Aspect microscopique (a) et macroscopique (b) des souches isolées 

(originale :Rezzoug et Hamdi 2015). 

 

Les bactéries de sol ont une très grande variété de forme, elles peuvent être mobile ou 

immobiles et elles possèdent ou non des formes de résistance (kystes ou spores) (Madigan et 

Martinko, 2010).  

A cause de la structure solide du sol et de l'absence d'eau en quantité suffisante, les 

bactéries de sol sont peu mobiles et se fixent plutôt sur toutes sortes de supports où elles se 

développent en microcolonies de manière à rester en contact avec leurs ressources en eau et 

en nutriments (Boussboua, 2002 ; Bouderhem, 2011). Les souches les plus fréquemment 

décrites dans la biodégradation des hydrocarbures appartiennent aux genres de Gram positif. 

D’autres souches Gram négatives ont la capacité de dégradation des hydrocarbures assez large 

(Vandercasteele, 2005 ; Bouderhem, 2011). 
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1.3 Analyses biochimique 

Le Tableau (6) regroupe les résultats tests biochimiques les plus courants réalisé sur les trois 

souches bactériennes S4, S8 et S11. Certains tests biochimiques ont été effectués à l’aide des 

galeries API 20E. Le Gram des souches à été confirmé par le test KOH. 

 

 

Tableau 06 : Résultats des tests biochimiques des souches bactériennes : 

Test  Souches bactériennes   

Test biochimique  S4 S8 S11 

 Gram 

Glucose 

Saccharose 

Mannitol 

Mobilité 

Arabinose 

Melrose 

ONPG  

H2S 

Sorbitol 

CIT 

VP 

Inositol  

Rhamnose 

Amygdaline 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

/ 

/ 

- 

- 

/ 

+ 

/ 

/ 

/ 

/ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

/ 

/ 

- 

- 

/ 

+ 

/ 

/ 

/ 

/ 

 LDC 

ODC 

ADH 

Uréase 

TDA 

Indole 

+ 

+ 

- 

/ 

/ 

/ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

/ 

/ 

/ 

Enzymes respiratoires  Oxydase 

catalase 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

 Milieux de king King A 

King B 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ : résultat positif   - : résultat négatif   / : non effectué 
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1.4 Croissance sur les milieux sélectifs  

Le milieu Chapman est un milieu sélectif qui permet la croissance des germes à Gram 

positif, les souches S4 et S11 peuvent pousser sur ce milieu. Le milieu macConkey est un 

milieu sélectif pour l’isolement des germes à Gram négatif. Seulement la souche S8 qui a pu 

pousser sur ce milieu (figure 16). 

 

Figure 16: Aspect culturaux des souches bactériennes S4, S8 et S11 sur milieu Chapman et 

MacConkey (originale :Rezzoug et Hamdi 2015). 

1.5 L’antibiogramme  

D’après les résultats indiqués dans le tableau 09 (annexe 02) la souche S4 a une résistance 

seulement contre la pénicilline et l’oxacilline, et une sensibilité vis à vis aux autres 

antibiotiques testés (figure 17). 

 

  

Figure 17: Résultat de l’antibiogramme sur la souche 4 (S4) (originale :Rezzoug et Hamdi 

2015). 

Pour la souche S8 a une résistance contre une large gamme d’antibiotiques (amoxiline, 

oxacicline , spectinomycine spiramycine, tétracycline et Trimethoprim-Sulfamethoxazole). 
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Cette souche est sensible vis-à-vis de la pénicilline, de l’enrofloxacine, de la neomycine, la 

gentamycine, l’erythromycine, la colistin et la ceftazidime (figure 18).  

 

Figure 18: Résultat de l’antibiogramme sur la souche 8 (S8) (originale :Rezzoug et Hamdi 

2015). 

 

La souche S11 a une résistance contre la péniciline, sulfonamides, oxacicline, 

Trimethoprim + Sulfamethoxazole et une sensibilité vis-à-vis enrofloxacine, neomycine, 

gentamycine, erythromycine,  vancomycine, spiramycine, spectinomycine et la tétracycline 

(figure 19).  

 

 

Figure 19: Résultat de l’antibiogramme sur la souche 11 (S11) (originale :Rezzoug et Hamdi 

2015). 

 

1.6 Identification des souches isolées  

1.6.1 La souche S4 

En raison  de leur morphologie de forme de bacille, Gram positif, sporulé, catalase 

positive, oxydase négative, elle oxyde le glucose, citrate perméase positive, ONPG négative, 
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mobile, aérobie strict, la souche S4 à été affiliée au genre Bacillus, espèce non identifié 

(Lotfabad et al., 2009). Selon Marchal et Boudron, Bacillus a la capacité de se développer sur 

milieu Chapman.  

Les genres Bacillus ont une résistance naturelle contre la pénicilline G, amino- et carboxy- 

pénicillines et les céphalosporines  (comité de l’antibiogramme de la société française de 

microbiologie, 2012).  

1.6.2 La souche S8  

D’après les examens macroscopique  et microscopique, les colonies sont translucide lisse 

et brillante et donne une pigmentation verte sur milieu GN et MH, une forme cellulaire de 

coccobacille de Gram négative catalase et oxydase positive, la souche S8 appartenant au 

genre  Pseudomonas (Madigan et Martinko, 2010 ; Singleton, 1999). Cette souche est 

rattachée à l’espèce Pseudomonas aeruginosa  vue les résultats positifs trouvé lors des tests 

biochimiques effectué sur le glucose le saccharose, le mannitol, l’arabinose,  le melrose, le 

citrate perméase, le rhamnose, l’uréase, l’ADH, et le tryptophane.  

L’espèce Pseudomonas aeruginosa est caractérisée par la production des pigments de 

pyocyanine et pyoverdine sur milieu King A et King B. Ces pigments diffusent dans les 

cultures sur gélose et les colonies colorent le milieu en bleu verdâtre ou jaune verdâtre 

(Marchal et al., 1991 ; Singleton , 1999). Cette bactérie a une résistance naturelle contre : les 

aminopénicillines, céphalosporines 1ere et 2eme génération, céfixime, céfuroxime, 

céfotaxime, ceftriaxone, ertapénème, kanamycine, tétracyclines, chloramphénicol, 

triméthoprime, quinolones (comité de l’antibiogramme de la société française de 

microbiologie, 2012). 

Pseudomonas aeruginosa est un microbe pathogène opportuniste important, fortement 

résistant à un grand nombre de désinfectants et d'antibiotiques. Cette bactérie vit à l’état 

saprophytique dans l’eau, le sol et sur les végétaux (Sotirova et al., 2009).  Elle est par ailleurs 

connue par sa capacité à biodégrader les composés hydrocarbonés. En effet, plusieurs 

chercheurs l’ont isolé à partir des sols contaminés par les hydrocarbures (Sifour et al., 2007 ; 

Chabouni ; 2008 ; YIN et al., 2009 ;Lotfabad et al., 2009 ). 

1.6.3 La souche S11 

Cette souche est apparentienne au genre Micrococcus en raison de sa forme cocci à gram 

positive et de leurs cellules qui se présentes soit en amas ou isolées. Les colonies paraissent 

jaunes à orange, translucide. Cette souche n’oxyde pas le glucose à mobilité et oxydase 

négative. L’espèce est non identifiée. Selon Marchal et Boudron à la différence avec 

Staphylococcus, Micrococcus pousse en milieu Chapman en 48h avec des colonies plus au 



                                                                                           Résultats et discussion 

 

 

41 

moins petite (figure 16). Micrococcus à une résistance naturelle contre les furanes (comité de 

l’antibiogramme de la société française de microbiologie, 2012). 

1.7 Répartition des souches bactérienne dans le sol 

D’après les résultats présentés dans la figure ci-dessous le genre Pseudomonas est le genre 

le plus trouvé dans les 4 échantillons de sols  en raison de leur caractère ubiquitaire (Madigan  

et Martinko, 2010). 

 

 

Figure 20 : Distribution des souches en fonction de chaque échantillon. 

Selon Bidaud, les Pseudomonas représentant 3 à 20% des UFC, et les genres Bacillus est 

également bien représenté dans les sols de 7 à 67% des UFC. Les conditions 

environnementales variables du sol contribuent au développement des microorganismes et de 

leur biodiversité (Lansing et al., 2010). L’isolement sur milieu de culture ne permettent de 

détecter qu’une faible proportion des microorganismes présents, moins de 1% des bactéries 

sont cultivables (Wards et al., 1990 ; Amann et al., 1995).  

2. La biodégradation  

2.1 Le phénol 

La vitesse de dégradation à été amélioré par l’utilisation des souches adaptées au phénol 

(figure 21). Kyung et  Sung (2009) ont montré que la culture des bactéries en présence de 

concentrations faibles de phénol, et leur adaptation répétée aux mêmes concentrations de 

phénol a montré une augmentation  du taux et de la vitesse de dégradation de ce polluant. Les 

réponses de l'adaptation incluent la sélection naturelle de mutants possédant les enzymes de 

dégradation avec des spécificités de substrat larges, ou même avec de nouvelles activités 

métaboliques. Le phénomène d'adaptation peut être défini comme les changements 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

Pseudomonas  
%

Bacillus sp % Micrococcus % Souche non 
identifié %

E1

E2

E3

E4



                                                                                           Résultats et discussion 

 

 

42 

intervenant à la suite d'une perturbation, et visant à rétablir un nouvel équilibre dans la 

communauté microbienne (Bidaud, 2013). 

 

 

Figure 21: Adaptation de Pseudomonas aeruginosa dans un bouillon nutritif + phénol 

(originale : Rezzoug et Hamdi, 2015). 

   

Pseudomonas aeruginosa et Bacillus. sp ont la capacité de dégradé le phénol comme une 

source de carbone et d’énergie pour leur croissance. Le résultat à été confirmé par la 

disparition des traces de phénol en présence de la bactérie dans la culture minérale de phénol. 

Ce résultat est révélé  par le dosage colorimétrique de phénol (figure 22). En revanche par la 

production de la biomasse microbienne qui a été estimé par la mesure de la DO de T0 et de Tf. 

 

  

Figure 22: Dosage colorimétrique de phénol (originale : Rezzoug et Hamdi, 2015). 

 

La biomasse  de départ (0,05) est l’équivalent de 7,14. 106 UFC/ml. Selon Margesin et 

Schinner (2001), une teneur ≥ 106   est suffisante pour procéder à la biodégradation des 

composés organiques.  Sur le milieu solide il y’avait l’apparition des colonies petites et rondes 

(figure 23). 
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Figure 23: Culture sur milieu gélosé de phénol de Pseudomonas aeruginosa (originale : 

Rezzoug et Hamdi, 2015). 

  

Selon les travaux des chercheurs (Emtiazi et al., 2005 ;  Sahar zaki, 2006 ;  Varma  et al., 

2008 ;  Zlatka et al., 2007 ; Sgountzos et al., 2006) plusieurs espèces  bactériens isolé à partir 

d’un site contaminé par le pétrole et les dérivés pétroliers  ont capable de dégradé le phénol 

comme seule source de carbone et d’énergie.   

Les principaux microorganismes isolés et étudiés dans la dégradation du phénol sont : 

Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas putida, Pseudomonas 

corrugata (Heinaru et al., 1999). pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter, 

Stenotrophomonas,  Klebsiella,  Bacillus,  Ralstonia, (Sahar zaki, 2006).  

Ces microorganismes ont des propriétés physiologiques et un système enzymatique 

approprié. La dégradation de phénol est caractérisée par un clivage du noyau (ortho ou méta) 

par une mono oxygénase ou dioxygénase induite lors de la croissance. Les activité spécifique 

des enzymes dioxygénase de l’hydrolyse de phénol est par la fission de catéchol par  le 

catéchol-1,2-dioxygénase par voie d’ortho-clivage et catéchol 2,3-dioxygénase par méta-

clivage qui ont été étudié (Heinaru et al., 1999 et Sahar zaki, 2006 ; Preti et Shekhar, 2004).  

2.2 Le 4-Nitrophénol  

 Seulement la souche Bacillus. Sp a pu dégrader le 4-Nitrophénol par une augmentation de 

la biomasse dans un milieu minérale + une concentration de 25mg /l de 4-nitrophénol, cette 

augmentation de biomasse est estimé par une  IIème culture sur milieu MH (figure 24). 

Quelques microorganismes isolés à partir des écosystèmes pollués (eaux usée, rivières, 

eaux souterraines, des sols traités par des pesticides et de l'atmosphère urbaine) ont la capacité 

de dégradé les PNP en les utilisant comme source de carbone, d’azote et d’énergie (Daffri et 

al., 2014). 
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Figure 24: Culture à partir de milieu qui contient le 4-nitrophénol (à gauche) et la culture à 

partir de milieu sans 4-nitrophénol (à droite) (originale : Rezzoug et Hamdi, 2015). 

 

2.3 Le cyclohexane  

Seulement la souche de Pseudomonas aeruginosa a pu pousser sur le milieu solide qui 

contient le cyclohexane par l’apparition de quelque colonie après une incubation qui a été 

duré plusieurs jours (figure 25). La confirmation de résultat est fondée par la méthode 

d’écouvillonnage (3 stries ont été prélevées) à partir la culture de cyclohexane et ensemencé 

sur milieu MH (figure 25).  

 

  

Figure 25: Culture de Pseudomonas sur milieu solide de cyclohexane (à gauche) et leur 

repiquage sur milieu MH (à droite) (originale : Rezzoug et Hamdi, 2015). 

 

 Quelques bactéries ont la capacité d’utilisé le pyrène en tant que seule source de carbone 

sont capables de croître sur des composés alicycliques luxuriante que substrats seuls (Opere et 

al., 2013).  
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2.4 Etude cinétique de dégradation du phénol par Bacillus sp. 

La bactérie Bacillus sp I2 a été cultivée en mode discontinu (batch) en présence de phénol 

à 100 mg/L à pH 7.0 et à 37°C sous agitation à 250 rpm. Nous avons observé que cette souche 

bactérienne est capable d’assimiler parfaitement le phénol comme seule source de carbone. 

D’après la Figure (A et B) on constate qu’il existe une corrélation étroite entre la 

consommation du phénol du milieu et l’augmentation de la biomasse. Après 4 heures 

d’incubation de la bactérie, environ 50% du phénol à était transformé. 

Nos résultats sont similaires par rapport à ceux cités dans la littérature (Li et al, 2010 ; 

Firozjaee, et al, 2011 ; Aravindhan et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26: Résultat de la cinétique de dégradation du phénol à 100 mg/L par Bacillus sp. 

À 37°C et à pH 7.0. (A) variation de la biomasse au cours du temps ; (B) variation du phénol 

résiduel en fonction du temps. 
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La station de service des carburants constitue un milieu naturel pour l’isolement des 

bactéries capables de dégrader les polluants organiques tels que les hydrocarbures 

aromatiques, les phénols etc. 

Cette étude à montrée l’existence d’une flore bactérienne au niveau du sol contaminé par 

les dérivés pétroliers. Cette flore était repartie de manière hétérogène d’un prélèvement à un 

autre. 

Les analyses microbiologiques indiquent la présence de bactéries de différentes formes 

avec présence  des bacilles, des coccobacilles et des cocci. Les principaux genres bactériens 

trouvés sont Pseudomonas, Bacillus sp. Et Micrococcus. Le genre Pseudomonas est l’espèce 

omniprésente dans le sol. 

Les deux genres Pseudomonas et Bacillus sont capables de dégrader le phénol comme 

seule source de carbone. Le para-nitrophénol est dégradé seulement avec les bactéries du 

genre Bacillus sp. De même, Pseudomonas à la capacité d’assimiler le cyclohexane comme 

substrat. 

L’étude cinétique de dégradation du phénol par Bacillus sp indique que cette souche utilise 

ce polluant comme source d’énergie et pour la croissance. 

La bactérie Bacillus peut être utilisée pour l’élimination du phénol présent dans les eaux 

usées provenant des activités industrielles et pharmaceutique. 

A fin de compléter cette étude, il serait envisageable d’identifier les bactéries à l’échelle 

moléculaire par la méthode de PCR et de déterminer les conditions optimales de dégradation 

du phénol par les bactéries les plus actives sur ce dernier. 
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Annexe 01                    composition des milieux de culture, solutions et réactifs 

 Mulleur-Hinton agar composition (en raison de gramme par litre d’eau distillé) 

(Marchal et al., 1991): 

Infusion de viande de bœuf …………………………   300   

Hydrolysat de caséine ……………………………..… 17,5   

Amidon ………………………………………..……… 1,5   

Gélose ………………………………..……………….. 17   

 

 La composition de gélose nutritive (GN) (en raison de g/L d’eau distillé) (Marchal et 

al.,1999)  

Macération de viande (ou eau distillé + extrait de viande) ………………… 1 litre  

Peptone trypsique …………………………………………………………….. 15   

NaCl ou KCl ………………………………………………………………….. 5   

Agar ………………………………………………………………………     15 à 20     

 

 La compositon de bouillon nutritive (en raison de g/L d’eau distillé) 

Peptone trypsine ………………………………………………. 15 

Extrait de viande ……………………………………………….. 3 

Extrait de levure ………………………………………………… 1 

Nacl ou Kcl …………………………………………………… 15 à 20 

  

 

 La composition du milieu mannitol-mobilité (en raison de g/L d’eau distillé) 

(Marchal et al.,1991)  

Peptone trypsique de viande ……………………………………………… 20   

Agar ……………………………………………………………………… 4  

Mannitol ………………………………………………………………… 2  

Rouge de phénol à 1% …………………………………………………… 4   

pH 7,6 – 7,8 

 

 Composition du milieu Chapman (en raison de g/L d’eau distillé) (Marchal et 

al.,1991)   

Peptone ……………………………………………………………..    11  
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Extrait de viande ………………………………………………….   1  

Chlorure de sodium ………………………………………………     75  

Mannitol ………………………………………………….………..   10  

Agar ……………………………………………………………….. 15  

Rouge de phénol ………………………………………………… 0,025 

pH final 7,4 - 7,5 

 Composition du milieu macConkey (en raison de g/L d’eau distillé) (Marchal et 

al.,1991) : 

Peptone de caséine …………………………………………… 17 

Peptone de viande ……………………………………………. 3 

Lactose ………………………………………………………. 10,0 

Mélange des sels biliaire …………………………………..... 1,5 

Chlorure de sodium …………………………………………… 5 

Rouge neutre ………………………………………………… 0,03 

Cristal violet ………………………………………………… 0,01 

Agar agar ……………………………………………………. 13,5 

 

 Composition du milieu King A (en raison de g/L d’eau distillé) (Marchal et 

al.,1991)  

Peptone de gélatine …………………………… 20 

Glycérol ……………………………………….. 10 

Sulfate de potassium anhydre ………………… 10 

Gélose (Agar) ………………………………… 15 

pH 7,2 

 Composition du milieu King B  (en raison de gramme par litre d’eau distillé) 

(Marchal et al., 1991) 

Protéase peptone n°3 ou polypeptone (BBL)* …………… 20 

Glycérol ……………………………………………………. 10 

Phosphate bipotassique anhydre …………………………. 1,5 

Sulfate de magnésium (7H2O) …………………….……... 1,5 

Gélose (Agar) ……………………………………………… 15 

 

 Composition du milieu TSI (en raison de gramme par litre d’eau distillé) (Marchal et 

al., 1991) 
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Extrait de viande de bœuf ………………………………………………... 3 

Extrait de levure …………………………………………………………. 3 

Peptoone …………………………………………………………… 20 

Chlorure de sodium ……………………………………………….. 5 

Citrate ferrique ……………………………………………………. 0,3 

Thiosulfate de sodium ……………………………………………. 0,3 

Lactose ………………………………………………….……….. 10 

Glucose ……………………………………………………………. 1 

Saccharose ……………………………………………………….. 10 

Rouge de phénol ………………………………………………….0, 05 

Agar ………………………………………………………………. 12 

pH 6,7 

 Composition du milieu minérale (g/l)  

Na2HPO4 ……………………………………. 3,8 

KH2PO4 ……………………………………… 1 

NaCl …………………………………………. 1 

MgSO4 ………………………………………...0,2 

NH4Cl ……………………………………… 0,1  

pH final doit être 7,2 

 Composition de milieu de conservation  

MgSO4 …………………………………… 2,46g/l 

Tris-Hcl ………………………………….. 2,42g/l 

Glycerol à 100%.......................................... 32,5 ml 

pH final 8 ajusté avec le Hcl 

MgSO4 à 1M, tris : hydroxyméthyl-amino-méthane. 

 Solution de phénol  

La solution du phénol  utilisé dans l’étude de la biodégradation est en raison de  0,1% en 

mettant 0,1g du phénol dans 10ml d’eau distillé stérile. 

 

 solution de 4-Nitrophénol  

0,1 g de 4-Nitrophénol est ajouté dans 10 ml d’eau distillé stérile.  

 

   solution de cyclohexane 



Annexe 01                    composition des milieux de culture, solutions et réactifs 

Le cyclohexane est dissoute dans une solution de triton X 100 à 0,1%, et puis la préparation 

de la solution de cyclohexane en raison de 1%. 

 

 

 Solution de carbonate de sodium  

200 g de carbonate de sodium anhydre est ajoutés Dans 800mL d'eau distillée. 

 

 Réactif de folin ciocalteu  

Ce réactif est décrit comme étant du tungstate de sodium, du molybdate de sodium, du sulfate 

de lithium, du brome, de l’acide chlorhydrique concentrée et de l’acide phosphorique.  
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Tableau 07: nombre des colonies par dilutions décimales de chaque échantillon 

 1O-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8 

E1 I I 81 76 70 45 0 0 

E2 66 2 1 0 0 0 0 0 

E3 264 137 90 21 0 0 0 0 

E4 I I 119 74 59 22 13 2 

I : indénombrable          

                             

Tableau 08: aspect microscopique des souches isolées 

 Etat frais  Coloration 
de gram 

 Coloration au 
bleu de 
méthylène 

colonie mobilité arrangement Forme de 
cellules 

Gram Présence de 
spores 

S4 Non mobile En amas bacilles positif présence 

S8 mobile Isolé/ en paire/ 
en amas. 

colibacilles négatif Pas de spores 

S11 Non mobile En amas / isolé cocci positif Pas de spores 

      
      

    

Tableau 09 : la mesure des zones d’inhibition de l’antibio-résistance (mm) 

 S4  S11 S8 

ENR 29,38  32,19 21,67 

N 23,39  27,93 15,86 

E 23,97  28,35 22,64 

GM 25,05  22,69 18,6 

PEN ˂6  ˂6 20,46 

SXT 28,32 ˂6 ˂6 

TET 22,63 25,18 ˂6 

SSS 200 33,49 ˂6 23,5 

VAN 19,83 20 19,59 
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SP 25,05 24,21 ˂6 

SPN 26,34 25,78 ˂6 

OXC ˂6 ˂6 ˂6 

AMC   ˂6 

COL   13,78 

     

CAZ   22,23 

     

 



Isolement et identification des bactéries à partir d’un site contaminé par les dérivées 

pétroliers 

Résumé. Les bactéries du sol ont la capacité de dégrader divers composés organiques 
présents dans un site pollué par le pétrole ou ses dérivés. Ce milieu constitue donc un choix 
convenable pour l’isolement des souches qui peuvent être exploitées pour le traitement des 
milieux pollués. Pour cela, l’objectif de cette étude était d’isoler et d’identifier les bactéries à 
partir d’un sol prélevé auprès d’une station de service des carburants de la région de 
Laghouat. Les bactéries ont été isolées dans des milieux sélectifs et leur identification a été 
réalisée à l’aide de leurs caractéristiques morphologiques et leurs propriétés biochimiques. 

Les analyses microbiologiques montrent la présence d’une biomasse bactérienne 
considérable et d’autre part une diversité avec dominance de deux genres Pseudomonas sp. Et 
Bacillus sp. Le test de biodégradation de quelques polluants organiques (phénol, p-
nitrophénol et cyclohexane) montre que seulement Pseudomonas et Bacillus sont capables de 
dégrader totalement le phénol comme seule source de carbone et d’énergie. Ces deux 
bactéries peuvent être exploitées au niveau d’une station d’épuration des eaux usées ou être 
utilisées comme bio-stimulants. 

 
Mots clés : Station de service, Sol, bactéries, identification, polluants organique, dégradation. 

Isolation and identification of bacteria from a site contaminated with petroleum 
derivatives 

Abstract. Soil bacteria have the ability to degrade various organic compounds present in a 
site polluted by oil or its derivatives. This medium is therefore a suitable choice for the 
isolation of strains that can be exploited for the treatment of polluted environments. For this, 
the objective of this study was to isolate and identify the bacteria from a soil collected from a 
fuel service station in Laghouat region. The bacteria were isolated in selective media and 
identification was carried out using morphological characteristics and biochemical properties. 

Microbiological analyzes show the presence of a considerable bacterial biomass and also a 
variety with dominance of two Pseudomonas sp. and Bacillus sp. The biodegradation test of 
some organic pollutants (phenol, p-nitrophenol and cyclohexane) shows that only 
Pseudomonas and Bacillus are capable of degrading completely the phenol as sole source of 
carbon and energy. Both bacteria can be exploited at a sewage plant wastewater or used as 
bio-stimulants. 

Keywords: Service Station, Sol, bacteria, identification, organic pollutants, degradation 

 عزل وتحدید البكتیریا من موقع ملوث بالمشتقات النفطیة

إذن . مشتقاتھ أوبالنفط  ملوث المركبات العضویة المختلفة الموجودة في موقع  تحلیلبكتریا التربة لدیھا القدرة على .ملخص
لھذا، كان الھدف من ھذه . الملوثة المناطقلعزل سلالات التي یمكن استغلالھا لعلاج  الوسط المناسب الوسط،ھذا  یشكل

البكتیریا في ھذه تم عزل . غواطالدراسة ھو عزل وتعریف البكتریا التي تم جمعھا من محطة خدمة وقود في منطقة الأ
  .الحیویة اءباستخدام الخصائص المورفولوجیة وخصائص الكیمی السلالاتوأجري تحدید محددة لھا،  أوساط

و متنوعة، حیث ھناك بكتیریتین سائدتین ھما  حیویة بكتیریة كبیرة الدراسة المیكروبیولوجیة على وجود كتلة أظھرت
Bacillus, Pseudomonas  . الفینول، (العضویة ثات الملو ت على مجموعة منالاختبارا  بعض أجریتوقدP-

قادرة استعمال تلك الملوثات  Bacillus, Pseudomonasكل من   أن أظھرتحیث ) نیتروفینول والھكسان الحلقي
محطة الصرف و یمكن استغلال كل من ھاتھ البكتیریا في معالجة میاه . .كمصدر وحید للكربون والطاقة...) الفینولك(

 .الحیویةكمنشطات  الصحي أو استخدمھا 

 .الزائفة، العصویة ،العزلة، التحلل البیولوجي، الملوثات العضویة، الفینول، تحدید:  الكلمات المفتاحیة


