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 Etude de la cinétique de biodégradation de phénol sous  différentes conditions 

Physico-chimiques 

 

Résumé : Ce travail s’inscrit dans le cadre de la dégradation des polluants. Il a pour but 

d’étudier et d’évaluer les conditions physico-chimiques optimales. Pour cette étude, le phénol à 

été choisi comme polluant organique modèle. Nous avions donc deux objectifs à atteindre. 

Premièrement, il s’agissait de sélectionner les souches capables de dégrader le phénol d’une part 

et d’étudier la cinétique la biodégradation, d’une autre part.  

    Dans un premier temps, nous avons isolés des bactéries à partir d’un échantillon du sol 

contaminé par les dérivés pétrolier, le sol est prélevé au niveau d’un fourrage de la zone Hassi 

Messaoud de la Wilaya d’Ouaregla. Des isolats bactériens ont été obtenus à partir d’un repiquage 

successif sur milieu Luria-Bertani, après purification, et la réalisation de test de la 

biodégradabilité, plusieurs souches sont capables d’utiliser le phénol comme seul source de 

carbone pour leurs croissances. Cinétiquement les résultats obtenus on permit de montrer que le 

phénol est dégradé complètement au bous de 24 heurs aux concentrations allant jusqu'à 1000 

mg/L, à  PH optimale de milieu est de l’ordre de 7 et de température de 37°c, sous l’effet 

d’agitation 250 rmp.  

Mots clés : Sol, Polluant organique, dégradation, phénol, cinétique. 
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   La pollution s'impose aujourd’hui comme un sujet qui préoccupe de plus en plus toutes les 

domaines sociaux. C’est un problème d'actualité qui à des effets néfastes sur l'environnement qui 

constitué la terre, l’eau, la plante et l'air est un ensemble très important pour notre bien et pour 

l'équilibre naturel. Cette pollution peut être d’origine naturelle, mais principalement issue de 

l’activité humaine qui conduit à la dispersion de quantité nocive de matériaux naturelle et 

chimique dans l’environnement. (Jensen, 1966).  

     Le sol est un milieu biologique, dans et sur lequel se développent des organismes vivants, est 

un habitat généralement favorable à la prolifération des microorganismes. Il est constitué aussi 

des composés minéraux et matières organiques en proportion variable. Les bactéries sont les plus 

abondants et les plus actifs du sol ou ils sont les principaux responsables de la dégradation des 

polluants organiques. (Calvet, 2000). 

    Plusieurs travaux ont montré que les bactéries isolées du sol à titre d’exemple ;  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 pollution porte  des différents types des polluants organiques qui sont des molécules qui 

posent un grave problème environnemental à cause de leurs propriétés toxiques et cancérigènes, 

ayant des effets sur les êtres vivants (animaux et plantes) et sur  la santé humaine. Ils œuvrent 

également à la perte de la biodiversité dans de nombreux écosystèmes. Parmi ces polluants 

organiques on peut citer Les polychlorobiphényle (PCB), les composés organiques volatils, les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), et principalement  le phénol qui est considéré 

comme un polluant majeur du sol.  (Norway, 2012).  

     Le phénol est un produit de synthèse. Pur, il se présente à la température ordinaire comme un 

solide blanc cristallisé. C'est un composé de famille d’hydrocarbure aromatique,  il est toxique,  

peut provoque des brûlures graves sur la peau. Il doit être manipulé en utilisant des gants et des 

lunettes de protection. Les solutions (acide phénique) ont été parmi les premiers antiseptiques 

utilisés en médecine (Lister 1867).   De nombreux  efforts ont été faits pour réduire et éliminer ce 

polluant, grâce à une gamme importante de technologies physico-chimiques qui sont disponibles  

pour décontaminer l'environnement. Ces techniques, souvent très coûteux, induisent 

d'importantes modifications des propriétés du milieu, ce qui a incité à développer des méthodes 

biologiques curatives (Agarry et Ogunleye, 2012).  
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     Les méthodes biologiques de décontamination basée sur l’utilisation des microorganismes 

pour éliminer les polluants en raison de leurs diverses capacités métaboliques; c’est  l'un des 

principaux mécanismes par lesquels le phénol et les autres polluants hydrocarbonés peuvent être 

éliminés de l'environnement (Das et Chandran, 2011; Kumar et al., 2011).  Cette technique très 

prometteuse et efficace qui est simple et peu coûteuse. 

  L’étude de la croissance bactérienne en présence d’un mélange de substrats est un des domaines 

les plus riches de la biologie expérimentale. Ce phénomène présente aussi un grand intérêt 

écologique et technologique. Dans la nature ou dans plusieurs environnements engendrés par les 

activités humaines tels que les systèmes de traitement des eaux usées et les fermenteurs 

commerciaux, les microorganismes se développent en présence de divers mélanges de substrat 

(Narang et al, 1997).                                                                                                                                                  

    Dans notre étude on s’intéresse  en premier lieu aux microorganismes  qui sont responsables 

de ce traitement, en particulier les bactéries qui ont la capacité  de dégradation du phénol par 

l’action enzymatique ou métabolique. Par l’application de plusieurs paramètres étudiés.  Pour 

cela l’objectif de notre travail est d’étudie la cinétique de dégradation in vitro  de ce polluant par 

les bactéries isolées a partir d’un échantillon du  sol contaminer par les dérivés pétrolier, avec 

l’optimisation des différents conditions physico-chimiques pour promouvoir les utilisé dans les 

procédés biologique de décontamination d’autre milieu pollué. 

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

étude. 

 La première partie présente un rappel bibliographique est dédié à la description de la 

pollution ainsi que les principaux polluants majeurs et leur impact environnementaux.  

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

dans cette étude. 

 En fin, dans  La troisième partie on synthétise le travail par une discussion des résultats 

expérimentaux obtenus. 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                           Partie 1 : 

 

     Synthèse bibliographique  
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1. Pollution de l’environnement  

1.1 Définition  

 Un écosystème est un ensemble dynamique au sein duquel interagissent à divers degrés 

des facteurs biotiques (individu, population, communauté) et abiotiques (facteurs physico-

chimiques). Les sols avec les milieux aquatiques et l’atmosphère sont les composants 

majeurs de la biosphère. A ce titre, ils jouent en permanence un rôle déterminant dans 

l’apparition et le maintien de l’activité biologique et de la biodiversité à la surface de la 

planète (Yadav et Hassanizadeh, 2011, Lipińska et al, 2014). Lors d’un déséquilibre de 

ces derniers il apparait l’un des grands problèmes de notre jour appelé la  pollution. 

(Bogan et al., 1995). 

   Il est défini comme une nuisance ou un risque pérenne pour les personnes ou 

environnement et pourrait être un phénomène ou élément perturbateur d'un équilibre établi. 

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. 

(Perfumo et al., 2010)  

1.2 Les différents types de pollution et leur effet toxique 

    1.2.1 Pollution atmosphérique  

   D’origine naturelle ou anthropique, les substances émises peuvent être de nature 

physique (radioactivité, énergie. . .), chimiques (gaz, particules, aérosols. . .) ou 

biologiques (pollens, acariens, moisissures. . .).   Ces pollutions sont dites primaires 

lorsqu’elles s’échappent directement des pots d’échappements, des cheminées ou des 

surfaces agricoles, etc. Elles vont ensuite se disperser, se diluer, se transporter voire se 

transformer en d’autres composés dits « secondaires » comme l’ozone ou le nitrate 

d’ammonium, la pollution de l’air touche tout le monde et tous les secteurs (Jean et al., 

2016). Elle en un impact majeur sur le processus d’évolution des plantes en empêchant la 

photosynthèse dans de nombreux cas, avec de graves conséquences sur la purification de 

l’air que nous respirons.    
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Tableau 01:Principaux effets des polluants atmosphériques sur la santé et l’environnement (Jean et al., 

2016). 

Plluants Origines Effets sur la santé Effets sur l’environnement 

Ozone 

troposphérique 

(O3) 

est une forme particulière de 

l’O2. Résulte de la 

transformation photo-

chimique de certains 

polluants de l’atmosphère 

(NOx et COV) en présence 

de rayonnements  UV-

solaires.  

C’est un gaz agressif 

qui provoque des 

migraines, des 

irritations des yeux et 

de gorge, de la toux et 

une altération 

pulmonaire. 

En quantité très élevée, 

l’ozone Il contribue à 

l’acidification de 

l’envirennement qui perturbe 

la composition de l’air, des 

eaux de surface et du sol, 

ainsi porte préjudice aux 

écosystèmes et dégrade les 

bâtiments et les cultures. 

Oxydes d’azote 

(NHx) 

Proviennent surtout des 

véhicules et des installations 

de combustion. Ces 

émissions ont lieu 

principalement sous la forme 

de NO(90%) et dans une 

moindre mesure sous la 

forme de NO2 

N’est pas toxique pour 

l’homme au contraire 

du NO2 qui peut 

entrainer une altération 

de la fonction 

respiratoire et une 

hyper activité 

bronchiques. Chez les 

enfants et les 

asthmatiques, peut 

augmenter la sensibilité 

des bronches.. 

Les NOx interviennent dans 

la formation d’ozone 

troposphérique et contribuent 

au phénomène des pluies 

acides qui attaquent les 

végétaux et les bâtiments. 

Composés 

organiques 

volatils (COV) 

Les COV hors méthane 

(NMVOC) sont gazeux et 

proviennent du transport 

routier ou l’utilisation des 

solvants ou dans les colles, 

vernis, peinture,.. Les plus 

connus sont les 

BTX(bensène,toluène,xylène 

. 

Les effets divers selon 

les polluant et 

l’exposition. Ils vont de 

la simple gène olfactive 

et une irritation, à une 

diminution de la 

capasité respiratoire. 

Le benzène est un 

composé cansérigène 

reconnu. 

Il interviennent dans la 

formation d’ozone 

transphérique et contribuent 

au phénomène des pluies 

acides qui attaque les 

végéteaux et les bâtiments. 

Dioxydes de 

carbone (CO2) 

 provient de la combustion 

de carburant fossile pour le 

transport, chaufage les 

activités industriélles. 

Il n’a pas d’effet connu 

sur la santé. 

Effet t de serre et contribue à 

une modification du climat 

planétaire. 

Dioxyde se soufre 

(SO2) 

Combustion des matières 

fossiles contenant les soufre 

Peuvent provoque des 

affections respiratoire  

En présence de l’eaux il 

forme de l’acide sulfirique 

qui contribue à l’acidification 

de l’environnement. 

Amoniac (NH 3) Polluants liée aux activités 

agricoles. En milieu urbain  

sa présence liée à 

l’utilisation de produits de 

netoyage, aux processus de 

décomposition de la matière 

organique  

N’a pas d’effet toxique 

dans l’air mais sous  la 

forme liquide(NH3OH) 

se révèle très corrosif. 

Cotribue à lacidification de 

l’environnement. 

Polluant 

organique 

pérsistant ( POP) 

incluant les 

dioxines les HAP, 

les pésticides…. 

Due aux activités humaines 

et sont rejetées dans 

l’environnement comme 

sous-produit de procédés 

industriels . Les HAP sont 

rejetées dans l’atmosphère 

comme sous-produit de la 

combustion incomplète  

Effet concérigènes, et 

pérturbateurs 

endocriniens, ils 

interviennent dans les 

processus hormonaux.  

Résistent à la dégradation 

biologique donc dans 

l’environnement sont 

caractérisés par une faible 

solubilité dans l’eau 
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 1.2.2 Pollution d’eau   

   La pollution hydrique c’est  introduction, directe ou indirecte, par l'activité humaine, des 

substances ou de chaleur dans l'eau, susceptibles de contribuer ou de causer : un danger 

pour la santé de l'homme, des détériorations aux ressources biologiques, aux écosystèmes 

ou aux biens matériels, une entrave à un usage de l'eau. En général, les eaux souterraines 

sont moins vulnérables à la pollution que les eaux de surface  (Fawell et. Nieuwenhuijsen, 

2003). 

   La pollution par  les composés organiques est causée principalement par une forte 

industrialisation qui rejette des polluants toxiques dans l’environnement. Comme la 

majorité des polluants, les composés phénoliques sont nocifs, et ils se trouvent dans les 

effluents de nombreuses industries, telles que les industries chimiques et pétrochimiques, 

celles des résines et des cokeries, des pesticides, du textile, du papier et même dans 

l’industrie pharmaceutique et beaucoup d’autres. 

  Avec l'augmentation marquée de la population et l’industrialisation, un nouvel ensemble 

des polluants est apparus. (Goldstein, 2002.) 

     1.2.3 Pollution Sol  

  La pollution des sols est le résultat des activités minières et d’industries lourdes, comme 

l’industrie pétrolière ou l’industrie chimique (Calvet R., 2000). Les polluants sont 

majoritairement des composés organiques (hydrocarbures, composés phénolés et 

chlorés,…) et des métaux lourds (Yadav et Hassanizadeh, 2011, Lipińska et al, 2014), 

elle provoque une intoxication des organismes affectés en perturbant une fonction vitale 

pouvant entraîner la mort à la diversité bactérienne des sols qu’elle est difficilement 

quantifiable (Janssen, 2006; Sait et al., 2002). 

    La dépollution des sols vise à diminuer la biodisponibilité des polluants, en évitant leur 

transfert vers les nappes phréatiques ou les chaînes alimentaires par l’implication des trois 

processus: physiques, chimiques et biologiques (Yadav et Hassanizadeh, 2011, Lipińska 

et al, 2014). La pollution des sols est principalement issue d’une extraction, transformation 

et utilisation des produit pétroliers dans des différentes domaines (industrielle, 

pharmaceutique, agroalimentaire.. etc.) (Janssen, 2006; Sait et al., 2002). 
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  Le milieu urbain est en effet à l’origine de plusieurs sources de pollution des sols et 

consiste un des risques majeur pour l’environnement (Piedrafita et victoria, 2007),  donc 

l’exploitation d’une station-service représente une source potentielle de nuisances (trafic, 

bruit, pollution atmosphérique, pollution du sol et des eaux) pour le voisinage direct mais 

aussi pour l’environnement en général. Ce dégât et/ou phénomène de pollution des sols et 

sous-sols provenant des stations-service se décline en deux principales catégories : 

 Une pollution chronique produisant en langue période due le plus souvent à la 

corrosion des cuves et des canalisations entrées. 

 Une pollution accidentelle due au déversement d’hydrocarbure lors du remplissage 

du stockage de la station ou de la distribution de carburant. (Jeannot, R et al., 

2001). 

1.3. Les microorganismes du sol : 

Tableau 02: Abondance des micro-organismes dans les sols (Bonneau et  Souchier, 1994). 

 

Organismes  Nombre (UFC/g de sol sec) 

Bactéries  10
8
 

Actinomycètes 10
5 
à 10

6
 

Algues 10
4 
à 10

5
 

Protozoaires 10
4
 

 

   Est une mosaïque de micro habitat placés dans des conditions physico-chimique 

différentes qui peuvent agir sur les végétaux soit en synthétisant des composés 

phytotoxique ou bien détoxifiant les sols contaminé (Aron, 1998). 

Parmi les microorganismes les plus important les algues, les  bactéries et les champignons 

qui sont des médiateurs primaires dans la dégradation des hydrocarbures, les plus étudiés et 

semblent les plus efficaces. En effet, ils sont capables de métaboliser une large gamme des 

hydrocarbures, les transformant partiellement en métabolites ou en les minéralisant 

complètement (Chikere, 2011). Les bactéries se sont avérées plus polyvalentes et actives 

que les champignons et peuvent donc jouer un rôle plus important au cours de la 

biodégradation des hydrocarbures (Rahman et al, 2003, Brooijmans et al, 2009). 
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Tableau 03 : Les principaux genres bactériens dégradants isolés à partir du sol 

Gram Classe Genre Références 

 

 

 

 

 

 

Gram 

(-) 

 Proteobacteria Sphyngomonas, Agrobacterium, 

Achromobacter. 
(haritash et kaushik2009 ;Romie et 

al.,1999) 

 proteobacteria Alcalines, Bulkhorderia, Comonas, 

Rastonia, Rhizobium, Polaromonas.  
(Daane et al.,2001 ;Goyal et 

zystra,1997 ;Jeon et al .,2006 ). 

 Proteobacteria Pseudomonas, Acinetobacteria, 

Klebsiella, Stenotrophomonas, 

Haemophylus. 

(Adb-Esalam et al.,2006 ; Haritash et 

Kaushik,2009 ; Kim et al.,2009 ; Simon 

et., 1993) 

Bateroidetes Flvobacterium 

 
(Adb-Esalam et al.,2006) 

 

 

 

 

 

 

Gram 

(+) 

Actinobacteria Arthrobacter, Rhodococcus, 

Mycobacterium, Terrabacter, 

Gordonia. 

(Heitkamp et al.,1988;kästner et 

al.,1994 ; khan et al., 2001 ;Krivobok 

et al.,2003 ;Larkin et al.,1999 ;Timmis 

et al.,2010). 

Nocardiodes Nocardia (Krivobok et al.,2003 ;Saito et 

al.,1999 ;Zeinali et al.,2007). 

Firmicutes Bacillus, Paenibacillus. (Bossert et Bartha, 1986 ;Daane et 

al.,2002 ;Rochelle et al.,2005) 

2. Les grands groupes des polluants et leur effet toxique  

   2.1 Les polluants inorganiques 

2.1.1  Les métaux lourds  

  Il s'agit d'un ensemble d'éléments ou de composés dont l'accumulation est responsable 

d'une pollution du sol (Chassin  et al., 1996). Les éléments métalliques sont sous 

différentes formes, toujours présents au sein de l’environnement. A l’état de traces, ils sont 

nécessaire voir indispensables aux êtres vivants. A concentration élevée, en revanche, ils 

présentent une toxicité plus au moins grave. La présence de métaux dans l’environnement 

résulte de causes naturelles et des activités humaines. Ils posent un problème réel, car ils 

s’accumulent et ne sont pas biodégradables, et donc persistent pendant de longues périodes 

dans des sols (Huynh, 2009). Les métaux lourds ont un caractère polluant avec des effets 

toxiques pour les organismes vivants même à faible concentration. Ils n’ont aucun effet 

bénéfique connu pour la cellule. (Kabata-Pendias et Pendias ; 2001; Migeon, 2009).  

Signalant que les plus dangereux pour l'homme et les écosystèmes sont le plomb (Pb), du 

mercure (Hg), du cadmium (Cd), l’arsenic, le titane et le chrome (Forbes et al., 1997). 

2.1.2Les composés azotés (NOx) 

L’azote (N) est un nutriment indispensable à la croissance des plantes, mais lorsqu’il 

est présent en excès dans l’écosystème, des contaminations ont lieu vers les hydrosystèmes 

sous forme de nitrate (NO3-) ou vers l’atmosphère sous forme de protoxyde d’azote 

(N2O),  Il a été considéré comme le principal élément qui limite la croissance du 

phytoplancton dans les lacs tropicaux. (Benoit, 2013).   
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Les composés azotés  regroupent le monoxyde d'azote (NO) et le dioxyde d'azote 

(NO2). Ces polluants sont dispersés plus ou moins efficacement dans l’air.  Le NO, 

principalement émis par la circulation automobile, provient des réactions de combustion. Il 

est ensuite oxydé en NO2 dans l'atmosphère. Les oxydes d'azote sont des irritants 

respiratoires qui peuvent entraîner une altération de la fonction respiratoire, et des 

perturbations du transport de l'oxygène dans le sang. (Henry et al, 1985), 

        2.1.3 Le dioxyde de soufre ( SO2) 

 Le dioxyde de soufre est un gaz incolore, plus lourd que l'air, d'odeur piquante très 

irritante, Ce polluant, d'origine principalement industrielle, provient des installations de 

combustion (charbon, gasoil…). Il est irritant pour les muqueuses et les voies respiratoires. 

Il peut provoquer des œdèmes du poumon et des bronchites. Il est en partie responsable des 

pluies acides. (Falcy M., Malard S., 2005).   

   2.2  Les polluants organiques  

   Ce sont en grande majorité des produits de synthèse issus de l'activité anthropique. Ils 

proviennent principalement de trois ensembles d'activités industrielles (production 

d'énergie, métallurgie, industries chimiques…), urbains (transport, traitement des 

déchets,…) et agricoles (utilisation de produits phytosanitaires) (Chu W et al., 2005 ).  

      2.2.1 Les hydrocarbures  

  Les hydrocarbures diffèrent par leur sensibilité aux attaques microbiennes. Ils contiennent 

principalement des molécules composées d’atomes de carbone et d’hydrogène. Il s’agit 

d’alcanes acycliques (ou paraffines), des cycloalcanes (ou naphtènes), d’alcènes (ou 

oléfines) et d’hydrocarbures aromatiques (Harayama et al, 1999). D’autres constituants 

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

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

polaires de faible masse moléculaire sont appelées des résines, les plus lourdes étant 

regroupées sous l’appellation d’asphaltènes (Balba et al, 1998). 

   Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) 

   sont des composés chimique porte plusieurs cycle aromatiques  juxtaposés plus ou moins 

substitués (Costes et al., 1997). Les principaux types de sources des HAP sont: 

anthropique (pétrole et combustibles) et naturelles (Wakleham et al, 1980).  Ils résultent 

de la combustion incomplète de la matière organique à des températures très élevées, de 

l’ordre de 1000°C, lors de phénomènes de combustions incomplètes (Leozgarziandia, 

2000). Quelques exemples de HAP parents sont présentés dans la figure 01. 
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Figure 01 : Structure de quelques hydrocarbures aromatiques polycycliques abondants (HAP) dans 

l'environnement (Sudip et al, 2002) 

   A l’état pur les HAP sont solides souvent colorés et cristallins à température ambiante. Ils 

sont peu solubles dans l'eau et s'adsorbent fortement sur les particules organiques du sol, ce 

qui diminue considérablement leur biodisponibilité. Ils se bioaccumulent aussi dans les 

graisses, notamment chez les poissons et les mollusques (Gabet, 2004). 

   Ils ont tendance à s'adsorber sur les sols et les sédiments à cause de leur caractère 

hydrophobe, la persistance environnementale et la génotoxicité augmentent avec la taille des 

HAP. Les problèmes de toxicité vont de la toxicité chronique à la cancérogénèse          

(Christine Bidaud, 1998).  

 2.2.3 Polychlorobiphényles (PCB) 

 Ce sont des substances chlorées très stables insolubles dans l'eau (Dutta et al., 2004), et ont 

une forte affinité pour les matières en suspension et les lipides, Ils s'accumulent donc dans le 

milieu naturel et se bioaccumulent fortement dans la chaîne alimentaire, par exemple dans les 

graisses des poissons et d'autres organismes vivants. (Boucheseiche C et al., 2002). 

 les PCB sont largement utilisées dans la production des condensateurs, transformateurs, 

fluides hydrauliques, lubrifiants, pesticides (Dutta S. K et al., 2004).  Ils peuvent être 

dégradés à haute température (1200°C), leur combustion peut générer des dioxines et des 

furanes, substances cancérigènes et mutagènes (Barriuso E et al., 1996). 

    2.3.3 Les composés organiques volatils (COV) 

 Ce terme englobe un grand nombre de composés appartenant à différentes familles 

chimiques: alcanes, alcanes substitués, alcènes, alcools, composés aromatiques (benzène), 

esters, cétones. Les COV font l'objet de nombreuses utilisations en tant que solvants, 

dégraissants, dissolvants, conservateurs, agents de nettoyage. 

 Ils entrent donc, seuls ou en mélange, dans un grand nombre de procédés d’industries 

manufacturières utilisatrices de solvants, d’application et de fabrication de peinture, de 
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préparation de caoutchouc, les imprimeries, les papeteries, la pharmacie, la parfumerie, les 

industries agro alimentaires. ( Lalanne ., 2006). 

       2.3.5 Les Pesticides  

 Appelés aussi produits phytosanitaires ou bien des produits desynthèse introduits dans 

l'environnement par l'homme pour des raisons déterminées soit (Fdil .,2004) : 

 Pour protéger les récoltes et les denrées stockées 

 Pour protéger les différents secteurs de l'agriculture intensive 

 Pour lutter contre les vecteurs de maladies.  

Actuellement ils ont classées en fonction de leur cible biologique (Kankou Mohamed Ould 

Sid Ahmed., 2004): 

 Les insecticides contre les insectes. 

 Les herbicides contre les mauvaises herbes. 

 Les fongicides contre les champignons. 

Une fois dans l’environnement, les pesticides peuvent être transformés en un grand nombre 

de produits de dégradation,  aussi sont présent dans les eaux souterraines (Bottoni et 

Funari., 2005) 

3. L’impact des polluants organiques sur l’environnement 

       3.1 Sur les sols et les eaux souterraines 

    Il présente 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 (Gabet., 2004).  

     Les fuites de réservoirs de stockage constituent un problème environnemental majeur 

notamment terme de risque de transfert d'hydrocarbures vers les nappes phréatiques et 

lhumanité. Il résulte de l’infiltration à partir de la surface ou de l’enfouissement de 

produits pétroliers ou de résidus hydrocarbonés (Gautier, 2007).       

    Aux polluants transitant par les cours d’eau s’ajoutent ceux provenant des territoires 

proches de la mer. Ils peuvent avoir une origine diffuse (principalement agricole) ou 

ponctuelle (stations d’épuration industrielles ou urbaines) (Gabet., 2004). 

      3.2 Sur les végétaux et la chaine alimentaire 

    Les conséquences dépendent des organismes eux-mêmes et de la structure chimique des 

hydrocarbures. Parlent sur  les concentrations des PCB  totales semblaient être plus élevées 
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dans les huiles extraites des plantes que dans les tissus végétaux (Stevcevska et 

Jovanovic, 1974).  

    Cette constatation, aurait des répercussions sur certaines cultures qui poussent près des 

sources d'HAP, parce que les organes végétaux tels que les graines sont importants dans 

l'alimentation humaine (Kveseth et al., 1981). Ont suggéré que les HAP de poids 

moléculaire faible sont adsorbés sur les feuilles, tandis que les composés particulaires de 

plus haut poids moléculaire sont éliminés par la pluie (Kolar et al., 1975).  

      3.3 Sur les milieux marins 

    Le principal danger localisés dans les certitudes du transport maritime  tout au long de la 

chaine d’activité pétrolière, de l’exploitation, production jusqu’au transport de pétrole, à la 

pétrochimie et au raffinage.(DeLestrange et al, 2005).  

    En termes quantitatifs, le pétrole est l'un des polluants organiques les plus importants 

dans les milieux marins et il est estimé que dans le monde entier, entre 1,7 et 8,8×106 

tonnes d'hydrocarbures pétroliers ont un impact annuel sur les eaux marines et les estuaires 

(National Research Council, 2002). Parmi ces polluants les "produits blanc" sont impliqués 

dans 40 % des pollutions d'hydrocarbures, avec notamment le gazole qui à lui seul 

représente 27 % des déversements d'hydrocarbures en eaux continentales. Les produits 

bruts viennent en deuxième position avec 21 % des pollutions. Enfin, les produits raffinés 

lourds représentent 14 % des pollutions (Cedre, 2012). L’impact environnemental à court 

terme peut être grave et frapper sérieusement les écosystèmes et les populations qui vivent 

à proximité du littoral contaminé, du point de vue tant de leurs moyens de subsistances que 

de leur qualité de vie (Soltani, 2004). 

4. Généralités sur les phénols  

  En 1650 Johann Rudolf Glauber, un scientifique allemand découvre le phénol à l'état -

impur à partir de la distillation du goudron de houille, et en 1834 Friedrich Ferdinand 

Runge parvient à l'isoler pour la première fois le phénol et il le nomme "acide carbonique". 

Il fut synthétisé et manufacturé en 1889 par la firme BASF (Badische Anilinund Soda- 

Fabriken) qui est un groupe chimique allemand parmi les plus grands groupes de chimie au 

monde. Depuis ce temps, le phénol est devenu l’objet de nombreuses études (Vermerris  et  

Nicholson, 2006).  Ce composé est  classifié par Harborne and Simmonds (1964) selon le 

nombre de carbones dans la molécule (Ralph et Wilfred, 2006). 

  Le phénol est un polluant très répandu dans de nombreux effluents industriels on le trouve 

dans les eaux usées des usines de transformation du charbon, des raffineries du pétrole, des 
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industries papetières, des usines de fabrication de résines, de peintures, de textiles, de 

pesticides, des industries pharmaceutiques. (Bakas et al., 2014). 

    4.1. Définition du phénol  

  Le phénol de formule brute C6H6O, est un composé organique aromatique compose de 

noyau benzénique relié avec un groupement hydroxyle (–OH). Il porte aussi les noms 

d’hydroxyle-benzène, acide phénique ou acide carbonique. (Nair et al., 2008).  

 Structure  

 

                             Figure 02 : La structure  de la molécule de phénol 

4.2.  Origine du phénol  

Le phénol est produit à la fois naturellement et synthétiquement par des procédés 

chimiques : 

 Naturellement, le phénol est extrait par distillation de goudron de houille. où il est 

formé durant la décomposition des matières organiques. 

 synthétiquement,  par l’oxydation de cumène représente 95% de la production de 

phénol dans le monde (Busca et al., 2008). Il provient également des activités 

anthropogéniques telles que : l’extraction de combustibles fossiles, la fabrication des 

matières plastiques, du papier, des pesticides, des produits chimiques organiques, des 

produits pharmaceutiques, la transformation du bois, le raffinage du charbon et du 

pétrole, ainsi que des eaux de ruissellement agricoles. (Kumaran et Paruchuri, 1997).   

4.3 Propriétés physico-chimique  

  Le phénol est l’unité structurelle de base pour une variété de composés organiques de 

synthèse. Dans les conditions normales de température et de pression, le phénol est un 

solide qui se présente sous la forme d’une masse cristalline ou d’aiguilles incolores 

(INRS, 2011). Il est modérément volatile à la température ambiante  et très inflammable 

(Clabrase et Kenyon, 1991). Il a une odeur caractéristique, à la fois âcre et douceâtre. 

(Amoore et Hautala, 1983). En présence d’impuretés, d’eau ou de lumière, le phénol se 

teint en rose ou rouge (INRS, 2011). Il est :  
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 Soluble dans la plupart des solvants organiques comme les hydrocarbures aromatiques, 

les alcools, les cétones, les éthers, les acides et les hydrocarbures halogènes. (INRS, 

2011). 

 Partiellement soluble dans l’eau, il devient entièrement soluble dans cette dernière au-

delà de 68C°. 

 Il est modérément volatile à la température ambiante, et très inflammable (Clabrase et 

Kenyon, 1991). 

                        Tableau 04 : Propriétés physico-chimique du phénol(Clabrase et Kenyon, 1991). 

 

                       Propriétés  

 
                           Phénol  

 

Masse molaire 

 

                     94,14 g.mol-1 

Diamètre moléculaire 

 

                      0.55 nm 

Pka 

 

                      9.99 (phénol/phénolate) 

T°fusion 

 

                       41°C 

T°ébullition  

 

                       182°C 

Solubilité dans l’eau 

 

                    88.360  mg/L 

Tension de vapeur à 20°C 

 

47 A 

               

4.4Application du phénol  

  Le phénol constitue un des grands produits intermédiaires de l’industrie chimique. 

Environ huit millions de tonnes de phénol sont utilisés dans le monde annuellement. 

(Senthivelan et al., 2014).  En tant que substance pure, le phénol est utilisé dans la 

fabrication de produits anti moisissures, de désinfectants, d’antiseptiques et de préparations 

médicinales diverses, telles que des bains de bouche, des gouttes nasales et auriculaires et 

des pastilles pour maux de la gorge,  on le trouve comme antiseptique interne et 

anesthésique gastrique. Le phénol est un produit majeur dans la synthèse de produits 

pharmaceutiques, dont l’aspirine (Busca et al., 2008).  

 Il est également utilisé dans la fabrication des diverses  produits mais principalement en 

synthèse organique tels que :  

 Le raffinage des pétroles. 

 L’industrie des matières en plastiques.  

 Les matières explosives (mélinite à base d’acide picrique). 

 La fabrication de détergents, pesticides, colorants, etc. (Busca et al., 2008). 
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 4.5. Toxicité du phénol  

   La majorité des phénols et de leurs dérivés sont des substances toxiques. Beaucoup 

d'entre eux sont classés comme des déchets dangereux, et certains d'entre eux sont connus  

d'être cancérogènes. (INRS, 2008).comme il est rapidement éliminé par les reins sous forme 

libre est conjuguée (80 à 90% sont excrétés en 24 heures). Les manifestations toxiques sont 

dues au phénol libre. L‘ingestion accidentelle, l‘absorption cutanée massive entraînent par 

fois la mort. (INERIS, 2005). 

        4.5.1. Effet sur les êtres vivants 

  Le phénol est rapidement absorbé (70 à 80% en 6 heures). Il dénature les protéines et 

détruit les parois cellulaires. Les organes ciblés sont(le cerveau, les reins, le foie, le 

pancréas, le sang, les poumons et la muqueuse gastro-intestinale). L’ingestion de 1g de 

phénol est létale pour les humains (Kumaran et Paruchuri, 1997).il peut provoque : 

- Les maux de tête et vomissements. 

- La faiblesse musculaire et l’étourdissement. 

- Les troubles de la vision et de l’audition. 

- la respiration rapide et irrégulière e 

- les brûlures de peau, 

- une dépression cardiaque, (Tziotzios et al., 2005 ; Chakraborty et al., 2010). 

- lésions hépatiques et rénales. 

- des troubles du système nerveux central (Olujimi et al., 2010). 

        4.5.2. Effet sur l’environnement  

    Le rejet du phénol dans la nature, sans traitement et sans contrôle peut modifier les 

écosystèmes aquatiques et causer des dommages, Dans l’eau, le phénol forme des solutions 

toxiques. En raison de sa forte toxicité, sa solubilité dans l’eau, ils peuvent causer de 

graves odeur et un goût désagréables et posent des risques pour les populations même à 

une faible concentration (Adak et Pal, 2006; Huang et al., 2008). La présence de ces 

composés dans les eaux usées entraîne une diminution de la concentration en oxygène 

dissous, ce qui rend l’environnement irrespirable. Ce phénomène entraîne une dégradation 

de la qualité des eaux de surface en inhibant le développement des microorganismes 

(Capasso, 1997). Ce qui entraîne le déséquilibre du biotope aquatique. Il est prouvé qu’il 

peut également causer des dommages génétiques pour les poissons car ces derniers sont 

très sensibles. 
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5. Les procédés d’élimination des polluants 

     5.1. Les procédés physico-chimiques d’élimination des polluants des sols 

L’objectif final étant de faire disparaitre les naissances et de minimiser les risques vis-à-vis 

de l’environnement (Goyer, 1995). 

        5.1.1.  Les procédés par évacuation ou entrainement  

 Le mécanisme est de transfert d’un polluant de  phase liquide ou solide vers une phase 

gazeuse par l’injection de  l’air ou de la vapeur sous pression dans le sol grâce à des puits 

d’injection afin de vaporiser des composés volatils, des puits d’extraction permettent de 

récupères les vapeur toxique qui sont traitées par un filtre ou par autre procédés. 

 (khodadoust et al., 2004). 

         5.1.2. Les procédés thermiques   

 L’incinération ; se fait toujours hors-site, elle s’adapte à tous les polluants organiques avec 

un excellent rendement, elle de se fait très utilisée, la température de traitement de 1000 à 

1100C°, est obtenue par chauffage direct du sol à traiter, les gaz et les poussières produits 

doivent être traités impérativement. (khan et al., 2004). 

         5.1.3.  Les procédés électriques  

le principe repose sur la circulation d’un courant électrique dans le sol par l’intermédiaire 

d’électrodes poreuses (des anodes  et des cathodes), ainsi les particules chargées se 

déplacent vers les électrodes de charge opposées à la leur  et ils peuvent alors être 

récupérés par pompage (Stegmann et al., 2001).    

 Il existe d’autres techniques chimiques qui ont pour but de détruire les polluants ou de 

transformer en une forme moins nocive, le principe consiste à injecter dans le sol un réactif 

chimique approprié au type de polluant afin de former des produit moins nocifs. (Chu et 

Kwan, 2003).  

     5.2. Les procédés physico-chimiques d’élimination des polluants des eaux  

 La décantation : l’objectif est d'éliminer les particules dont la densité est supérieure à 

celle de l'eau par gravité. La base de ces procédés de séparation solide liquide est la 

pesanteur. L’usage de réactifs coagulants (FeCl3, Al2(SO4)3, etc.), bien qu’ils ne soient 

pas souvent employés, peut favoriser l’agglomération des petites particules et faciliter leur 

séparation par décantation. Cette méthode permet d’éliminer 60 % des MES.  

 La coagulation : a pour but principale de déstabiliser les particules en suspension. En 

pratique, ce procédé est caractérisé par l'injection et la dispersion rapide de produits 

chimiques : sels minéraux cationiques (sels de fer ou d’aluminium). (Faby., 1997). 
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 La floculation : a pour objectif de favoriser, à l'aide d'un mélange lent, les contacts entre 

les particules déstabilisées. Ces particules s'agglutinent pour former un floc qu'on peut 

facilement éliminer par les procédés de décantation et de filtration (Lazarova, 2003). 

 L’adsorption sur charbons actifs : Le charbon est dit actif après avoir subi diverses 

opérations telles que la pyrolyse. Ces opérations permettent de le rendre poreux et 

d’augmenter sa surface d’échange avec l’eau (Farhadian et al. 2008). Ses propriétés ont été 

largement utilisées pour la purification de l’air et la dépollution des eaux potables, en 

particulier pour le traitement des polluants organiques et inorganiques (Jayson et al., 1982). 

    5.3. Les procédés biologiques  

  Est une technique efficaces et moins coûteuses basées sur un principe général qui  repose 

sur la capacité et le pouvoir des microorganismes existent naturellement dans le milieu 

pour la dégradation des polluants (Amrouche et al., 2011). Mais la croissance des bactéries 

(et donc l’efficacité de la méthode) demande des conditions physiques et chimiques très 

strictes (PH proche de 7 ; température optimale ; ne doit pas y avoir des produits toxiques 

pour les bactéries) (wilson et al., 1993). 

   5.4. La biodégradation du phénol  

   La biodégradation est la décomposition des contaminants organiques complexes, 

éventuellement toxiques, en éléments non toxiques et plus simples par l’activité 

microbienne. Ces contaminants peuvent être considérés comme source nutritive ou substrat 

de croissance. Ils sont l’objet d’une série de réactions biochimiques conduisant 

généralement à la formation d’eau et de gaz carbonique (Parales et al., 2002). Certains 

microorganismes ont acquis la faculté d’utiliser les phénols en tant que source de carbone 

et d’énergie et sont de plus capables de résister à des concentrations toxiques pour les 

autres organismes (Goudar et al., 2000). 

Plusieurs facteurs peuvent limiter le taux de biodégradation des phénols. Ces facteurs 

peuvent inclure la température, le pH, la teneur et la disponibilité de l’oxygène, la 

concentration du substrat et les propriétés physiques des contaminants. 

5.4.2. Les voies de dégradation des phénols 

 Biodégradation aérobie 

 En condition aérobie, les microorganismes utilisent l’énergie d’oxydation des phénols   

pour se multiplier grâce au processus de respiration. 

 La dégradation implique une série d’actions enzymatiques spécifiques qui font partie de la 

voie catabolique (Chandana et Sridevi, 2009).                                                                    
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La première étape du métabolisme aérobie est l’hydroxylation des phénols en catéchol par 

la phénol-hydroxylase, une enzyme dépendante du NAD(P)H (Chandana et Sridevi, 

2009). Cette enzyme incorpore un atome d’oxygène dans le cycle aromatique pour former 

le catéchol qui subit alors un clivage du noyau par une dioxygénase (Beadle et Smith, 

1982). Le catéchol est dégradé par ortho- ou meta-fission en intermédiaires du 

métabolisme central. (Seo et al., 2009). Après plusieurs étapes ultérieures, les produits des 

deux voies ortho et meta sont incorporés en tant qu’intermédiaires du cycle de Krebs. 

(Chandana  et Sridevi, 2009). 

 

Figure03 : Voie ortho de la dégradation du phénol. 

 

                                            Figure04 : Voie méta de dégradation du phénol 

 Dégradation anaérobie 

 La dégradation anaérobie est initiée par carboxylation des phénols qui s’effectue en deux 

étapes. La première étape implique la phosphorylation des phénols par l’addition d’un 

groupe phosphate, à partir d’un donneur de phosphoryle, catalysée par une enzyme appelée 

phénylphosphate-synthase (kinase) pour former le phosphate de phényle comme premier 
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intermédiaire (Lack et Fuchs, 1992).  La seconde étape implique la carboxylation du 

phosphate de phényle, catalysée par l’enzyme  phényl-phosphatecarboxylase pour former 

le 4-hydroxybenzoate. Elle est extrêmement sensible à l’oxygène. (Breining et al., 2000).  

Les organismes capables de dégrader le phénol dans des conditions anaérobies sont 

principalement Thauera aromatica et Desulphobacterium phenolicum (Basha et al., 2010). 

Cependant, la biodégradation anaérobie est plus lente et moins efficace. 

5.4.3 Principales enzymes impliquées dans le catabolisme des phénols  

 Il est bien établi dans la littérature que, le phénol est métabolisé par un mécanisme 

ortho. Ce mécanisme catabolique implique six enzymes cytoplasmiques. Les quatre 

premières enzymes de dégradation du phénol par un ortho-mécanisme sont : la phénol-

hydroxylase , la catéchol 1,2-dioxygénase , l’enzyme de lactonisation cis,cismuconate et la 

3-oxoadipate énol-lactone-hydrolase (Schie et Young, 2000). La phénol-hydroxylase et la 

catéchol dioxygénase sont décrites ci-dessous 

 Phénol-hydroxylases 

   Les phénol-hydroxylases des bactéries appartiennent principalement à la classe des 

oxygénases aromatiques multicomposantes (à trois composants) et sont responsables de 

l’oxydation du phénol et de certains dérivés phénoliques substitués par un méthyle aux 

catéchols correspondants (Hanson et Berliner, 2009). Ces enzymes sont utilisées par un 

grand nombre de bactéries pour dégrader les composés toxiques au dioxyde de carbone et à 

l’eau, en tant que partie de leurs voies cataboliques. 

 Catéchol dioxygénases  

Le premier produit intermédiaire de la dégradation du phénol est le catéchol. L’enzyme 

dioxygénase catalyse le clivage du noyau aromatique du catéchol et de ses dérivés. Elle 

réalise l’étape critique dans la dégradation aérobie des composés aromatiques chez les 

microorganismes. (Vaillancourt et al., 2006). 

 5.4.4. Les Microorganismes dégradant les phénols 

En raison de la dissémination des phénols dans l’environnement, de nombreux 

microorganismes les utilisent comme seule source de carbone et d’énergie (Basha et al., 

2010). Ces microorganismes peuvent se ranger en deux catégories, 

 les procaryotes (les bactéries dont les actinomycètes) et les eucaryotes (les 

champignons et les algues) (comme le montre les tableaux ci-dessous) (Chandana et 

Sridevi, 2009). 
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                           Tableau 05: Divers microorganismes eucaryotes capables de dégrader les 

phénols. 

Moisissures Références  

Aspergillus niger  Garcia et al(2000) 

Aspergillus terreus Garcia et al. 1997 

Coprinus sp  Guiraud et al. 1999 

Coprinus cinereus  Masuda et al. 2001 

Geotrichom candidum Santos et Linardi 2004 ; Weijan cai et al .2007 

Mycelia sterilia Francis Fitz Gibbon et al. 1998 

Penicillium AF2, AF4, F1B9 Santos et Linardi 2004  

Pleurotus ostreatus Fountoulakis et al. 2002 

Phanerochaete chrysasporium Francis Fitz Gibbon et al. 1998 ; Garcia et al 

2000 

Rhizobium sp. CCNWTB 701 Gehome wei et al . 2007 

Levures Références 

Candida maltosa  Ariana Fialova et al. 2004 

Candida tropicalis  Salmeron- alcoceret al. 2007 

Dabaromyces subglobosus  Chai et al. 2004 

Rhodotorula glutinis ATCC 28052 Katayama- Hirayama et al. 1994 

Rhizobium.Sp.,CCNWTB 701 Gehomg wei et al 2007 

Trichosporun cutaneum R57 Alexeiva et al. 2004 ; chai et al. 2004 

Algues  Références  

Ankistrodesmus brainii Gabriel pinto et al. 2002 

Ochromonas danica  Semple et cain, 1995 

Scenedesmus quadricauda  Gabriel pinto et al. 2002 

Bactéries Références 

Acinetobacter sp  Tibbles et Baecker, 1989a, Oliver et al. 2002 

Acinetobacter sp W-17 Usama Beshay et al. 2002 

Achromobacter sp. E1 Watanabe et al. 1996 

Agrobacterium radiobacter Kowanlska et al. 1998 

Alcaligenes faecalis Bastos et al. 2000 

Arthrobacter sp. . Kar et al. 1996 

Azoarcus sp. Shinoda et al. 2000 

Azospirillium brasilense Barkovskii et al. 1985 ; Arutchelvanet al. 2005 

Bacillus brevis Arutchelvan et al. 2006 

B. thermoleovorans A2 Mutzel et al. 1996 Burkholderia cepacia G4 

Moustafa El-Sayed, 2003 

Comamonas testosterone P15 Yap et al. 1999 

Comamonas testosterone E23 Yap et al. 1999 

Halomonas sp. Hinteregger et Streichsbier, 1997 

Magnetospirillum sp. Shinoda et al. 2000 

Micorbacterium phyllospaerae Salmeron-Alcocer et al. 2007 

Micrococcus sp. Tibbles et Baecker, 1989 
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  6. Application de la biodégradation dans le traitement de l'eau saline contenant du   

phénol  

    6.1 Technologie d'immobilisation cellulaire  

  C'est avérée plus avantageux utilisant des cellules en suspension libre pour la 

biodégradation des matières organiques. Parmi ces avantages : 

- L’augmentation du taux de biodégradation par une charge cellulaire plus élevée 

- Protéger les micro-organismes des conditions environnementales difficiles 

- Permettant une densité de biomasse plus élevée 

- Offrant une plus grande opportunité pour réutilisation et récupération, et réduction 

du volume du réacteur (Kumar et al., 2012; Tsekova et al., 2010; Zhang et al., 2007). 

    Les méthodes sont variées : couplage covalent, réticulation, piégeage physique, et le 

processus naturel d'adhésion (El-Naas et al., 2014). Les cellules immobilisées peuvent 

s'adapter rapidement à un environnement hypersaline, cette condition de dégradation est la 

plus favorable. L'immobilisation  peut également être utilisée comme méthode de 

biorestauration in situ dans les zones d'eau polluée. Un réacteur d'oxydation biologique par 

contact (BOCR) utilisant des cellules immobilisées de Oceanimonas a été appliqué pour 

traiter des eaux usées salines avec du phénol à 1,5 g / L et NaCl à 6% (p / v).  Les résultats 

ont montré que 99% du phénol était supprimé (Tan et al., 2017 ;Jiang et al., 2016).  

L’utilisation ainsi d’un système de Comamonas sp par le couplage des leurs cellules 

avec des électrodes pour traiter les eaux usées phénoliques et comme résultats ils ont 

suggérés 1000 mg / L de phénol a été complètement dégradé.  

   Bien qu'il existe de nombreux d’autres méthodes qui joue un rôle important dans notre 

vie, juste nécessite la bon pratique et la responsabilité de l’humanité pour éviter la 

participation direct ou indirect dans la pollution de notre planète. 
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  1. Site de prélèvement d’échantillon (sol) 

8 échantillons de sol contaminé  ont été prélevés à partir d’un fourrage de pétrole de la zone 

Hassi Messaoud à Ouregla (Figure 06). 

 

 Figure 05 : localisation de site des prélèvements (google maps) 

2. Technique 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). 

      Les échantillons ont été exécutés en 2019, à partir d’un fourrage de pétrole de la région Hassi 

Messaoud –wilaya d’Ouregla (fig06). Huit prélèvements de sol pollué de différentes profondeurs 

(3712- 3795m) ont été réalisés avec une technique bien déterminée et sont faits dans les mêmes 

conditions physiques (température et humidité) et dans le même jour.  

 

 

50m 

200pi 
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Les échantillons sont transportés vers le laboratoire avec soin et puis ils ont été conservés dans 

des pochettes en plastique stérile à 4°C pour garder leur humidité pour réaliser après les analyses 

microbiologique (Itab, 2002).  Les échantillons de sol portent une forte odeur avec une couleur 

marron foncé (Patil, 2012).  

    

                           Figure 06: Les échantillons du sol prélevé  

3. Enrichissement  

   Une étape primordiale qui précède l’isolement est l’enrichissement, cette étape a pour but de 

fournir les éléments nutritifs nécessaire à la croissance bactérienne vu la pauvreté des sols de la 

matière organique. Dans des conditions d’asepsie on a pris les 8 échantillons des sols 

contaminés, nous avons préparé huit solutions mères en mettant 5g du sol sec dans 45 ml de 

bouillon nutritif stérile (noté les volumes de milieu et les profondeurs des échantillons de sol sur 

les flacons), A l’aide d’un agitateur vortex, les 8 flacons ont été bien homogénéisés. Ensuite on a 

ajouté au niveau de chaque flacon un volume de 200ml de phénol à 0,1 % pour avoir un bouillon 

de phénol, les cultures ont été par la suite incubées pendant 24h à 30 C°. 

             

   Figure 07: Les cultures dans le bouillon de phénol des échantillons (Originale Lahreche et Zeghoudi 

2019). 

    4.  Préparation des dilutions et mise en culture  

 Après l’incubation, les cultures dans le bouillon ont subi une série de dilution décimale, la 

verrerie utilisée dans la dilution a été autoclavé à 1 bar pendant 20 min. Ensuite à partir de 

chaque dilution nous avons réalisé un étalement sur un milieu gélosé (LB) (Annexe1) (Meyer et 

al., 2004) avec des 2 techniques d’isolement :  
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1. Ensemencement en masse : Un volume de 1 ml de la dilution est versé dans une boite 

de pétrie vide, après on ajoute un volume de 20 ml de milieu LB en surfusion, ensuite on 

a réalisé des mouvements en 8 pour bien mélanger l’inoculum avec le milieu gélosé. 

2. Ensemencement en surface  

   Dans des boites de pétries gélosés par la gélose LB, nous avons mis un volume de 0,2 ml de la 

suspension sur la surface de la gélose, ensuite et à l’aide de la pipette pasteur en verre et la 

flamme de bec bunsen on a construit un râteau pour l’étalement de l’inoculum sur la totalité de la 

surface de la gélose. 

 Incubation des boites a été faite à une température de 30C° pendant 48h 

Figure 08 : Schéma représentatif de la technique des dilutions décimales 

5. Isolement et purification des souches bactériennes  

    Un seul type de microorganismes ne peut pas être étudié dans une culture mélangée, donc on a 

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

caractériser une espèce individuellement (Lansing et al., 2010). 

    Après 48h d'incubation on a purifié les souches obtenues par un repiquage successif selon la 

méthode des stries. La sélection des colonies est basée sur l'aspect macroscopique des colonies à 

savoir la couleur, la forme, le diamètre, l'opacité (Matter, 2001). 

 

 

                                           Figure09 : technique des stries (Lansing et al., 2010) 
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 Finalement on a eu des isolats différentes et répétés (Tableau 11), donc en a choisis les 

souches suivantes pour faire un test de biodégradation parce qu’ils sont les plus dominantes 

dans le sol pollué.  

Tableau06 : Les différents isolats obtenus pour effectuer le test biodégradation. 

Echantillon Isolas 

Echantillon 1 

Echantillon 2 

Echantillon 3 

Echantillon 4  

Echantillon 5 

Echantillon 6 

Echantillon 7 

Echantillon 8 

 

SE1. SE1. SE2 

SED2. SED2F 

C2. C8 

SE1/95 

SE2/95 

SE1/71 

SE2/71 

SE66 

 

6. Sélection des souches susceptible de dégrader le phénol 

     6.1. 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 minéral (Annexe 1) (Yi Li et al., 

2010) 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 (MM) autoclavé à 1B pendant 20 min, on ajoute 

aseptiquement une concentration de phénol de 200µl et les isolas purifiées obtenu (SE1, SE2, 

S1.3771, S2.3771, S1.3795, S2.3795, S3766). Les flacons sont incubés à 37°C et la lecture des 

résultats se fait après 24h (Bared et al., 2010). 

On a déterminé après l'adaptation des bactéries au phénol, et l'incorporation de polluant dans 

leur métabolisme comme source de carbone et par l'estimation de phénol résiduel, à l'aide d'un 

dosage colorimétrique (méthode Folin-Ciocalteu) (Wilfred et Ralph, 2006). 

   6.2. Test de dégradation de phénol  

    La lecture des résultats de biodégradation se fait par le dosage colorimétrique de phénol avec 

une solution de carbonate de sodium (600 µl) (Annexe 01) et le réactif folin-ciocalteu (200 µl) 

(Annexe 1), qui est une méthode habituellement utilisé pour mesurer les phénols totaux dans une 

solution. Lorsqu’ils sont en présence de phénols, 2les acides présents dans le réactif sont réduits 

en un mélange d’oxydes bleus de tungstène (Waterhouse, 2010). 
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 Méthode  

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

étude de la biodégradation de phénol.   

  Dans des tubes à essai, un volume d’eau distillé stérile ajouté à un volume de 100µl 

d’échantillon d’inoculum et 200µl de folin-ciocalteu après 3 min on ajoute (600µl) de carbonate 

de sodium, un témoin et préparé dans les mêmes conditions. L’absorbance est mesurée à 760nm 

(Kylli, 2011 ;Mangwani et al,2014). 

   On a obtenu plusieurs isolats qui dégrade le phénol complètement avec la disparition de la 

couleur bleu et devient un mélange transparent para rapport au témoin (fig10). En revanche il y à 

des autres isolats capable de dégradé le phénol partiellement, ainsi d’autre son incapable de faire 

la dégradation de phénol. 

          

Figure10 : Résultat du dosage colorimétrique de phénol 

 

 

                   Tableau07 : Dosage colorimétrique de test biodégradation  

 

Les isolas  Résultat de test biodégradation 

Témoin Couleur bleu clair (négative) 

SE/SE¢/SE1/SE1¢/ SE2/SED2/SED2¢ Couleur transparent (dégradation 

complète) 

S1 et S2 (3795) m Couleur bleu (négative) 

S1 et S2 (3771) m Couleur bleu (négative) 

S (3766) m Couleur bleu (négative) 

S (3791) et S (3791¢) m Couleur bleu (négative) 

C2 et C8 Couleur transparent (dégradation 

complète) 

 

 

 

temoin 
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7. Etude morphologique disola capable à dégradé le phénol 

         7.1. 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). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure11 : L’aspect macroscopique  des colonies de quelques souches bactériennes (Originale Lahreche 

et zeghoudi, 2019). 
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Tableau08 : Les souches obtenus à partir les échantillons du sol pollué. 

    Numéro de la souche           Leur aspect et couleur  

 S1 profondeur 3795 m 

 

 S2 profondeur 3795 m 

 

 S.E1 

 

 S3771 : 

- S1-3771m 

 

- S2-3771m 

 

 SE2 

 

 S3766 

 

 ES.D2 

 

 ESD2 

 

 ESD2F 

 C2 

 Colonies transparentes de couleur vert clair  /plate avec une 

pigmentation verte 

 Colonies transparentes brillantes de petite taille 

 

 Petite colonies bambée et lisse avec des bords régulière et 

de couleur blanchâtre  

 

- Transparente de couleur blanchâtre, plate avec entoure 

en dentelle  

- Couleur blanchâtre et transparente avec une aspect 

visqueuse lisse et bambée   

 Des petites colonies avec des formes rondes bambée lisse 

avec une couleur beige  

 Des colonies plates d’un bord irrégulier, opaque de couleur 

beige 

 Des colonies aspect opaque et visqueuse d’une grande taille 

 

 Des colonies jaunes avec un aspect dentelle et petite taille. 

 

 Des colonies lisses d’une couleur verte 

  Des colonies blanchâtres d’une grande taille et bambée  

 

 7.2. Aspect microscopique 

 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).  

     La coloration de Gram utilise 4 réactions : 

- Le Cristal Violet (Annexe 2) qui colore tout en violet. 

- Le Lugol (Annexe 2) faible qui se complexe au cristal violet, formant un colorant violet soluble 
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dans l’alcool. 

- L'Alcool (Annexe 2) 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)(Annexe2), 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). 

 

        Figure 12 : aspect microscopique des isolas capables a dégradé le phénol 

8. Conservation des souches 

   Les souches isolées capables de dégradé le phénol sont conservées dans des tubes à essai 

contenant de la gélose nutritive LB (Annexe1) inclinée. Donc sont ensemencées sur la pente des 

tubes par la méthode des stries, puis incubées à 37C° pendant 24h. Les tubes dans lesquels il y a 

eu une croissance seront bouchés et conservés à 4C° pour une durée de 4 à 6 semaines. Afin de 

pouvoir toujours disposer de souches viables, la réactivation doit de faire tous les mois (Marchal 

et Bourdon, 1982).  
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                             Figure 13: Conservation des souches dans des tubes inclinés 

 

9. Étude de la cinétique de biodégradation de phénol 

     Généralement, le phénol est toxique pour les organismes mais Certaines bactéries dégradant 

le phénol peuvent les utiliser à faible concentration comme source de carbone, et lorsqu’il y a 

une bonne adaptation au phénol, la bactérie profite dans leur métabolisme ou co-metabolisme 

d’une telle sorte. 

    La biodégradation de phénol peut être affectée par une variété de facteurs physicochimiques, 

et les conditions biologiques tels que la concentration en phénol, la température, le pH, la 

salinité, des sources supplémentaires de carbone et d'azote, l'immobilisation et les additifs (Hao 

Li et al., 2019) et même l’influence de la densité cellulaire et la vitesse d’agitation et les cultures 

mixtes. 

    Pour cela en exploite la capacité enzymatique de la dégradation de nos souches bactériennes 

obtenu pour suivez la cinétique de biodégradation de phénol sous différentes conditions 

physicochimique, ainsi déterminé les paramètres optimaux qui accélère la bio-processus de 

dégradation, et même profité le potentiel biologique naturel de cette dernière. 

   Etude sur la croissance des bactéries à différentes variable ont été effectués pour l’optimisation 

des conditions physicochimique de la dégradation de phénol. Alors l’augmentation de phénol est 

estimée par l’augmentation de la densité optique, en parallèle l’augmentation de croissance 

cellulaire indique l’augmentation de taux de dégradation. 

                                   

    Figure 14 : la souche référancé SE1 sur un milieu solide (LB) (originale Lahreche et   Zaghoudi 2020) 

9.1. Étude de la dégradation en fonction du pH 

   Un pH neutre compris entre 6,0 et 8,0 est approprié pour la plupart des souches bactériennes 

dégradant les phénols. Le la variation du pH peut affecter la croissance microbienne et l'activité 

enzymatique (Kuang et al., 2013 ; Ucun et al., 2010). 
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  Afin d’évaluer l’éffet du pH sur le taux de dégradation de phénol, les cellules de notre souche 

bactérienne SE1. Ont été cultivées dans PH différents (5 ; 6,08 ; 6,5 ; 7,04 ; 8 ; et 9,1) ajusté par 

l’addition de l’HCl, KOH ou bien NaOH , ajouté à un volume de 45 ml de milieu minimal 

(Bhavna et al, 2011) HAYAT, contenant 200 mg/L tout fois la densité cellulaire bactérienne 

initial (DO 620nm 0,013A)  (Khleifat, 2006 ; Agarry et al., 2008 ; Velluru et al.,2011 ; 

Sivasubramanian et Namasivyamn 2015).                                   

   Le flacon est incubé à 30°C sous agitation à 250 rpm pendant 24 heures. Des prélèvements 

sont effectués chaque 2 heures par le spectrophotomètre a une longueur d'onde 620 nm pour 

estimer la biomasse et à 760 nm pour la concentration du phénol résiduel à l’aide de la méthode 

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

9.2. Étude de la dégradation en fonction de température 

    La température est un facteur important affectant les taux de dégradation. Elle est liée à la 

biodisponibilité et à la solubilité du substrat, l'étendue et le taux métabolique de dégradation 

microbienne. (El-Naas et al., 2014; Margesin et Schinner, 2001; You et al., 2013).  

De plus, une température optimale est nécessaire pour que les enzymes clés de la biodégradation 

jouent un rôle dominant. 

   La température appropriée pour la biodégradation de la plupart des bactéries varie de 25 ° C à 

37 ° C. Mais dans les températures les plus élevées ou plus les basses peuvent avoir des effets 

néfastes sur les enzymes responsables sur le clivage des noyaux aromatiques (El-Naas et al., 

2009; Levén et al., 2012). 

    Pour étudier l’effet de la température sur la vitesse de dégradation, la souche SE1 été cultivé 

dans 45 ml de milieu minéral contenant 200 mg/l de phénol dans des différentes températures 

d’incubation (22, 30, 37, 47 C°) (El-Naas et al., 2009 ; Lakshmi et Sridevi, 2009 ; Khazi et al., 

2014). En revanche la densité cellulaire à été fixé à (DO 620 nm 0,01A). D’autre coté le pH à été 

ajusté à 7 et ce qui concerne l’agitation seulement à température 30C° car la disponibilité d’un 

seul appareil de shaker. Tout fois notre expérience ont été effectué pour chaque une 

indépendamment de la détermination, de la biomasse bactrienne et le phénol résiduel. 

    Toujours, les prélèvements effectués chaque 2 heures suivant les mêmes étapes précédentes  
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Figure15 : la culture minérale avec des différentes températures d’incubation (Original Lahreche et Zaghoudi) 

9.3 Étude de la dégradation en fonction de concentration du phénol  

   La tolérance et la capacité d'enlèvement du phénol sont diverses de différentes bactéries. Ils 

sont des bactéries qui peuvent éliminer efficacement le phénol à une concentration varié de 100 à 

1 500 mg / L. Parmi eux, Rhodococcus sp. Et Oceanimonas sp. Pourrait être considérée comme 

bactérie la plus efficace dans la dégradation de phénol, qui peut métaboliser les concentrations de 

phénol à 1500 mg/L (Wei et al., 2016; Tan et al., 2017). En outre, d’autres des souches telles que 

Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter et Halomonas peuvent dégradent également efficacement 

des concentrations élevées de phénol (Li et al., 2019) 

   Alors pour détermine la capacité de dégradation de SE1, elle à été cultivé dans 45ml de milieu 

minéral avec les concentrations suivantes (200, 500, 700, 1000) mg/l (Heinaru et al., 2005 ; 

Rivera et al., 2008 ; Firozjaee, et al., 2011 ; Aravindhan et al., 2014), avec une densité cellulaire 

initial dans chaque flacon était constant (DO 620nm 0,01A). 

   Les flacons est incubé à 30°C sous agitation à 250 rpm pendant 24 heures et bien sûr le temps 

de prélèvement et lecture est constant (2heurs), 1ml de milieu mesuré à l’aide de 

spectrophotomètre à DO620nm pour déterminer l’augmentation de biomasse bactérienne dans 

chaque concentration avec le mélange aseptiquement des flacons pour l’homogénéisation 

(Doumandji et al., 2011). 1ml de milieu de culture a été centrifugé à 3500 rpm pendant 10min 

pour récupérer juste le surnageant dans des tubes à essai propres pour évaluer le phénol résiduel 

(fig19) et faire un dosage biochimique colorimétrique après mésuré l’absorbance à DO760nm 

(Shourian et al., 2009 ; Kylli, 2019 ; Mangwan et al., 2014). 

9.4. Étude de la dégradation en fonction de l’agitation 

   Lorsque l’agitation à un effet important d’homogénéisation de milieu et l’accélération de 

bioprocessuce de dégradation, la souche E1 mis en 45ml de culture minérale de pH 7 avec une 

concentration de phénol 200 mg/l et une densité cellulaire bactérienne initial (DO620nm 0,01).  
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   Les deux flacons préparés dont incubé à une température 37C°, l’un subir une agitation avec 

une vitesse de 250rpm, l’autre mettre sans agitation pour etudier la différence entre eux. 

(Khleifat, 2006 ; Razika et al., 2010 ; Velluru et al., 2011). 

  9.5 Étude de la dégradation en fonction des cultures mixtes 

   Afin de déterminer la synergie bactérienne dans la dégradation de phénol de nos souches 

bactériennes isolée et l’effet de l’utilisation des deux souches bactériennes aptes de dégrader le 

phénol sur la rapidité de processus, les isolas (SE1, SED2, SE1+SED2) sont cultivé dans 45 ml 

de milieu minéral et donne la même concentration de phénol pour chaque culture, tandis que la 

densité cellulaire a t0 constante (DO620nm 0,01). 

   Ensuite les flacons ont été secoué à une vitesse constante de 250rpm et une température de 

37C° ; la lecture faite chaque 2heurs avec les mêmes étapes précédentes. 
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I Étude de la cinétique  de biodégradation de phénol 

  Nos résultats représentent le profil de biodégradation de phénol au cours du temps par une 

souche bactérienne capable d’assimiler le phénol comme seule source de carbone, et la vitesse de 

dégradation dépend étroitement de la concentration de phénol présent dans le milieu. 

  L’amélioration de la capacité des microorganismes adaptés au phénol à le biodégrader se 

manifeste par l’amélioration de la cinétique de croissance des cellules bactériennes. 

  Alors, la cinétique de biodégradation est plus rapide et le phénomène de biodégradation se 

déclenche immédiatement après la mise en culture des cellules adaptées, contrairement aux 

cellules non adaptées. (Shimp et al.,1987). Des résultats similaires ont été rapportés dans la 

littérature. 

I.1Effet de pH  

    D’après la figure (16) qui représente le profil d’évolution de la concentration du phénol 

(200mg/l) résiduel et de l’augmentation de biomasse en fonction de temps, on remarque que le 

pH initial de milieu à un effet direct sur la vitesse de dégradation de phénol. Le taux de 

dégradation du phénol et la biomasse augmentent de manière significative au pH compris entre 

6,08 et 8,03 ou la concentration de phénol du milieu est complètement épuisé pendant 24 heures 

de culture de la bactérie. 

  Aussi nous avons remarqué que la croissance et la vitesse de dégradation du phénol sont un peu 

lentes à 9,12 car le milieu et basique pour la souche bactérienne. 
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Figure 16 : Effet de pH sur la biodégradation de phénol ; (A) augmentation de la biomasse microbienne présentée 

par l’absorbance à (DO620nm), (B) évolution de phénol résiduel en fonction du temps. 

   Un pH neutre compris entre 6,0 et 8,0 est approprié pour la plupart des souches bactériennes 

dégradant les phénols en raison de l'utilisation maximale de la source de carbone. La variation du 

pH peut affecter la croissance microbienne et l'activité enzymatique (Kuang et al., 2013; Ucun et 

al., 2010). 
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 Aussi l’inhibition de la biodégradation du phénol peut être expliquée par l’apparition des 

conditions de croissance défavorables pour la population bactérienne. Cette différenciation à la 

règle principale de rédactions chimique pourrait être due à des différences pénétration efficace de 

phénol dans les cellules bactérienne à travers la membrane cellulaire (Khleifat, 2006 ;Ho et 

al.,2009 ;Khazi et al.,2010). Donc, le pH optimal pour l’activité de catéchol 2,3-dioxygénase est 

de 8,0 (Hupert Kocurek et al., 2012; Acikgoz et Ozcan, 2016).  

I.2Effet de température  

   L’expérience de dégradation du phénol à température ambiante 22°C et à une température plus 

élevée de 30 ° C, ont été effectuées pour explorer l'effet de température sur la biodégradation en 

présence de 200mg/L de phénol par la souche SE1 cultivée. 

   La figure (17) montre la concentration de phénol résiduel et de l’augmentation de biomasse en 

fonction de temps à différentes  température d’incubation (22, 30, 37, 47°C)  Le phénol à était 

complètement biodégradé dans les différentes températures (22, 30, 37C°) entre 20 à 24 heures. 

Mais à 47°C, un grand ralentissement de dégradation de phénol à était remarquée. Ce qui 

concerne la croissance bactérienne il y’à une clair augmentation de biomasse pendant le temps 

avec une phase de latence d’un premier lieu courte entre 30 à 47°C, et d’autre long a 22°C. 
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Figure 17: Effet de température dur la biodégradation de phénol ; (A) augmentation de biomasse présentée par 

l’absorbance à (DO620nm), (B) évolution de phénol résiduel en fonction du temps. 

   D’après les travaux de ( Paraskevi et al.,2005 ; Shourain et al.,2009 ;wenlai et al.,2012 ;Awa et 

al.,2013). Aussi Selon Khleifat(2006), El-Naas et al,(2008) et Li(2010), la température optimale de 

dégradation du phénol et de la croissance bactérienne est 37°C, qu’elle est nécessaire pour que 

les enzymes clés de la biodégradation jouent leur rôle dominant. Des températures plus élevées 

ou plus basses peuvent avoir des effets néfastes sur les enzymes responsables pour le clivage du 

cycle aromatique (El-Naas et al., 2009; Levén et al., 2012). 

   Par conséquence la température affecte les activités enzymatiques microbienne ainsi la voie 

métabolique et provoque la diminution de dégradation de phénol. 
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Cependant, certains rapports font référence à une plus grande efficacité de la biodégradation du 

phénol sous températures plus élevées Par exemple, (Duan, 2011). La différence des 

caractéristiques des communautés microbiennes peuvent expliquer les différences dans les 

résultats de la littérature (Nuhoglu et al., 2005). 

   Ces résultats montrent que la souche SE1 est une espèce mésophile qui prospère au mieux 

dans des conditions de température modérée. L’inhibition de la croissance totale de cette souche 

a eu lieu à 47°C, elle a été une influence néfaste sur la multiplication cellulaire. 

I.3 Effet de concentration de phénol 

   La figure (18) représente la cinétique de biodégradation de concentrations croissantes de 

phénol, 200, 500, 700 et 1000 mg/l à pH ~ 6 et conditions de température ambiante 

   Il existe une augmentation significative de biomasse jusqu’à 40 heures de culture.  Pour la 

concentration de 200 mg/L, et une dégradation presque complète de phénol dans 60 heures.  

   Aux des concentrations supérieurs à 200 mg/l, la biodégradation du phénol diminue avec une 

augmentation des concentrations initiales respectivement pour les concentrations de 500, 700 et 

1000 mg/L pour une durée de temps entre 60 à 70heures ( Saravanan et al., 2008). 

                            A  B 

Temps(h)

0 10 20 30 40 50 60 70

[B
io

m
a

s
s

e
]m

g
/l

600

800

1000

1200

1400

1600

Avec 200mg/l de phénol

Avec 500mg/l de péhnol

Avec 700mg/l de péhnol 

Avec 1000mg/l de péhnol

Temps(h)

0 10 20 30 40 50 60 70

[P
h
é
n
o
l]
m
g
/l

0

200

400

600

800

1000

200mg/l

500mg/l

700mg/l

1000mg/l

 

Figure 18 : Effet de concentration de phénol sur la cinétique de biodégradation ;( A) augmentation de biomasse 

présentée par l’absorbance à (DO620nm), (B) évolution de phénol résiduel en fonction de temps. 

     Le temps de dégradation observé dans cette étude est bien inférieur à celui rapporté dans la 

littérature jusqu'à présent. Par exemple,( Duan ,2011) a atteint presque dégradation complète du 

phénol avec une concentration initiale de 200 mg / L ; après 5 heures de dégradation, aussi 

(Hussain et coll ,2015), ont utilisé une boue acclimatée pour la biodégradation du phénol (mg / L) 

et atteint une dégradation complète seulement après 18 heures. 

   Ces résultats suggèrent que la concentration de phénol plus élevée plus de 400 mg/L de phénol 

(obtenu à l'aide du modèle cinétique) pourraient inhiber la biodégradation des micro-organismes 

non adaptées. 
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  I.4 Effet d’agitation 

L’agitation agit sur l’homogénéisation du milieu de culture, la croissance en biomasse et le taux 

de dégradation du phénol par les bactéries en mode batch (discontinu). 

   D’après la figure (19), on constate qu'en absence d'agitation du milieu la bactérie dégrade 

difficilement le phénol en solution pendant 24heures, cette dégradation s’accompagne avec une 

augmentation remarquable de biomasse. D’autre coté en présence d'agitation d'une vitesse de 

250 rpm on observe une augmentation rapide de biomasse ce qui peut être expliqué par une 

rencontre rapide de l'enzyme avec leur substrat et une métabolisation aussi rapide de phénol par 

la souche SE1. (Khazi et al., 2011).                      
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Figure 19: L’effet de l’agitation sur la biodégradation de phénol ; (A) augmentation de biomasse présentée par 

l’absorbance (DO620nm), (B) l’évolution de phénol en fonction du temps. 

   La vitesse d’agitation affecte aussi la cinétique de biodégradation de phénol car elle assure 

l’homogénéisation du milieu et par conséquence l’augmentation de contact entre l’enzyme et le 

substrat. (Shourian et al.,2008) et (Kang park, 1996) ont rapporté aussi que la dégradation du 

phénol est optimale lorsque le milieu de culture est mis en agitation à une vitesse de 250 rmp . 

I.5 Effet des cultures mixtes 

   La figure (20) donne une idée principale de l’effet des cultures mixtes sur la vitesse de 

biodégradation de phénol. 

   Une dégradation rapide et complète de phénol pour la souche SE1 et l’ensemble de culture 

(SE1+SE D2) ainsi qu’une augmentation maximale de biomasse, mais par rapport à la souche 

SED2 seul, la dégradation de phénol la croissance microbienne était trop lente à cause de leur 

faible capacité de biodégradation dans une concentration 200mg/l de phénol. 
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Figure 20 : effet de cultures mixtes sur la vitesse de dégradation de phénol ; (A) augmentation de biomasse 

présentée par l’absorbance à (DO620nm), (B) l’évolution de phénol résiduel aux fonctions de temps. 

 

   L’effet de la culture mixte montre que Cette biodégradation prend place après une période 

d'adaptation du microbiote au phénol, relativement courte. Cela pourrait s'expliquer par un 

synergisme présent entre les populations microbiennes. De plus, le sol, d’où provient l’inoculum, 

contient déjà des phénols. Certains échanges génétiques ou induction de système enzymatique 

pourraient être effectués et sont probablement responsables de l’adaptation rapide au phénol. 

  Notre souche SE1 isolée à partir du sol contaminé par les dérivés pétroliers est une souche 

bactérienne tolérante au phénol puisqu'il a la capacité de dégrader des concentrations 

relativement élevées de ce polluant à des conditions physicochimique étudiée. Ce phénomène de 

biodégradation est lié principalement aux propriétés physiologiques et un système enzymatique 

approprié, grâce aux enzymes phénol-hydroxylase et Catéchol dioxygénase, le phénol à était 

assimilé par la bactérie sous forme de biomasse et d’énergie. La première réaction dans la voie 

oxydative de la biodégradation du phénol est l'hydroxylation en catéchol. L'étape suivante est le 

clivage du cycle benzénique de la liaison 1,2, appelé voie-ortho ou clivage de 2,3 liaisons, c'est-

à-dire voie-méta (Ailijiang N et al., 2016). 
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  Le fourrage de la zone de Hassi Messaoud constitue un milieu naturel pour l’isolement des 

bactéries capables de dégrader les polluants organiques tels que les phénols. 

  Ce travail nous à permet d’explorer et d’avoir une meilleure connaissance sur la diversité des 

bactéries impliqués dans la dégradation du phénol dans un sol pollué par des dérivés pétroliers 

aux cours du temps, et en fonction de différents facteurs environnementaux comme la 

concentrations en substrat phénolique, la disponibilité en nutriments, température, PH du milieu, 

etc.  

  La souche isolée prouve leur grand capacité à utiliser le phénol comme élément nutritionnel et 

source d’énergie pour la croissance bactérienne, ils permettent également d'envisager avec plus 

d'optimisme, l'atteindre de l'objectif d'une dégradation complète et rapide. D’un point de vue plus 

appliqué, les résultats que nous avons obtenus à partir de l’étude de la cinétique ainsi que les 

différents facteurs qui influences sur l’efficacité de la dégradation pourraient permettre de 

développer et d’améliorer le potentiel  d’élimination des polluants par les microorganismes qui 

existe naturellement dans l’endroit pollué, et les appliqués comme un moyen important par 

lequel les substances nocives sont éliminées ou bien transformés en sous-produits moine toxique 

et par conséquence en réduisant la pollution de l’environnement. 

 Afin de déterminer le genre et l’espèce bactérienne et de complété cette étude, il serait 

envisageable d’identifier à l’échelle moléculaire par la méthode de PCR (ARN16s). 
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Annexe 1  Composition des milieux de cultures 

 

 

 Composition de Milieu LB (luria bertani) : (En raison de gramme par litre d’eau distillé 

stérile 

Peptone……………………………………………………….………………..          10 

Extrait de levure………………………………………………………..………        5,0 

NaCl……………………………………………………………………………         10 

Agar...…………………………………………………………………………..         15 

 

 Composition de Bouillon nutritif (Nutrient Broth) sans agar: (En raison de gramme 

par litre d’eau distillé stérile 

Nutrient Broth ……………………………….………………………………...        8,0 

Eau distillée stérile………………………………………………………….…..    1000 

 Composition : 

- Biokar  

Tryptone ……………………………………………………………….      10,0 

Extrait de viande ………………………………………………………         5,0 

Chlorure de sodium……………………………………………………         5,0  

- Difco  

Extrait de viande ………………………………………………………         3,0  

Peptone ………………………………………………………………..         5,0 

 

PH du milieu prêt à l'emploi à 25°C : 7,2 ± 0,2 (Biokar) - 6,8 ± 0,2 (Difco). 

 

 Composition du milieu minéral Mm : (En raison de gramme par litre d’eau distillé 

stérile 

Na Cl ………………………………………………………………………….        1, 0  

Mg So………………………………………………………………………..         0, 2 

KHPo………………………………………………………………………          1, 7 

NHcl   ………………………………………………………………………          0, 1 

HKPE………………………………………………………………………       4, 35 

Ca cl  ……………………………………………………………………….         0, 03 

                                      PH final doit être 7,2 

 



Annexe 2   Tests biochimiques 

 

 

 Réactifs de la coloration de Gram 

Cristal Violet (Violet de gentiane)  

Phénol……………………………………………………………………………    2.0g 

Violet de gentiane……………………………………………………………….     1.0g 

Éthanol à 90°……………………………………………………………………      10g 

Eau distillé………………………………………………………………………  100ml 

 

Lugol 

Iodure de potassium…………………………………………………………. ..      2.0g 

Iode métalloïde…………………………………………………………………      1.0g 

Eau distillé……………………………………………………………………...   300ml 

 

     Alcool (éthanol) 

     Fuschine de ziehl 

Fuschine de ziehl…………………………………………………………………   1.0g 

Phénol……………………………………………………………………………    5.0g 

Ethanol à 90°…………………………………………………………………….  10ml 

Eau distillé stérile….……………………………………………………………  100ml 

 

 Solution de phénol 

La solution de  phénol utilisé dans l’étude de biodégradation est en raison de 0,1% en mettant 

0,1g du phénol dans 10ml d’eau distillé stérile. 

 Solution de carbonate de sodium Naco3 

A l’aide d’une balance mesurer 20g de poudre Naco3 et mettre dans un flacon stérile contenant 

100ml d’eau physiologique stérile, après mélanger cette préparation a l’aide d’un vortex, puis 

emballer le flacon par papier aluminium pour évité la dégradation ou la rection de cette 

suspension car leur sensibilité a la lumière. 

 Réactif de folin ciocalteu 

Ce réactif est décrit comme étant tungstate de sodium, du molybdate de sodium, de sulfat de 

lithium, du brome, de l’acide chlorhydrique concentrée et de l’acide phosphorique. 

 

 



Annexe 3  Tableau des résultats 

 

 

 

Tableau 10: Résultat de coloration de Gram de quelque isolas obtenu 

Les isolas Resultat de coloration de Gram 

SE1 et SE2 Cocci en chainette  à Gram + 

SE 

SE1 

Coccobacille en amas à Gram+ 

Cocci à Gram + 

ESD2/C2 

SE1D1 

Cocci à Gram + 

Bacille à Gram + 

S (3791) m Cocci en chainette a gram + 

S (3791) m Bacille en chainette a gram + 

SD2(3712) m 

SD4(3712) m 

Cocci à Gram – 

Bacille à Gram + 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

   Etude de la cinétique de biodégradation de phénol dans différentes conditions  Physico-chimiques 

Résumé: Ce travail s’inscrit dans le cadre de la dégradation des polluants. Il a pour but d’étudier et 

d’évaluer les conditions physico-chimiques optimales. Pour cette étude, le phénol à été choisi comme 

polluant organique modèle. Nous avions donc deux objectifs à atteindre. Premièrement, il s’agissait de 

sélectionner les souches capables de dégrader le phénol d’une part et d’étudier la cinétique la 

biodégradation, d’une autre part.  

    Dans un premier temps, nous avons isolés des bactéries à partir d’un échantillon du sol contaminé par 

les dérivés pétrolier, le sol est prélevé au niveau d’un fourrage de la zone Hassi Messaoud de la Wilaya 

d’Ouaregla. Des isolats bactériens ont été obtenus à partir d’un repiquage successif sur milieu Luria-

Bertani, après purification, et la réalisation de test de la biodégradabilité, plusieurs  souches sont capables 

d’utiliser le phénol comme seul source de carbone pour leurs croissances. Cinétiquement les résultats 

obtenus on permit de montrer que le phénol est dégradé complètement au bous de 24 heurs aux 

concentrations allant jusqu'à 1000 mg/L, à  PH optimale de milieu est de l’ordre de 7 et de température de 

37°c, sous l’effet d’agitation 250 rmp.  

Mots clés : sol, polluant organique, dégradation, phénol, cinétique. 

    Study of the biodegradation kinetics of pollutants under different physico-chemical conditions 

 

Abstract: This work is part of the degradation of polluants. Their purpose is to study and assess the 

optimal physico-chemical conditions. For this study, phenol was chosen as the model organic pollutant. 

So we had two goals to achieve. First, it involved determining the best conditions for degradation of 

phenol, on the one hand, and study kinetics, on the other. 

    First we isolated bacteria from a sample of soil contaminated with petroleum deravatives, the soil is 

taken from a forage in the Hassi Messaoud area of Ouargla. Bacteria isolates were obtained from a 

successive subculturing on Luria-Bertani medium, after purification, and carrying out a biodegradability 

test, only 2 stains are capable of using phenol as the only carbon source for their growth. Kinetically, the 

results obtained show that the phenol is completely degraded over 24 hours at concentrations up to 1000 

mg/L, at an optimal PH of the medium is around 7 and at a temperatuure of 37°C, under the effect of 

agitation 250 rmp. 

 

Keywords : soil, organic pollutant, degradation phenol, kinetics. 

 

 دراسة حركيات التحلل الحيوي للملوثات تحت ظروف فيزيائية كيميائية مختلفة 

 

هذا العمل هو جزء ضمن اطار تحلل الملوثات. الغرض منه هو دراسة و تقييم الظروف الفيزيائية و الكيميائية المثلى. لهذه   ملخص

 الدراسة تم اختيار الفينول كنموذج للملوثات العضوية. لذلك كان لدينا هدفين لتحقيقه. اولا تضمن تحديد افضل  الظروف   لتحلل الفينول

 ىالحركية من ناحية اخر من ناحية . ودراسة

صول اولا .قمنا بعزل البكتيريا من عينة من التربة الملوثة بالمشتقات البترولية. وهي ماخوذة من منطقة حاسي مسعود بالولاية ورقلة تم الح

.فقط سلالتان قادرتان  برتاني بعد التنقية. و اجراء اختبار التحلل البيولوجي-على العزلات البكتيرية من زراعة متتالية على وسط لوريا

ساعة  24على استخدام الفينول كمصدر الوحيد لنموها. حركيا. اظهرت النتائج التي تم الحصول عليها ان الفينول يتحل تماما في غضون 

درجة مئوية . تحت تاثير  37. وعند درجة حرارة 7. عند درجة حموضة مثالية للوسط حوالي /لملغ 1000بتركيزات تصل الى 

 دورة في الدقيقة 250يض التحر

               التربة . ملوث عضوي. تحلل. فينول. حركية                                                                                        :الكلمات المفتاحية 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


