











INTRODUCTION

- la contamination du milieu naturel par des hydrocarbureSféxisie depuis des’
temps géologiques anciens, Elle é#tait naguére localisée au niveau des fuites
naturelles de certains gisements et n'avait d‘impaot biologique qu'en des

o régions tres 1imitées de 1'écosystéme.

Clest 1' exploitation, récente et 1ntensive. du'pétrole'pat 1'homme qui a
entrainé une augmentation considérable de la surface des zonres contaminées par
les hydrocarbures. Potentiellement, la presque totalité des domaines terrestres
et maritimes est concernée, que ce soit par des déversements accidentels ou par
- des rejets chroniques de déchets pétroliers. -

On estime & six millions de tonnes la quantité de pétrole déversée chaque
année dans 1'océan mondial (Brown 1987; Dumenil et al. 1088) avec toutes les
 conséquenCes néfastes que cela entraine sur la faune et la flore (Barlle et al,
1981; Harvey 1981; Santella et al, 1982; Lehr and Jerina 1983' Cerneglia 1984;
Scott et al. 1984; Donnelly et al. 1985).

Cependant, comme toute matiére organique,,le pétrole évalua sous 1'action dP
mécanismes physico-chimiques et biologiques.  En particulier,  certains
constituants pétroliers peuvent'étre dégradép par des miornorganismes '

C'est dans ce cadre de 1la biodégradatian microbienne des hydracarbures que
s'inscrit notre travail, dont le but est de préciser les caractéristiques des
“capacités vdégradativ&s'»de bactéries actives, avec une attention p&rticuliére
pour les aspects taxonomiques, écologiques et physiologiques du processus.
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CHAPITRE 1

EXPOSE BIBLIOGRAPHIQUE

- Dans cette revue, nous rappelons briévement la constitution chimique du
pétrole. . FNous présentons ensuite les acquits concernant la biodégradation
microbienne des hydrocarbures, en citant les microorganismes aotifs et décrivant
les principales voles métaboliques connues. Enfin nous étudions 1'influence des
facteurs qui conditionnent 1'activité de biodégradation, tant au laboratoire que
dans le milieu naturel‘ :

1. LE PETROLE ET SES CONSTITUANTS

Le pétrole est un mélange'extrémement complexe qui résulte de la réduction

~ géochimique de la matiere organique fossile animale et végétale Les milliers de

composants individuels du pétrole peuvent étre regroupés en classes basées sur

des relations structurales, et il est possible de séparer un pétrole brut en

trois fractions constitutives principales : saturée, aromatique et asphaltique

ou polaire (Brown et al. 1969). Les principaux types structuraux d'un pétrole
brut sont rapportés dans le tableau suivant : -

Tableau 1. Composition chimique d'bd_pétrole'brut_ '

‘vadrucarbufes saturés
alcanes linéaires PP
hydrocarbures aliphatiques

alcanes ramifiés : - S

cycloaclanes ou naphténes : hydrocarbures alicycliques

Eydrpcarbuies aromatiques
dela 6'cycles

Fraction asphaltiques
résines
~ asphalténes
1.1 Hydrocarburesisaturés - I . R B

A 1'intérieur de la fraction saturée, on trouve des n-alcanes, des alcanes
-ramifiés (iso-alcanes) ainsi que des cyclo-alcanes (naphténes). o



: 1,1.1; .Les n-alcanes

Ce sont des chaines linéaires (Fig, 1) dont le nombre s'étend lde‘ Ca

(pentane) jusqu a environ Cae (tetracontane). Dans un brut, la distribution des
. n-alcanes est réguliére et le rapport entre la somme des alcanes impairs et des
alcanes pairs (Carbon Preference Index ou CPI) est voisin de l'unité.. Un pétrole
brut contient de 10 2 40% de n~alcanes. ' : :

CHa - CHa - (CHi)n — CHz - CHa |
Figure 1., Structure moléculaire des n-alcanes

1.1.2 Les alcanes ramifiés

Ils comportent une ou plusieurs ramifications. Les iso—alcanes portent un
groupe méthyle en position a (Fig., 2). Les anteisc-alcanes ont une ramification
en position B (Fig. 3) et les isoprénoldes comportent plusieurs ramifications
(Fig. 4).

Le pristane et le phytane, respectivement is0C-19 et 1800*20,“ sont les -

isoprénoides les plus caractéristiques d'un pétrole brut. Ils proviennent de
respectivement de 1'oxydation et de 1la réduction du phytol, dérivé de
1'hydrolyse de la chlorophylle. A ce titre, ce sont des “marqueurs biologiques“
qui prauvent 1'origine biologique du pétrole.

CHs - CHe (CHz)n - CHz - CHs
1 :
CH=
Figure 2. Structure moléculaire des iso~alcanes

CHz - CHsz - CH -~ (CH'R‘..)H - CHZ:_ -~ CHa
Figure 3. Structure moléculaire des anteiso-alcanes

CHs - CH - (CHz)xm - CH - (CHz)s - CH ~ (CHz)z -~ CH - CHa
| » [ : [ [ '
CHa ~ CHs CHa . CHa
- Figure 4. Structure moléculaire dv pristane

1.1.3 Les alcanes cycliques » - .
_ Les hydrocarbures allcylciques ou naphténiques contiennent de 1 a6 cycles
saturés souvent associés & des structures aliphatiques ou aromatiques. Le
-cyclohexane est la structure de base la plus répandue. Les stéranes et les
-triterpanes sont des alcanes polycycliques caractéristiques d'un pétrole brut,
eux aussi considérés comme marqueurs biologiques



‘1.2;“'Hydrocarbureafarbmatiques

Ce sont des cbmpoaés insaturés dont la molécule contient_dé 1 a6 cycles
benzéniques. On distingue les hydrocarbures monocaromatiques, dont le plus simple .

.;‘est le benzéne, et les hydrocarbures polyaromatiques, dont les cycles peuvent

étre plus ou moins condensés. Certains aromatiques, surtout polycycliques, sont

connus pour leurs propriétés mutagines et cancérigénes (Sims and Grover 1974,

19814 Harvey 1981; Jacob et al 1982; Kumar and Lehr 1982. Lehr and Jerina 1983'
Leisinger 1983). :

1.3 Fraction aaphéltique

. Contrairement = aux  hydrocarbures saturés et aromatiques constitués
exclusiveiment de carbone et d'hydrogéne, 1a fraotion asphaltique incorpore en
outre de 1l'azote, 'du‘ soufre, de 1'oxygéne ou des métaux. Elle est
traditionnellement divisée en asphalténes (insolubles dans le pentane ou
1'hexane) et en résine. Ce sont des structures trés complexes 2 haut poids
moléculaire oompor+ant de nombreuses fusions et ramifications, ce qui rend leur
étude extrémement délicate.

2. LA BIODEGRADATION DU PETROLE

Comme toute matiare organique, le pétrole subit plusieurs types
'transformations de nature d'une part, physico~chimique dont 1le. phénoméne majeur
est la photooxydation (Burwood -and Speers 1974; Collen and Larson 1978; Larson
et al. 1979; Rontani et al. 1985), et d'autre part biologiqua (biodégradation)
due essentiellement & 1'action des microorganismes. Ces tranuformationsi
~_aboutissent progressivement a 1° élimination d'une partie des constituants du
pétrole et & leur intégration dans le cycle naturel. Les nombreux travaux

- consacrés & 1'étude de ce phénoméne ont fait 1'objet d’artioles de syntheése

: périodiques(Zobell 1946; Atlas 1981, 1984; Oudot 1984).

. De nombreux microorganismes du sol possédent ume aptitude remarquable a
.dégrader les différents composants du pétrole brut. C'est sur cette capacité -
' méetabolique qu’est basée la technique du "land-farming", qui consiste & répandre
volontairement les déchets pétroliers sur des sols, les boues ainsi épandues
~ étant soumises a 1t activité microbienne (Bartha et Bosaert 1984)

2.1 Lés micfdofganiSmes actifs

‘ Parmi les mioroorgani mes'impliquéé'dans le”processus'&é blddégradatiqﬁ,lon“
trouve essentiellement S ' ' ' S ' -



- des bactéries : (cf. 2.2), qui font 1'objet de notre étude (of. Chap. IID)

‘- des. champignonS'filamentéux : L'aptitude des champignons a ptiliser les
_hydrocarbures .est connue depuis MNyoshi (1895), Les souches les plus -
actives appartiennent 4 deux ordres principaux les mnnilialea et les .
muccnrales avec. Aspergillus et Penicillium comme genres les plus
représentés (Nyns et al. 1968 Cerniglia 1979 1984, Oudot et al 1986);‘,

- dps levures ¢ 'Les ‘vespéces actives les‘ 1P195 . souvent,; tencont;ées 
appartiennent~aux genres Candida, Rhodotorula (Le Petit 1975; Atlas 1981)
et Sporobolomyces (Atlas 1981).. S o

~ des algues et cyanobactéries : Valker et al. (1975) ont montré qu'une
‘algue achlorophyllienne, Frothoteca zopfii est capable de dégrader des
hydrocarbures, Par la suite Cerneglia et al., (1980) montrent que 9
- cyanobactéries, 6 algues vertes,' 1 algue rouge, 2 algues brunes et 1
‘diatomée ont cette méme aptitude. o '

2.2 | Les baCtéries dégradant les hydrocarbures

L‘utilisation du pétrole comme source de carbone et d‘énergie par les
bactéries a &té reconnue depuis Sohngen (1913) qui a observé qu’ une
"mycobactérie" se développait sur milieu minéral gélosé expnbé a la vapeur des -
“hydrocarbures. - e

Des. bactéries actives du sol ainsi que des eaux douces et maritimes ont bté
recensées par Atlas (1984) Les souches les plusf fréquemment citées
, appartiennent aux genres : Pseudomonas, Achromobacter; Arthrobacter, Vibrio,
“coryneforme", Flavobacterium, Nbcafdia, - Acinetobacter, . Nicrococcus,
Alcaligenes, D'autres genres comme Actinomyces (Zobell 1946; Austin et al. 1977
a; b, Aeromonas (Buckley et al. 1976; WValker et Colwell 1976), . Cytophaga
(Matels 1967; Cook and Vestlake 1974>'et Ebéillus {Matels 1967; Kachholz and
Rehm -1977; Odu 1978; Kawakami et Nishimura 1981; Berwick 19844 Rasolomanana et
al. 1987) sont moins fréquemment cités. ' ‘ :

"Aspect génétique : :
o On considére souvent que les voies n@taboliques dn la biodégradatinn sont
codées par chromosome. Mais depuis Chakrabarty (1972), on a montré  chez
- certaines souches de Fseudomonas que les génes'cddant pour‘la’dégradatidn de
certains  hydrocarbures = peuvent @&tre porté par. du  DNA' extrachtomosomal
{plasmide). Ainsi la dégradation du salicylate peut étre déterminée par un
plasmide (SAL) chez Pseudomonas putida (Chakrabarty 1972). De la mﬁme ‘maniére,
la biodégradation du camphre (Rheinwald et al. 1973), de 1' octane (Chakrabartyv
et al. 1973), du naphtaléne (Dunn and Gunsalus 1973'-Yen.and Gunsalus 1982~ -
- 1985), du toluédne (Vorssey and Williams 1975; Dunn et al. 1980; Franklin and
~ Williams 1980) et du xyléne (Friello et al. 1976) est codée respectivement par
les plasmides (CAM), (OCT), (NAH), (TOL), et (XYL). D'autres plasmides



"dégradatifs ont été mis en évidence chez Acinetabacter calcaacet;cus (Rusansky
et al. 1987) et Flavobacterium sp (Chandhry et al.” 1988). La ‘découverte de ces
" plasmides explique a posteriori les constatations faites sur. l'instabilité ‘des
capacités de dégradation de certaines bactéries. Par ailleurs, une bactérie est
~capable d'apprendre & biodégrader de nouvelles molécules lorsqu'elle obtient de

nouvelles séquences d'information génétique par des mécanismes de conjugaison ou

‘gr&ce aux transposons (Gunaalus et Marshall 1972~ Eaton et Timmis 1984, Grady
1985). ‘ : .
‘ Ainsi 1'on a réussi le transfert de plusieurs plasmides dégradatifs dans une
méme cellule hote »(Chakrabarty_1972' Friello et al. 1976; Jocoby et al. 1978).
Plus récemment, Stephens et al. (1989) ont mis en évidence la synthése
enzymatique chez BEscherichia coli cloné par un géne dP"fEeudombﬁas codant pour
la dégradation du toluéne. Au laboratoire, ces souches se sont -révélées
effectivement actives, mais les essais d'implantaticn dans le milieu naturel‘
n'ont  pas été concluants, du fait de la compétition avec les microorganismes
indigénes. mieux adaptés a lpur environnement local

3. LE METABOLISME DES HYDROCARBURES CHEZ LES BACTERIES

Des travaux biochimiques fondamentaux se sont attachés a 1'étude des voles
métaboliques empruntées par des cultures pures de microorganismes pour dégrader
‘des composés pétroliers' simples, ainsi que des enzymes impliquées dans le

processus de biodégradation (Atlas 1981. Dutta et al. 1983; Gosh et al. 1983;
Lindly et al. 1086). e

-3.1 Dégradatiun des alcanes

La dégradabilité d'un pétrole brut dépend de sa oompoaition et de la
configuration moléculaire de ses classes constitutives  (Atlas 1975). Les’ n-
"aloanes sont les hydrocarbures les plus facilement dégradables (Neufeld et al.
_ 1980, Cameotra et al, 1983). Aprés une attaque généralement monoterminale, on
observe la formation d'un alcool primaire puis d'une aldéhyde et d'un aclde
- monocarboxylique. La dégradation de 1'acide se poursuit par B-oxydation qui
conduit a la production d'acides gras plus courts de deux atomes de carbone et
d'acetylcoenzyme A avec une éventuelle libération de>gaé.carbonique’(Fig.HS). -

R - CHz - CHz 4 R - CHz - CHzOH » R - CHz -CHO = R - CHz %’CDDH _
"~ Alcane _ “Alcool Aldéhyde = Acide -
Flgure 5}‘5bhéma de 1a biodégradation deS ﬁ4a1canéé' ”'<
Les alcanes linéaires sont assimilés par la plupart des bactéries actives.

Pseudomunas, Mycqbacterium.-_ Autinomyces, Corynebacterium, Acinetobaatert
Micrococcus (King et al. 1975; Hallas et al. 1978; Murphy et al. 1983).



- Les alcanes ramifiés sont métabolisés par un nombre plus restreint de
'microorganiames ‘et une ramification méthyle augmente, en général, la résistance
de ces composés a 1 attaque microbienne (Pirnik 1979; Schaeffer et al. 1979;
- Nakajima et al. 1985). :
Les alcanes lsoprénoides treés ramifiés comme le pristane étaient autrefois
considérés comme résistants. 2 1a biodégradation. En fait, ils se sont avérés
subir une w—oxydation, avec formation d'acides dicarboxyliques comme principale‘

L étape de dégradation {Mc Kenna et al, 1971; Pirnick 1979. Nakajima et al. 1985),.

Les alcanes ramifiés sont assimilés par des souches de . Cbrynebacterium (Me
Kenna et Kallio 1971), Micrococcus (Jobson et al. 1972; Rambelparisoa et al.
1984), Fseudomonas <(Fall et al. 1979) et Auinetobacter et Alcaligenes.
' (Rambeloarisoa et al. 1984). ' v

Les cycloalcanes sont particuliérement rés istants a 1 attaque mivrobiennp
(Donaghue et al. 1976; Stirling et al, 1977; Trudgill 1978; Perry 1979), Les
- COmMpoSés . alicycliques complpxps, tels que les hopanes (oomposés pentacycliques)
sont parmi les ccmposants‘les plus persistants des déversements du pétrole dans
la nature. Cependant, malgré les énormes quantités d'hydrocarbures alicycliques
répandues dans la biosphére, on ne constate pas d'accumulation particuliére de
ces composés dans 1'environnement ( Oudot, 1984 ), Ceci implique que des
microorganismes possédent la capacité métabolique de les assimiler (Beam et al.
1974; Davis et al. 1979), Pourtant au laboratoire, trés peu de SDﬁches se  sont
révélées capables de 'métabolisEr ces composés en culture pure : Focardia
(Stirling et al., 1977) et Pseudomonas (Anderson et al. 1980), Fbeudamonas et
Acinetobacter (Valker et al. 1975). : -

- En fait leur dégradation est possible si les microorganismes utilisent comme
substrat de croissance un autre composé préspnt simultanément dans le milieu.
C'est le phénoméne de la cooxydation (Horvath 1972; Perry 1979 Alexander 1979,
1981; Dalton et Stirling 1982; Rasolomanana et al. 1987) '

3.2 Dégradation des aromatiques

La dégradation des hydrocarbures aromatiques a fait 1'objet de plusieurs
‘articles de synthése : Gibson (1971, 1976); Cripps et Vatkinson (1978);
- Subramanian et al. (1978). Les monoaromatiques sont plus rapidement dégradés que-
les polycycliques. L'hydrocarbure aromatique le plus simple est le benzéne dont.

le premigr stade de dégradation est 1a fission du noyau qui donne du catechol
(Fig. 6) :

o-fosfi Qﬁ; '

cis=1,2-Dihydroxy

Benzkne -dihydrobenrene - Cotéchol

Figure 6. Conversion du benzéne en catechol



. Lés:'structufesv ardﬁatiques condensées sont sujettes & une dégradation
- microbienne qui suit 'des  étapes  métaboliques identiques aux structures

monocycliques (Zobell 1971; Deam Raymond et al. 1975; Gibson 1975). Cependant

les hydrocarbures. aromatiques polycycliques sont relativement résistants aux
attaques microbiennes mais peuvent &tre - dégradées essentiellement par
cooxydation (Barnsley 1975; Gibson 1975; Valker et al. 1974, 1976; ‘Walker et
Colwell 1975)., La dégradabilité des structures aromatiques est fonction du
nombre de noyaux qu'elles comportent (Qudot 1984).. '

Les souches actives sur les composés - aromatiques. 'appartiennent i
. essentiellement aux genres Arthrobacter (Tittmann et al, 1980),  Pseudomonas
(Gibson 1976; Zilber 1980; ©Solanas et al, 1084; Stucki et al. 1987,
Flavobacterium  (Stucki et _al.  1987), Acinetoba;ter et  Alcaligenes
(Rambeloarisoa 1883), HMycobacterium (Guerin and Jones 1988) et Beljerinckia-
(Schocken and Gibson 1984), | .

3.3 Dégradation}des asphaltiques

: Les asphaltiques considérés dans leur ensemble s' avérent extrémement

résistants & la biodégradation et les étapes métaboliques de la dégradation de

ces composés sont pratiquement inconnues. Ceci est du & la complexité de leurs
structures chimiques et 1'avancement des connaissances dans ce domaine est’
"directement 11é aux développements des techniques analytiques. Au laboratoire,

on a noté la persistance, voire méme une augmentation de ces fractions (Zajic et

' al, 1974; Oudot 1979, 1984; Oudot et al, 1986), 11 en est de méme dans le milieu

naturel : sols (Jobson et al. 1972) et sédiments marins (Fusey et Oudot 1982,

'1984a). Toutefois nous avons isolé des souches bacteriennes capables de dégrader

une certaine partie de cette fraction (cf. Chap. IV). '

Ainsi (Qudot 1984a), la biodégradabilité des constituants pétroliers est
plus liée & leur structure moléculaire intrinséque qu'aux capacités enzymatiques‘
particuliéres de la microflore qui les utilise, et 1'on observe un ordre
constant dans la blodégradation des'hydrocarbdres d'un pétrole, des fractions
les plus dégradables (n-alcanes) aux plus Trésistantes ou réfractaires
(asphaltiques), Dans le milieu naturel, 1le pouvoir autoépurateur d'un biotope
résulte des capacités dégradatives de 1la microbiocénose présente dont

1'expression est controlée par 1es facteurs physico-chimiques de 1'environnement
local, '

4. FACTEURS INFLUENCANT LA BIODEGRADATION

L'élimination ou la persistance des polluants pétroliers dans un biotope est
fonction des propriétés des écosystémes touchés. Ainsi dans un _environnement
défavorable, les hydrocarbures du pétrole peuvent persister indéfiniment,, alors
que dans un autre aux conditions propices, les mémes hydrocarbures peuvent étre
complétement biodégradés. En particulier une asration insuffisante, ‘des tempéra-
~ tures trop basses, une surcharge trop importantp en carbone pétrolier ou encore
un déficit en élements nutritifs peuvent é&tre autant de facteurs limitants,



4.1 | Hature et état physique des pnlluants pétraliers

Les hydrocarbures sont trés peu solubles dans l‘eau et leur biodégradation
n'est possible que lorsqu'ils sont en contact physique avec les microorganismes.
- Dans les écosystémes aquatiques, le pétrole s'étend en formant une couche mince.
qui se fragmente en une multitude de guuttelettes Cette dispersion fine du
pétrole favorise la biodégradation = par ' 1'augmentation < de la surface
 réactionnelle mise & la disposition des microorganismes. C'est d'ailleurs 1'un
‘des buts des produits dispersants utilisés pour lutter contre les marées noires. -

‘Dansg. les sols, interviennent surtout des mouvements verticaux liés a 1la
perméabilité de la matrice organo-minérale. Les phénoménes d'évaporation et de
photooxydation sont trés. réduits. Par aillnurs le contenu qualitatif en
hydrocarbures d'un mélange pétrolier influe sur la biodégradation (Mulknis-
Phillips 1974; Valker et al. 1976; Davis et al. 1977; Vestlake et al. 1978).

4.2  Température

~ La biodégradation des hydrocarburés a. 6té enregistrée dans une large gamme

de température et on a isolé des microorganismes psychrophiles, mésophiles et
thermophiles dégradant les hydrocarbures. Zobell (1973) et Traxler (1973) ont -

étudié la dégradation des hydrocarbures en—dessoue de 0°C, alors que Klug et
Markovetz (1967) et Mateles et al (1967) ont signalé une activité de,biodégra—
dation & 70°C. :
C'est aux températures moyennes que l'activité de biodégradation est la plus

intense avec un optimum situé entre 20 et 30°C (Oudot 1975; Atlas 1975).

Souvent la température n'est - pas le facteur principal limitant 1la

biodégradation, mais elle a néanmoins une influence déterminante sur l'activité
. de biodégradation et sur le développement des populations microbiennes

4.3 Oxygéne

. L'aération a une importance primordiale. dans 1la biodégradation des

hydrocarbures et des concentrations élevées en produits pétroliers peuvent

conduire & une inhibition de la biodégradation par nanqua de réoxygénation du
- milieu (Fusey et Qudot 1984),

) Dans le sol, la biodégradation n'est active que dans 1' horizon superficieli
aérobie, ce qui explique que les divers procédés de landfarming préconisent
toujours des fagons culturales superficielles (labour, heréage) pour  favoriser
‘1'aération des couches contaminées. Cependant, il existerait des microorganismes
capables de dégrader 1es hydrocarbures en anaérobiose qui utiliseraient les
nitrates ou les sulfates comme accepteurs d‘électruns (Parekh 1977 ~ Yoshinari &

~al. 1977; Schinck 1985; Kuhn et al. 1988). IR

' Quoique des bactéries anaérobies puissent intervenir dans la dégradation de
produits intermédiaires formés (Jobson et al, 1979), la biodégradation des
‘ hydrocarbures reste un processus essentiellement aérobie et la minéralisation de
1gad hydrocarbures nécessite 3.4 g d'oxygéne.



4,4 Eléments nutritifs

Les minroorganismes ont besoin d'azote et de phosphore pour former leur .

biomasse. La disponibilité de ces éléments nutritifs dans un milieu fortement .

contaminé est critique car le rapport C/N et C/P est défavorable pour .la
croissance microbienne.’ Cependant N et P ne sont pas limitants dans le cas d'une
' faible contamination (Bartha et Atlas 1977; Fusey et 0udot 1980' Oudot et al.
1989) . :
 'La demande en azote par rapport au carbone pétrolier dégradé s établit entre
3 et 16% (Bridie et al. 1871; Atlas et Bartha 1973 Atlas 1081; Fusey et al.
1983; Floodgate 1984), tandis que la nature de 1a source d'azote, minérale ou
organique, n'est pas a priori un facteur limitant la biodégradation (Benkirane-
‘Bennis 1981). : : : :

Le phosphore peut également limiter la biodégradation si sa concentration
'est insuffisante (WVard & Brock 1976). Les autres éléments nutritifs majeurs :
soufre, potassium, sodium, calcium sont généralement présents en quantité
suffigante dans le ‘milieu. naturel, Un déficit en fer peut limiter 1la
biodégradation aussi bien en mer que dans le sol (Dibble & Bartha 1976; Moucawi
& al. 198D, :

De  méme un milieu ‘totalement carencé en magnésium ne permet  pas 1e .
développempnt de microorganismes dégradant les hydrocarbures (Fusey et al. 1975, .
1980) et 1'action de cet élément au niveau enzymatique a été confirmée, '

L'importance de facteurs de croissance et des vitamines est bien connue pour
des souches pures hétérotrophes. Riviére et al,. (1974)  ont montré une

- augmentation de la biodégradation de quelques hydrocarbures par des souches .

. pures en présence de facteurs de croissance, alors que dansle cas d'une culture
»mixte, les facteurs de croissance sont produits en quantité suffis&nte (Fusey et
~al, 1980). ' o :

Tous ces facteurs influengant 1& biodégradation sont en fait étroitement_
liés et interdépendants, et ils peuvent devenir alternativement limitants selon
les conditions de 1'équilibre dynamique qui s'6tablit entrp le milieu et le
stade 4'évolution des contaminants. : ,

4.5 Autres facteurs
' Le pH joue un réle moins important et celui des milieux naturels n'est pas
un obstacle, On note une adaptation sélective de la microflore en foﬁction du
pH. Un pH acide favorise le développement des champignons, alors qu'un pH
basique favorise les bactéries (Oudot 1075). Les trés fortes concentrations en
sel réduisent les capacités métaboliques des bactéries (lacs arctiques) (Vard &3
Brock 19878), mais la salinité naturelle des océans n'a pas d'inflpence notable. -

En revanche, la pression hydrostatique a une action importante et, aux
grandes profondeurs marines, 1'activité microbienne vis-a-vis de la matiére
- organique, et des hydrocarbures, est trés réduite (Jannash et al. 1971) ..



. PROBLEHATIQUE ET PLAN DU TRAVAIL

Ce bref rappel des données générales connues dans le phﬁnoméne de 1la
. blodégradation des hydrocarbures en fait apparaltre les aspects bien établis
. mais aussi les points encore obscurs et discutés. o

-~ La taxonomie des bactéries. impliquées est: assez fluctuante et les souches
Cactives sont plutét mal définies. Sur le plan systématique et de la taxonomie,
certains ooncepts et méthodes ont récemment évolué., C'est ce qui nous a conduit
- (Chap. III) a mener ume étude taxonomique aussi précise que possible des souches
que nous avons pu isoler de différents biotopes tempérés et tropicaux.

. Les capacités dégradatives des bactéries actives ont Jusqu'a présent éte
étudiées soit de maniére trés ponctuelle (une souche - un substrat), soit au
contraire trés globale (taux de biodégradation total du . pétrole - culture
mixte). Nous affinons considérablement ces résultats -en analysant de fagon
détaillée le taux de biodégradation d'un pétrole total, de ses fractions
constitutives et de composés individuels pour chacune des souches actives (Chap.
1V et V). RNous comparons ensuite les performances des souches individuelles et
des cultures nixtes, et nous tentons de discerner des relations entre la .
-position taxonomique des souches et leurs aptitudes métaboliques _

Aprés avoir défini une cinétique moyenne de la biodégradation en oulturp non
.renouvelée au laboratoire (Chap. VI), nous abordons le problémne, oontroversé de
la stabllité des capacités dégradatives chez les souches actives, c'est-a- ~dire
la variation, le maintien ou la perte de ces potentialités métaboliques lors de
-la conservation a moyen terme des souohes



"CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES

1. TERRAINS EXPERIMENTAUX ET SITES DE PRELEVEMERT

Les échantillons ont é&té prélevés dans divers milieux naturels (Tab. 2
situés en zone tropioale (Indonésie) et tempérée. (région parisienne) ' '

Tableau 2. Origine des écbantillons étudiéa

Sol agricole “Grignon"

Zone tempérée
o mpé, » . Sol du terreau "K. N H.N" de jardin
Sol forestier

. . Sédiment de riviére
Zone tropicale ,
: . Sédiment marin

, Bau de mer

1.1 Zone.tempérée

Les souches ont été isolées d'un sol agrioole et d'un terrpau de jardin
contaminés ou non contaminés par des hydrocarbures. '

Le so0l agricole est un limon argileux de la statibn agronomique de Grignon,
reposant Sur un sous—sol calcaire lutétien, qui a été pollué par un épandage de
fuel n® 2 & raison de 90 t/ha., Les échantillons pour analyse ont été prélevés.
trois ans aprés la contamination dans.1'horizon 0-30 cm. Des échantillons
témoins de sol non contaminé ont été prélevés dans la parcelle adjacente.

.. Le terreau "MNHN" provient d'une terre de jardin polluée un mois auparavant
. par du pétrole brut,

1.2 Zone tropicale

Tous les échantillons proviennent d'Indonésie (Est-Kalimantan, = ile de
Bornéo). Ils ont été prélevés dans des zones terrestres et maritimes. soumioes a
1 impact d'activités pétroliéres. : con :

v Les échantillons de sol proviennent d'un site forestier contaminé par des
. rejets massifs de pétrole brut issus d'une station de stockage d'hydrocarbures
Des préléevements ont également été réalisés dans les sédiments d'une petite
riviére trés peu profonde drainant cette zone forestiere, en aval “du site

pollué : : -



Les échantillons marins sont issus pour une . part de sédiments de mangrove
. littorale contaminée par des effluents pétroliers au débouché d'une rivieére
polluée. D'autres échantillons ont été prélevés dans 1'eau de mer aux alentours
immédiats d'une plateforme’ de production offshore, ainsi que dans les sediments‘
de fond sous~3acents, ad30m de profondeur. :

2.  TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES

2.1 Isolemeht des souches

Aussi bien pour le domaine terrestre que puur le domaine marin, deux milieuxp
de culture principaux ont été utilisés. : '

Pour 1'isolement de bactéries hétérotrophes totales (BHT), on emploie un un
 milieu nutritif complet (MI et MII), tandis que pour 1'isolement des bactéries
adaptées aux hydrocarbures (BAH), on utilise un milieu minéral synthétique (MIII
et MIV) ne contenant pas d'autre source de carbone que le pétrole brut. Les
milieux contiennent ou non des sels d'eau de mer synthétique pour aquarium (HW),
-selon que 1'on. s'intéresse au domaine terrestre ou marin Leur composition est
1a suivante :

: : 3 NI : Milieuv nutritif sol—riviére
. Trypticase soja : 30 g

- Gélose , ' 20 g

Eau distillée (E.D.? S 1 000 ml

: N II : NMilieu nutritif mer
Trypticase soja ©~ . .30 g

-~ Sel de mer synthétique SR v 30g
[Géloee Lo . S 20 g

CED. o D 1 000 ml

N III .vﬂilieu minéral synthétique snl—riviére

KHzPOa S | : 0,68 g
NazHPOas _ o L7eg
MgS0a . | 0.35 g
FOsNHa - ; 1 g
CaClzFeS0a : 0.4 mg
Extrait de levure (E.L.) ‘ 10 ng
E.D. ' .1 000 ml

. On ajoute & ce milieu 0.1 ml d'une solution d‘uligowéléments contenant par
litre : Cu804 50mg, HzBoa 100mg, MnSOs 100mg, ZnSO4 100mg, NaMoOa 100mg et CoCla ‘
100 mg. : : - S S -



'Sels d'eau de mer synthétique v - 30

X IV‘: Milieu minéral synthétique mer

g
NOaNHa , 1 8
KHzPOs . L o 0lg
By L. Db o 10 mg
E.D. - 1 000 m

Ces dedx,‘derniefs ‘milieux peuvent étre. utilisés sous forme liquide ou

‘s0lide, auquel cas on complémente avec 20 g de gélose par litre. Le pétrole est

ajouté & raison de 2 gouttes par tube. Pour réaliser les boites de milieu M III
ou M IV, on réchauffe les tubes contenant le milieu gélosé a 50°C. Le pétrole
est homogénéisé par passage de - tube sur agitateur Vortex. et les plaques sont

_rapidement coulées, Le milieu fige instantanément et oontient du pétrole en

émulsion fine.
On utilise la technique classique dfisolement par étalement sur boite -de
dilutions successives. Aprés homogénéisation, 10 g (poids humide) de chacun des

- échantillons solides étudiés sont introduits dans une fiole Erlenmeyer contenant
- 100 ml de diluant, on obtient ainsi la dilution -1, Pour les échantillons d'eau,

la dilution ~1 est obtenue directement en mettant 1 ml dans 9 ml de diluant.. le

~diluant est de 1l'eau distillée stérile (échantillons de sol et d'eau douce) ou

de l'eau de mer synthétique stérile (échantillons d'eau de mer). A partir de
cette dilution initiale, on r?alise des dilutions successives en progression
géométrique de raison 10 (1 ml dans 9 ml de diluant), jusqu'a obtenir 1&
dilution -8, | J

Pour ohaque dilution, on ensemence deux boites de Pétri contenant un milieu

complet ou synthétique selon que 1'on cherche & isoler des souches hétéro+rophns-.,

totales ou des souches capables de se développer sur les hydrooarbures. Les
boites sont mises & incuber 4 28° %1°C. L‘inoub&tion dure 8 jours pour les BHT
et 15 a 21 jours pour BAH.

On procéde ensuite & la purification des souohes isolées par repiquages
successifs sur les milieux complets. Les repiquages sont répétés autant de fois
que nécessaire pour obtenir des souches pures. »

I1 -a été cons taté que toutes les souches isplées des sols marins sur les

o milieux salés se développaient sur les milieux sans ajout de sel. En conséquenc,

les cultures d'identification et de conservation ont été faites sur 1es milieux
non salés,

Aprés un premier tri 4 élimination des souches apparemment identiques, un
code identificateur & quatre caractéres a été attribué & chaque souche isolée en
fonction de son origine et du milieu d'isolement employé. ’

- Premier caractdre ! ' _
' Origine G Grignon; K = Muséum, I = Indonésie

~ Deuxiéme caractére' . : :
T = Parcelle témoin, C = Parcelle contaminée, R = Riviere, M = Eau
de mer, D = Sédiment marin L ' ' e
..~ Troisidme et quabridme caractére ! _ L R
numérp d'ordre : de 01 & 30 = Milieu synthétique; de 31 a 60 =
Milieu complet. : ‘ . '



On obtient.ainsi les catégories résumées dans le tableau 3.

Iableau 3. Sbu»bes bétérotropbes totales et souches adaptées
aux hydrocarbures par biotape d'origine et par
milieu d' isolement w

' Origine = = MNilieu d'isclement Biotope témoin  Biotope contaminé
Sol agricole  Synthétique (BAH) GTOl & GI30 GCOl a GC30
‘"Grignon" Complet (BHT) GT31 GT60 . GC31 ,GC60

- Terreau de ~ Synthétique (BAH) MTO1 M130 HCO1 - MC30
Jardin "MNHN"  Complet ~ (BHD MT31 MT60 MC31 MC60
Sol forestier Synthétique (BAH) - C o IS01 - IS30
- Complet (BHT) - 1831 1860
Sédiment de  Synthétique (BAH) - IR0l 1IR30
riviére Complet (BHT) - - IR31  IR60
Sédiment marin Syﬁthétique (BAH). _;4-'. | . IDOL ID30<

Complet (BHT) e ID31 . ID6O-
Fau de mer ~ Synthétique (BAH) R N IMO1  IM30
- o Complet - (BHT : - IM31  IN60

2.2 Test préliminaire d'utilisation des hydrocarbures

On a vérifié 1'aptitude des souches isolées & utiliser les hydrocarbures en
réalisant une culture préliminaire. Chaque aOUChP pure a été cultivée sur milieu
synthétique (M III, IV) liquide en tube (20 x 200mm>. pendant 15 & 21 jours. le
milieu de culture est dépourvu de toute source de carbone, mis a part le pétrole
et donc ‘en principe sélectif pour les bactéries ayant une aptitude & se
' développer sur les hydrocarbures. Bn fin d'incubation, les tubesvprésentant un
trouble du milieu sont supposés correspondre & des souches actives. Les souches
ainsi retenues ont été identifites, et 1'étude détaillée de leurs capaoités
dégradatives vis-a-vis des hydrocarbures a ateé entreprise



'. 2,3_u‘Idéntifioation des souches

En vue d'obtenir le maximum d'informations possible, AuhA grand nombre de
caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques ont été étudiées & la

- fols par les tests classiques et par des batteries de tests complémentaires

"(API). L'ensemble des données a permis d'utiliser des techniques de
classification automatique par ordinateur pour regrouper les souches, et
1'identification finale '‘a été réalisée par comparaison aux données de la -
bibliographie (Bergey's Manual of Systematic Bacteriology). ' g

2.3.1 Caractéres étudiés

'« Norphologie et coloration : o , -
' - Aspect des colonies - pigmentation (examen visuel sur milieu complet
Trypticase-soja : :
= Coloration de Gram
- Morphologie ¢ forme et dimension (examen microscopique dps colorations
et a 1'état frais) , :
~ Mobilite : examen a l'état frais sur gélose molle

On traite en suite séparément les bactéries & Gram positif ou variable et
les bactéries & Gram négatif, les tests appliqués étant en partie différents.

. Caracteéres physiologiques et biochimiques
- Tests classiques . A
- Type respiratoire :  les caractéres aérobie stricte, anaérobie
facultative et microacrophile, sont étudiés sur le milieu (Trypticase-
soja semi-solide) : ' - . e
-  Formation de spares (Bacillus) : milieu de sporulation (sur gélose
. nutritive) thermorésistance (20 minutps a 80°C '
-~ Recherche de la catalase
- Recherche de la cytochrome nydase e .
-  Pigment diffusible (Milieu de King), on note l’apparition du pigment
© bleu (K. A.) ou vert (K. B.)
-  Métabolisme du glucose : 1' oxydation~fermnntation du sucre est etudiée<
sur le milieu d'Hugh et Leifson
- Tests complémentaires (galeries API) : :
Ce. systéme est composé d'une galerie de microtubes contenant -des
substrats déshydratés pour la mise en évidence d'enzymes ou
1'utilisation de sucres. Une suspensiOn bactérienne est réalisée a
partir d'une culture pure, et inoculée dans chaque microtube. La lecture
des‘réactions est réalisée apreés 24 ou 48 h d'incubation & 28 #1°C.

Pour nos essais»dfidentification, nous avons ﬂtilisé 2-£ypes:de galeries :
- Pour les bactéries a Gram positif ou variable, la éaierie API 20 B. Cette

galerie est constituée de 20 microtubes et permet d'effectuer 22 ‘Téactions
biochimiques (cf,. Tableau 3bis -



- Catalase

.- 16 bis-

Tableau 3bis. Liste des caractéres étudiés

+ testé chez les souches A Grap-+
- testé chez les souches a Gram ~

- | Arginine dihydrolase AﬁH
- Hydrolyse esculine ESC
- Bgalactosidase PRPG

Coloration de Gram
Pigment colonies
- Pigment diffusible

Batomnets - Assimilation
‘Batonnets ramifiés - ~ Saccharose SAC
Coque - Arabinose ARA
Filament. - - Mannitol MAN
Spores - Fructose FRU.
Mycélium aérien - " Glucose GLU
. Mobilité - " Maltose MAL
Aérobie stricte

- Amidon AMD o
~° Rhamnose RHA. -

. - Galactose GAL ‘
- . Mannose MNE
- Sorbitol SOR
- 1 Glycerol GLY
= Acétylglucosamine NAG
- Gluconate GNT
Caprate CAP
-  Adipate ADI
- ' Malate MLT

Citrate CIT
 Phénylacétate PAC .

Anaérobie facultative
Oxydation glucose
Fermentation glucose
Cytochrome oxydase

Hydrolyse gélatine

-~ Réduction nitrate
Bgalactosidase ONPG

 Hydrolyse urée URE

. Production indole IND

Production H.S

Production acetoine VP

Fh b bk kb b ok F o FF A+
- i

B T S T e



- Pour 1es bactéries a Gram négatif, on a employé la galerie API 20 NE, qui
. est un systéme oomportant 8 tests conventionnels, 12 tests d'assimilation
pour 1'identification des Bacilles a Gram négatif non entérobactéries

, L'ensemble des caraotéres étudiés est présenté dans le tableau 3bis. En
tout, 35 caractéres pour les Gram positif ou variable et 32 caractéres pour les
“Gram négatifs ont été considérés. :

2.3.2 Classification numérigue et identification

Pour chaque souche, les résultats des tests ont été codés ‘comme suit :
réaction positive 1,0;'réaotion négative 0,1; réaction douteuse ou variable (%,
%) dans le but d'utiliser les techniques de la taxonomie numérique. La méthode
employée est celle de la classification ascendante hiérarohique, méthode des
voisins  réciproques . (Jambu 1978). Les calculs ont été réalisés au Centre

Informatique du Muséum, en utilisant le programme CAHVOR (1983) de 1'Association

paur le développement et la diffusion de 1l'analyse des données implanté au
Centre de calcul du CNRS (C.I.R.C.E.). :
Cette technique conduit au rpgroupament des souches en fonction de leur
‘ressemblance. Chaque groupe de souche (ou phénon) est défini par le niveau de
regssemblance entre les souches le constituant (indice. de similarité). Les
résultats sont représentéﬁ sous forme d'arborescences (dendrcgrammes) On
obtient ainsi une classification des souches, mais non leur identification
L'identification proprement dite est réalisée par comparaison avec les
‘caractéristiques des espéces reconnues par la taxonomie bactérienne actuelle, -
exposées dans le Bergey's. Dans le cas des Gram négatifs, AFI fournit les
résultats aux tests API 20 NE de 59 espéreé—typés,_ apPArtehant 4 14 genres -
différents, Ces données de référence ont été incorporées pour le traitement
informatique et il est dés lors possible, lorsqu'une espéce-type est incluse
dans un phénon, d'identifier les souches du phénon comme appartenant a 1'espéce
de référence. Quand tel n'est pas le cas, les résultats sont confrontés aux -
données de la littérature (Bergey's). Pour ce qui. est des souches Gram positif
~ ou variable (galerie API 20 B), API ne fournit aucune indication par rapport a
des espéces-types et 1'identification est uniquement faite en fonction des
données bibliographiques du B@rgey 8. : - o
" Dans ce cas, les aouches n'ont en général pu atre identifié@s qu au niveau
du genre, et rarement au piveau de 1 espece, 1les critéres retenus par API ne
recouvrant pas toujours ceux considérés dans le Bergey 5.

2.4 Cultures pbur‘essais de biudégradatiun

Pour déterminer les capacités dégradatives des souches vis-a-vis des -
hydrocarbures, on réalise des cultures en fioles. Les essais sont réalisés en -
fioles Erlenmeyer de 250 ml contenant 150 ml de milieu minéral 'synthétique
(M III, M IV) auquel on ajoute 200 pl de pétrole brut & 1'aide d4'une seringue de
précision (S.M.I. Micropettor). Les fioles sont bouchées avec du coton cardé

pour faciliter les échanges gazeux avec l'atmosphére, puis stérilisées 20 mn a :
120°, ~ _ ,



Les fioles sont ensuite ensemencées avec 1.5 ml d'une suspension dans 1'eau

'distillée stérile de la souche étudiée. Chaque culture est répétée en 2 ou 3°

exemplaires. ' Pour chaque expérience, on prépare également des fioles témoins
“laissées stériles pour ‘la quantification des pertes abiotiques dues a
1'évaporation des fractions légéres du pétrole (cf, 'Camposition du pétrole), et
pour évaluer la consommation ou la non—consommation du substrat c est a- dire 1e i
taux de blodégradation du pétrole. '

L'incubation se falt en étuve & 28° +1°C et a 1’ obsourité pendant 30 jours;.
‘les cultures ne sont pas agitées,

3.  PETROLE UTILISE

Le 'pétroie utilisé dans nos essais comme substrat pour les  études
métaboliques est un brut arabian light de référence BAL '150, fourni par
1'Institut Frangais du Pétrole (I.F.P.), o S

3.1 Composition chimique générale

Dans tous les essais, le.BAL 150 est stérilisé dans  les fioles, I1 en
résulte une perte par évaporation des fractions 1es'p1us'1égéres (naphte). Cette
perte par évaporation s'établit a 27%. Aprés stérilisation. le BAL 150 a la
composition générale rapportée dans le tableau 5. : ' o

. Tableau 5. Composition du Bal 150

Saturés | 45 %
Aromatiques v 30 %
Résines v 19 %

Asphalténes ; 8%

Sur les 179 + 3 mg introduits au départ dans chaque fiole, il'pesté aprés
stérilisation 131 #2.5 mg : :



‘ En mg;'levréSidu témoin moyen contient 56.6 £2.6 mg d‘hydroéarbafes saturés,
38.2 +1.2 mg d‘hydrooarbures aromatiques. environ 23.7 f2.2 mg de résines et 7.6
0.5 g d'asphalténes. : v

3.2 Analyse‘détaiilée

AnalySéEa par chromatographie en phaép gazeuse‘capillairé/ofdinatﬁuf (GC2/0,
~cof, Chap V), les fractions saturées et aromatiques du pétrole témoin ont, apres
stérilisation. la composition suivante .

- Hydrocarbures saturés

Le chromatogramme de la fraction saturée du BAL 150 montre la distribution
typique des n-alcanes qui s'étendent entre nCl4 et décroissent réguliérement
jusqu'a nC40 (Fig. 7). Les pics 1ntermédiaires‘réprésentent les iso-alcanes avec
les isoprénoides caractéristiques 1650 (nor-pristane, iso €-18), pristane (FR
150-C19) et phytane (PH 1is0-C20). Les groupes de pics a, b, ¢, d, e

'correspondant 4 des marquours biologiques : les triterpanes = naphténes penta-
cycliques de la série des hopanes (Simoneit et al. 1979;A00nnan et al. 1979;
Oudot 1984). : - ’ s 8

c20

c2i

c22

REPONSE Fid
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Figure 7. Analyse par GC2/0 de la fraction saturée

- Hydrobérbures aromatiques

: L'analyse par chromatographie de la fraction aromatique du BAL 150 est
rapporté dans  1la figure 8. Lles types moléculaires . caractéristiques sont
identifiés comme é&tant les méthyl (C1l), diméthyl. 2y, tri et tétramethyl (C3 et
C4) naphtaleénes, ainsi que les Ci et CS fluorénes, Cl, bZ CS dibenvothiophénes
et les C1, ' C2 et G3 phénanthréne= e : :



MPH=naphtalenes
- FLU= fluorencs

DRT= dibanzothiophenes
- PHN= phenanthronies
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F&gure 8. Analyse par GLZ/D de la fraction aromatique '

"~ Fraction asphaltique

Cette fraction trés lourde  ne peut pas'effeaapalysee parjchromatographie:'
‘gazeuse, . Gravimétriquement, on évalue les résines et les asphalteénes
respectivement a 19 et 6% du pétrole comme déja précisé. = . o :

4.  TECHNIQUES DE DOSAGE BT D'ANALYSE DES HYDROCARBURES

Pour déterminer les capacités dégradatives des souches vis-a-vis des
fractions ou des constituants individuels du pétrole, il faut pouvoir comparer
_ qualitativamﬁnt et quanti#ativempnt la oompositlon du pp*rolp témoin non dégradeé.
a celle du résidu obtenu aprés exposition & l‘act1on des microorganismes.. Pour
'cela. nous avons fait ‘appel & des techniques particuliéres d'extraction, de

- dosage et de caractérisation des hydrocarburEﬂ (Oudot, - 1984) .,

La mesure du taux de biodégradation se fait par extraution. et p@eée du
..résidu en. tenant compte. de la perte abiotique (évaporation) estimee dans les -
fioles témolns stériles (méthode gravimétrique), R ' : :
 Les résultats sont affinés en fractionnant le Tésidu en ses lePrSE: Glasses
' caractéristiques : saturés (8, aromatiques (A), résines '(R); et asphalféne~
. (As), La composition détaillée des fractions 1saturée et arpmathue - est

déterminée par GC2. : S e



;4;1f;Ithraction;et fr&étidnnement des hjdrdcarbure$ résiduels

" En fin d' incubation, les produits pétroliers restants sont rébupérés par
extrawtion liquide-liquide dans dps‘ampoules a4 décanter de 250 ml. Pour rhaqup
fiole, on réalise 3 extractions successives avec 3 iois 20 ml de chloroformﬁ :
" le solvant. d'extraction est evaporé & l obcnurlte pendant 3 jours a la
‘température du 1aborat01re, puis le résidu- Pat pesé {résidu total). Ce. résidu
est ensuite repris. i 1' hexane par expos sition du ur1*+allia01r aux. ulfra:ons Les
asphaltenes insolubles dans .ce’ solvant, sont recueillis par flltratlon Sur un
filtre taré en fibre de verre (Whattman GF/A) “On. déterminn la -masse - des
asphalténes retenuu par pesée des filtres une fois secs. - .

Le filtrat est ensuite séparé en classes satUIEE, aromatiqué et résine par
chromatographie 11qu1de~aolidc sur une colonne (15 x 1.5 cm) de silicagel](60~‘
. 100 mesh) activé a 110°C pendant 12 heures. L'extralt voncen+re est . ~dé§d5é"eur
Sla olonne et elué :ucceo sivement avec 3 x aO ‘ml 4’ hexane, 3 x 20 ml d@'bénvénp
et 3 x 20 ml de nmthanol au débit de 2 ml/mn “Le premler éluat conflpnt les

:.:saturen, la fraution extralte au benVéne contient  les aromatiqués, v at la‘
fﬂderniﬂre fraction (mpthanol> contient les résines,
' La masse de chacune des fractions est déferminpe par. pesee, -apres

Lo évaporation du solvant a la. tampérature du laboratoire et & 1 obo‘urifp p@ndanf
72:h (Flg 9. : ‘ ' ‘

© CULTURE

EXTRACTION chloroforme”

© EVAPORATION————poids total du résidu
HEXANE
FILTRATION ————=insolubles
g ~ solubles
FRACTIONNEMENT . silica-gel -
hexane benzéne S 1|.1|éthan'o1' o

SATUTES RN AROMATIQUES RESINES .  ASPHALTENE$ '
pesge . -pesee E ‘pesée . ‘”.;" peséé L

Figure 9. Frotuuole général d extraction et de fraLtionnement des produltq
pétrolzets '
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"4ﬁ2' Déﬁérminatibn du taux de biodégradaticn

Le taux dp biodégradation du pétrole et de ses fractions p:f mesuré  par
différence entre le résidu dans les fioles témoins stériles apre 1nuuhﬁt10n'e$
le résidu dans les fioles d'essai. La. perte par. pvaporaflon ast ualxulee_én
retranchant la masse du- résidu dans- 195 fiolea témoln" a la anJw lntla]a du
petrole (Tableau 6) . R

Tableau 6. Calcul des taux de_bibdégradatibﬁ_'f

Soit - K1 = masse. initiale du ppfrole ot
o ¥RT = " du résidu dans les fioles teémoins =
MRE e now " " R W qvagsal
H' .4Dﬁ‘a.“ Evaporation = NI - MRT
% Evap. = ML - MRT x 100
| B 4
Biodégradation = MRT - MRE
- % Biodég. = MRT - MRE x 100
KRT
4.3 'Analyses par chfdmatographie_én‘phasé gaZéﬁse 47'

La ,Dmposlfion ohimique dﬂunp partie. dps frautions qa+urpe et azumaf1un,
peuf dtre analysée par GC2 a haute réeolutlon

Le syutéme analytique est composé d'un « hromatographe DELSI DI 200 @quipe en
“injection dlrectp et d'un détecteur a. 1on1 ation de flamme <(FID). La colonne
'uap111airP en silice fondue est une uolonne (hrompauk CP sil 5, de 50m x 0. 322mn.
Le signal du détecteur digitalisé puis stocke et traite sur un miuroordlnat&ur
Applp Ile 128 k & 1'aide de logiciels permettanf la correctlon, 1'intéa1afinn ek
1'edition sur table tracante des hhlomafogrammes ainsi qua plua19uertva= dn
~a1bu1 sur. les pics SPpare: (Oudot, 1984), :

Les conditions opératoires sont les Suivan£e5'37'

- Température injecteur et détecteur ,.35ro S o

- Programme de T° o . 100 & 330°C (saturées)
| A . 100 & 300°C (aromatiques)

- Gradienr o S o ; v-‘BQ/mn}' RRES 5

i

Gaz vecteur Helium sous 0. 6 bar, vitesseﬂliﬁééiré'zo.a 30 cn/s
Quantitw 1n19g+ép" e 0l - 0.2



‘ Pnur la plupart des analyses. on ajoute avant lfinjéotidn 0.2_mg de n-
. eicoséne (fraction saturée) ou 0.1 mg de n-eicoséne (fraction: aromatique) pour
o utlli ser la méthode de 1 étalonnage interne <(quantification de la surface da” _
pics par rapport & - la surface de 1'étalon interne).‘ Cet alupne (Cao l)A
‘interfére pas avec 18a hydrorarburem du pétrole,,g.‘ ST

4.4 ;,Validité des résultats

Des travaux précedants ont montré que lpf technlques de culture Pt d analyqp
utilisées autorisent un degré élevé de reproduotlbllifp (moyenne > 0. 25) .. Dans
© certains cas, et pour comparer entre eux des groupes de résultats exppxlmentaux,
on a utilisé les techniques de 1l'analyse de variance & une vole, Lorsque les
données le permettent des corrélations btatiatiqueb ont eté etablipb



CHAPITRE 11

_IDENTIFICATION DES SOUCHES ACTIVES

1. SOUCHES ISOLEES

A partir de chacun des’bidtopes d'origine, des ouche ont été lbOlEP: par
dilution~étalement d'une part sur le milieu complet et d'autre part sur le
milieu  synthétique (ci, Chép IT, 2.1). Au départ, un ‘nombre sensiblement
équivalent de souches (environ 200> fut isolé sur les deut m111PUK, soit plus de
" 400 souches au total. : ‘ : ' : ‘

Un premier tri, basé uniquemﬂnt sur 1' aepeot visuel des colon19= a permlq-
d'eliminer les souches identiques pour ne retenir que des souches apparemmpn+
difféerentes (environ 300). Toutes ces souches ont alors été soumises au tesf
‘preliminalre d'utilisation des hydrmparbures par culture en tube. Les cultures

. présentant un trouble du milieu aprés 15 ou 21 jours correspondent a des souches

| présumées arfivps Les resultat9 de ces essais sont rapportéc dans le tableau 7.

~qui indique, pour chaque biotope, le nombre de souches isolées sur chacun des -

milieux 4 i:olement et le nombre de souches Jugee: actives apres le’ test
prélimlnalrp : : ' o AR '

Tableau 7. Nombre de souches isolées et téétéas dans chaQue biotope

Biotope- o Bbre de souches o Nbre'dé suﬁcheq

v soumises au test o présumees actives

préliminaire . aprés le test '
: v . .. préliminaire

Milies ~ ~ NC XS T . .MC . AS T
d'isolement o : - ‘ o : :
Solde 32 30 71 18 33 51
Grignon . o R : : =
Sol du . s4 35 80 18 28 46
jardin , ‘ ' Dol S
Sol forestier 8 5 13, R B
‘Sediment de 18 16 34 & B 10
riv1ére . B o S I
Eau de mer ~ 17 - 17 - 3 9 .15 24
Sédiment marin 31 24 55 17 . 23 40
Total 160 136 206 &7 108 175

iy

= Milieu complet  MS = Nilieu synthétique T = Total



_ 'On constate que st . les deux milieux oht permis d'isoler un nombre initial

| sensiblement égal de sotheB,'un plus grand nombre de eouches présumées actives

provient du milieu synthétique. Ainsi 67 des souches isolées sur milieu complet

- ont ete jugées - positives aprés 1'essai prelimlnaire contre 108 des souches

isolées sur milieu synthétique. Sur pres de. 800 souChP” testées, 175 ont ete
retenues comme présumées actives. AR KR o S

4 Un second tri a encore permis d’'éliminer des souchns apparemmenf 1d¢n+1qup, o
‘et c¢c'est finalement un total de 110 souches qui furant étudiees en dPtall et
soumises ala procédure d'identification, :

2. IDENTIFICATION DES SOUCHES

. Dans les Dbactéries & Gram positif ou -variable, 1'ensemble . des
"autinomy étes" pose des problémes taxonomiques particuliers. Les concepis de. la
classification ont récemment évolué dans ce domaine et les critéres taxonomiques
diffeérent entre la huitiéme et derniére eédition (1974) du Bergey's Nanual of
. Determinative Bacteriology jusqu alors employee, et la premiere edition (1986)
‘du  Bergey's MNanual of Systematic Bacterzalogy'.'ﬁn particulier, - genre
- Rhodococcus a été réintroduit. C'est par reférpnre a ce darnier ouvragp qu'ont
été identifiées toutes les souches actives. :

‘-La distinction  entre différents genres ,d'actigomycétes' non Sporulés
(Arthrobacter, Corynebacterium, FRhodococcus et4ﬂbaardia)'é5t ainéi établie :

~ Arthrobacter se caractérise par un’ véritable cycle batonnets et Poques,
' ' . les formes longues évoluent vers . la forme coccoide; © le
'nwcélium aérien- est absent; Gram variable. aérobie strlﬁte,

peu ou pas mobile, catalase p091tiveL non acido-résistant, -

n auldifie pas lp glucose. . v A :

‘ ~:CQ:ynébaCterium , Bétonnets irréguliers, des formes V¥, Y, en palissade,
SR mycélium aérien absent, Gram positif, non mobile, catalase
positive, - non acido-résistant, ‘Les - Corynebacterium
phytopathogenes sont aérobiés stricts et oxydent le glucose,
alors que les corynebacterium pathogénes humains et animaux
sont. anaérobies faoul*atifs et fprmpntent le glucose. Les
formes saprophytes ont ete reclassées et pour la plupar'
répartles entre Arthrobacter et RthDCOuuUS

- - Rhodococcus Batonnets et formes coccpideé; 1myoélium plus ou  moins
~ développé, peu ramifié. Pas (ou trés peu) de mycélium
aérien.  Gram positif, aerobie strict, ‘non mobile, catalase
positive, partiellement acido-résistant, certaines souches
produisent de l'acide & partir du glucose. ' o



.~ KNocardia . Mycélium trés ramifié et fragmenté, Mycélium aérien

généralement présent, Gram variable, aérobie stricte, non
mobile, catalase positive. Certaines souches sont acido-
résistantes, et le glucose est -acidifié en présence
d' oxygeéne. ' ‘ ’

La distinction entre Rhodococcus et Nocardia est partiouliéfement delicate.
Des critéres secondaires comme 1'activité de la fp-galactosidase (en genéral
négative chez Rhodococcus et positive. chez Nocardia), ou la sensibilite aux
antibiotiques ont parfnis été cités (T. Sukawana 1974). Méme 1'analyse des
peptidoglycanes ne permet pas de trancher, les parois étant toutes du type IV

- {m-DAP). De méme les intervalles dans la gamme des acides mycoliques, ainsi que

le pourcentage (G + C> du DNA se recoupent. : :
Nous nous sommes donc essentiellement basé sur la préspnre/abzon( de

mycélium aérien pour classer ces souches. LDrsqu il a été impossible de se

prononcer, les souches filamenteuses ont seulement été dénommées nocardioformes.
De la méme facon, rnrtainés souches de batonnets irréguliers non ramifices sans
oycle (batonnet coques) n'ont pas pu étre attribuées aux genres Arthrobacter ni
Corynebacterium et ont été nommées coryneformes. ‘ -

v Les 110 souches retenues ont é&té caractérisées éar les techniques décrites

~au Chapitre II. Le premier critére distinctif est la coloration de Gram.

2.1 Souche a Gram positif ou variable

Les 74 souches & Gram positif ou variable ont été caracterisees par 11
critéres morphologiques et physiologiques et 24 tests biochimiques., Elles ont
ensuite été automatiquement classées par la méthode de classification ascendante
hiérarchique (cf. Chap. II). On obtient ainsi un regroupement des souches les
plus proches en phénons, ‘que 1'on compare aux données bibliographiques de
référence pour, 1'identification. Les résultats sont représentés . dansz le
dendrogramme de la figure 10. ' ' g ‘

Ag niveau de regroupement supérieur, 92% de similitude, on obtient 21

-bhénons; dont 5 groupes dP'EWOdOuoccus, 2 groupes d'Arthrobacter, 3 groupes de

Nocardia, 1 groupe de Micrococcus- et 6 groupes de Bacillus. On observe le -

- regroupement des souches Gram +/v en deux sous-ensembles. Le premier est

essentiellement constitué par les genres : Rhodococcus et Arthrobacter, le
second dominé par Bacillus. Nocardia se répartit entre les deux ensembles. Des
souches individuelles se oéparent de ces groupes, appartenant aux genres
Rhodococcus, Micrococcus, Staphylococcus et Ar%hrbbacter On a pu identifie
jusqu'a 1l'espéce HMicrococcus roseus et Micrococcus luteus. Les caractéres moyen:
de chaque phénon sont rapportés dans le tableau 8. Par aillpurs, la liste de

toutes les souches individuelles tes +épv est dnnnée en l'Annexe
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R%oabcoccus' :
Rhodococcus
Rhodococcus
Arthrobacter
Rhadococcus
Rhodocaccus

‘Rhodococcus

coryneformes
Rhodococcus
- coryneforme
Micrococcus roseus
-coryneformes
coryneformes
Arthrobacter

Microcaccus luteus

Staphy lococcus
Nocardia
Nocardia
Bacillus
Bacillus
nocardioformes
nocardioforme
nocardiof orme
Bacillus
Nocordia
Bacillus
 Bocillus
Bocillus
Bocillus
Bacillus
Arthrobacter

NG .

INDICE  DE. SIMILARITE

100 . 90 80 70 60 50 40

30

]

20
!

10
1

\ 1 ] N ) . !

SOUCHES

cw N W x> v oo

woow o w woA

Figure 10.

wes w w e w

Dendrogramme 1 souchesa Gram (+)




Tableau 8. Caracteéres moyens de chaque phénon des souches & Gram (+)

Phénon Identification

Qo N0 e WN -

NN = e e H‘H =
OO0l NRE O

Rhodococcus
Rhodococcus
Rhodococcus
Khodococcus
Rhodococcus
Arthrobacter
Coryneformes
Coryneformes
Coryneformes
Arthrobacter
Micrococcus
‘Nocardia
Nocardia
Bacillus
Nocardioformes

- Bacillus

Nocardia
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus

Pigment colonie

Pigment diffusible

R T T I - TR A A s

Batonnets

+ + + + + + + + o+ +

[

[

-+

!

+ + + + + o+

Bat. ramifiés

oo oot

i

28

Coques
Filaments

Spores

l

oo o+ o+

Mycélium aérien

'

v

Nobilité

i

Aérobie. stricte

+ + o+ F b F O+

t

+ + ++ + + +

Anaérobie facultative

o



Phénon Identification
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- Rhodococcus
Rhodococcus

Fhodococcus

‘Rhodococcus -
‘Rhodococcus
- Arthrobacter
Corynefaormes.
Coryneformes .
Coryneformes -

Arthrobacter
Micrococcus

v Nocardia

Nocardia

“Bacillus

Nocardioformes

Bacillus
Nocardia.
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus

Phénon Identification
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Rhodococcus
Rhodococcus
Khodococcus

- Rhodococcus
Rhodococcus

Arthrobacter
Caoryneformes
Coryneformes

 Coryneformes

Arthrobacter
Micrococcus
Nocardia
Nocardia
Bacillus:.

Nocardioformes

Bacillus
Nocardia
Bacillus

Bacillus
“Bacillus
- Bacillus

o Oxyd. glucose
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2.2 ,'Sduches a Graﬁ’négatif

Contra1rement aux - baotéries Gram +, il a été possible d'inclure pour le

“traitement 1nformatique les données connues de souches de référence du KIT AFI

20 NE.  Ainsi on obtient non seulement une classification automatiqun; maié
egalement et directement 1'identification des souches, lorsqu'une espece de

. référence est incluse dans un phénon (pourcentage de aimilltude »05%).  Le phénon

peut. alors atre qualifié de taxon. Les- résultats sant 1nd1ques sur le

dendrogramme de la figure 11,

1 1 1 1 | IR | [ IR NI (-
PHENON ~  IDENTIFICATION L
: : SOUCHES
231 Pseudomonas : 2 - |
Psevdomonos : —1
Enterobocterioceoe :
Enterabacterioceoe v :::::}_ﬁ
- Aeromonos solmonicido | ——d
: Ps. putido o '%
32 Ps. putide 2 — |
33 Acineto. calcaacet!cus 2 C j
vnidentified - ‘ ;;%}___b .
- AMcoligenes foecalis - :
34 Acineto. colcooceticus 2 w—od
' Pseudamonas 1 2 ::i::]’
Pseudomonos - 2 o
Flavabacterivm - :
35, Ps. diminuvto 8
3B ‘_%.Wme : » LR 2
37 . Ps. olcoligenes B

JNDICE OF  SIMILARITE

j00. 9 B0 70 60 S0 40 30 20 10 0

Figure 11. Dendrogramme 2 : Sopuches & Gram (=)

: Certaines suuches ne sont pas identifiées Jusqu a 1 espéce par manque de

purrpSPDndanbe avpc les souches de référenre incluses, cu avec les donnees de la

Wd‘Arinetobacter ualcoaceticus, Deux souches d' Enterobacteriaceae
. présentea Des  souches individuelles' d‘Aeromonas salmoniczda,
\faecalis et Flavobacterium sp. ont été identifiées. :

!
i
|

“sont @ diminuta, alcaligenea et putida,

littérature (Bergey s Manual of Systematic Bacteriolqu’ Vol. D,

Les souches sont divisées en 7 groupes du genre Pseudomonas et 2 groupes

;Dnt aussi
~Alcaligenes
Le genre Fseudomonas est nettement prédcminant 195, espécés ‘reconnues

- Les espeéces Pseudomonas putida et Pseudomonas &lcallgenes sont bien definies '

‘sur le plan taxunomiqug, alors que Fseudomonas “diminuta” a une 91gnifiva+10n f



takonomique beaucoup moins clairement définie., I1 s'agit d'un regroupement de

Pseudomonas dont la plupart des réactions biochimiques sont négatives.

31

32
33
34
35
36
37

31
32
31
35
36

37

Les caractéres moyens des groupes de souches sont rapportés dans le
tableau 9, ' ' '

. Tableau 9. Caracteres moyens de chaQue phénonndes,SOucbes a Gram (=)
(cf. Tableau 3bis) : : .

@
N
[
. : A
] 0N o res -y
) 2 : 5
[} ] 4= o) -] o
33 H 5 3 ° :
L 8 S 8 g %
i .
o] o . 8 Jhet g
°c.® & 2 2 e 08 s B e
" H g g 0 § T B . g + ©c 5 2
g g 0 0 g o R R £ g s W g
- 2 & & = g Z R & § & 3 & 3 =
Phénon Identification L & & o B oo & & < & & =
Fseudomonas sp. D - - - = - - D 4+ = - 4 =D
Fs. putida D - 4+ = = - = D 4+ - - 4 - -
Ac. calcpaceticus - - + - D = - -+ - - - - -
Ac. calcoaceticus. D D - - Db - - - + - - = D D
' Fs. diminuta + D + - - - - + + = - D - -
Fs. diminuta + .4+ + - = - - 4+ % - - 4+ 4+ D
Fs, alcaligenes + D+ - - - - + + - - + =+
©»
=4 [ i = wd = L) = oy = [ :
- Phémon  Identification E 8 & § § 3 § 8 8 5 3 8 @ 5
Fseudomopas ep. - + D + + 4+ 4+ 4+ 4+ + - 4+ 4+ D
Fs. putida R s A S S I T S S
Ac, calcpaceticus - D D - D - - - D D D + +
Adc. calcpaceticus - D - - - - = - - -+ o+ D +
~Ps. diminuta B I, o
Fs. diminuta - - - - - - = - - - - - - -
Ps. alcaligemes - D - - -~ - D =~ - - - - D D

t+ = reaction positive - = réaction négétive D = réaction variable

Urée

PAC

I1KD



3. DISCUSSION

'3.1 Aspects taxonomiques

'Les souches que nous avons identifiées avaient été considérées comme actives
~vis-a-vis des hydrocarbures sur la base du test préliminaire d'assimilation (en
culture en tube). En fait comme indiqué plus loin (cf. Chap. IV), certaines
souches n'ont pas confirmé leur activité métabolique sur les hydrocarbures,
C'est le cas des coryneformes du groupe 7 (Annexe ), de la majorité des
‘Bacillus, de Staphylococcus, des Enterobacteriaceae et de quelques Fseudomonas
En fait, sur 34 souches Gram -, 10 se sont révélées inactives, et 24 sur 76 chez
- les Gram +, : . ! ' v
Parmi les souches actives, on note essentiellement la présence de
Micrococcus, Nocardia, Rhodococcus, Arthrobacter et Bacillus chez les Gram + et
»»Pseudomdnas,’Acinetobacter, Flavobacterium et Alcaligenes chez les Gram -.
En ce qui concerne les Gram négatifs, ces résultats confirment pour une
large part des données dé&ja connues, Les staphylocoques et les entérobactéries
C(mis A part Enterobacter) sont toujours inactifs,

Si 1'identification est valide, PFseudomonas diminuta n' avait pas enuore éteé
¢ité comme dégradant les hydrocarbures.

Pour ce qul est des ‘Gram +, 'un grand nombre de genres avalt été signalé
comme possédant des réprésentants actifs sur les produits pétroliers. Ont éteé
ainsi cités les genres : Arthrobacter, “"coryneforme", MNycobacterium, Brevi-
bacterium, Nocardia, Curtobacterium, Mycococcus, MNicrococcus, Coryhebacterium.

En falt, on peut penser que cette énumération de genres trés voisins traduit .
la difficulté qu'il y avait & classer ces souches de coryneformes. selon les
anciens critéres. Il est hautement vraisemblable‘que les souches isolées par les
différents auteurs soient beaucoup plus proches que ne le laissent supposer les
différents noms de genres employés et la plupart de ces souches seraient
certainem@nt maintenant reclassées comme - Rhodococcus sur la base de nouveaux
‘concepts taxonomiques. En revanche, Arthrobacter et Nocardia ont été souvent
~cités (Jones and Edington 1968; Bartha and Atlas 1977; Oudot et al. 1986), et
nous trouvons également des souches actives appartenant 4 ces genres,

MHLFOLOCQUS était déja connu pour étre actif sur les hydrocarbures (Jobson
et al. 1972; Oudot 1975; Austin et al. 1977; Odu 1978)., '

Le cas de Bacillus préte encore a discussion. Certains trdvauw ont signalp
1'existence de Bacillus actifs (Mateles 1967; QOdu 1978'_Kawakami et Nishimura
1981; - Berwick 1984), mais la plupart des auteurs considérent ce genre comme
inactif sur les hydrocarbures, alors qu'il est souvent cité comme consommateur
des produits de dégradation des hydrocarbures (Young Bae Kim & Rehm 1982),

Sur les 24 souches de Bacillus que nous avons isolées et testées, 8 ont
confirmé leur activité sur les hydrocarbures. 11 faut noter que 7 de ces souches
sont originaires des sédiments marins 4' Indoné81e.‘



‘ Le nombre de genres comportant des représentants actifs est relativement
restreint, contrairement a ce qui a parfois été écrit (Bartha et Atlas 1977). En
revanche, ces genres présentent en général une grande diversité spécifique, et
une trés large répartition géographique, ce qui explique et confirme que 1'on
trouve des souches bactériennes capables de dégrader les hydrocarbures dans
pratiquemnnt tous les milieux naturels (Butler et al. 1978; Oudot 1984; Neilson
pt al. 1985). - ' o

3.2 Aspects écologiques

En consultant le tableau 10 qui fait état de 1l'origine des souches en
fonction de leur position taxonomique, i1 apparait plusieurs points
intéressants. - ‘

[l existe des relations dirnhtﬂs entre le biotope d'origine et. la position
taxonomique des souches, c'est-a-dire la composition spécifique de la microflore
active. Ainsi, les  actinomycétes (Rhodococceus, Nocardia, Arthrobacter,
coryneforme et nocardioforme) ont presque tous été isolés a partir des sols
tempérés, tandis que " Bacillus, - Fseudomonas, Acinetobacter et Micrococcus
proviennent exclusivement du milieu marin tropical Les Bacillus actifs
apparaissent inféodés au sédiment marin tandis que que les Fseudononas actifs se
trouvent aussi bien dans le sédiment que dans l'eau de mer, ou ils représentent
avec 4lcaligenes, les seuls genres actifs que nous ayons rencontrés,

" Cette nette dichotomie (actinomycétes dans le sol, et Pseudomonas-Bacillus
en milieu marin) est certainement plus liée & la nature du biotope (sol - milieu
marin) qu'a une éventuelle influence du climat (zone tempérée - zone tropicale).
Nous ne pouvons pas comparer un méme biotope dans les deux environnements,; car
le seul biotope commun est le sol, et la comparaison n'est pas directement
possible & cause du trés faible nombre de souch@s'activps isolées du sol en
‘Indonésie. :

Un autre point a noter est que le classement automatique des souches conduit
généralement & un regroupement des souches de méme origine a 1'intérieur des
phénons (Annexe I). Par exemple les KRhodococcus d'Indonésie (phénon 1) sont
distincts des Rhodococcus de sol tempéré, eux-memes différenciés par 1'analyse
numérique (phénon 2-Grignon, phénon 3-Muséum). L'écart entre ces 3 phénons est
pourtant faible (% de similitude >92%), mais on ne peut pas conclure s'il s'agit
de souches distinctes de la méme eapéop ou d'espﬁcea différentes.

Ce regroupement des spuches par biotope & 1'intérieur d'un phénon se verifle
également au niveau de Rhodococcus : phénon 5-Muséum et phénon 6-Grignon.

La méme tendance, moins systématique, s'observe aussi chez Nocardia {(phénon
12-13 et .17). Ainsi chez Ehodouauuus et Nocardia on peut conclure & une certaine
forme de speoiation géographique



Tableau 10. Origine des souches en fonction de leur position taxonomique

Gram +

: Biotope Rhadococcus Nocardia Arthrobacter capynefarme thillus ﬂicrocaccus

nocardioforme

Grignon 7 : 5 1 2 0 0
LEHN 9 4 5 . 1. 0
Sol 1 0 0 0 0 1
forestier e _ : :
Sédiment 1 L 0 0 '3 1 v 0
riviére B : o ‘ :
Sédiment o 0 0 0 6 S0
marin : , : , _ v :

' Fau de mer 0 , 0 : 0 0 0 |
Total 18 o 6 9 5 2

Gram -
Biotape PseUdomunas ‘Acinetobacter Flavubacterium_'Alcéligenes Aeromonas.
Grignon 0 0 ' 0o 0 0
MLEHNE 0 0 0 0
Sol ' 0 | 0 0 .0 0
. forestier - , S o :

' Sédiment 1 o 1 0 0 0

- riviére ' :

 Sédiment 0 2 o 1 0 1
marin _ ;- ‘ »
Eau de mer 8 , 0 0 ‘ i 0

Tatal 18 3 R S




CHAPITRE IV

DETERMINATION DES CAPACITES DEGRADATIVES

Dans - cette partie, nous .avons mesuré et comparé le potehtiel de
biodégradation de chacune des souches isolées et identifiées. Les capaciteés
dégradatives sont déterminées par gravimétrie et par chromatographie en phase
gazeuse GC2. ;

_ Les reésultats sont rapportés par biotope d‘arigine et par genre a
1'intérieur de chaque biotope. Pour chaque souche, les résultats gravimétriques
'indiquent le taux de biodégradation du pétrole total (I), et de chacune des
fractions constitutives : ;saturés (8, aromatiques. (A, résines . (R) et
asphalténes (AS). Les souches sont classées par ordre d'activité décroissante.
Des cultures.mixtes ont également été réalisées par milieu d'origine, et leurs
 perfbrmanoes' comparées ‘& celles des souches pures., Nous avons retenu comme-
actives les souches dont le pourcentage de bilodégradation total est >10%. En-
 dessous de 5%, l'activité peut étre considérée comme nulle, et faible entre 5 et
10%. Le fractionnement ou résidu total n'a été réalisé que pour les souches
actives selon ces critéres. Les analyses chromatographiques ont été réalisées
sur les fractions saturées et aromatiques, mais seules les analyses portant sur
la fraction saturée sont considérées. En effet, 1'étude par GC2 des aromatiqupa
n apporte pas d'éléments suffisamment significatifs, car peu de pics distincts
. sant séparés dans le pétrole utilisé comme substrat. ' ‘

1. SOUCHES ORIGINAIRES DES SOLS DE ZONE TEMPEREE

1.1 Tefreau de jardin.HNHN

Aprés 1'essail préliminaire d'utilisation des hydrocarbures par culture en
tube, 30 souches ont été retenues et testées. Les taux de biodegradation obtenus
par ces souches sont rapportés dans les tableaux et histogramme suivants,



"~ Rhodococcus

Tableau 11 et Histogrammesl. Taux de biodégradation du pétrole brut et de ses

fractions obtenus par les souches du genre
Rhodococcus (MNHN) » ‘ o

' Rbogggggcus , T 8
MC31 21.5 44.6 16.2 10.5 ~18.6
33 19,8 35.6 10 7.5 ~32.6
XC35 192 34,7 8.7 5 ~10
XCo4 18,4 38.5 14.5 - 3.8 -32.4
nC14 ‘ 17.3 30.8 14,2 - 2.5 - 5.7
NC13 . 15.8 30.3 16.3 3.8 -24
n132 . 15.6 31.7 13.1 - 3.5 -30
MC11 14.5 32,2 13,4 12.2 -37.5
¥CO2 11.3 34.9 8.5 -11.2 -32.8
78 78 78 o
50 - © 50 +

MC 35

%8
50 7 - S50 4
0 | ‘

30 30 4

20 - 20 1

10 A 10 -

R As

el




~ Toutes les souches montrent une activité vis-a-vis du pétrole total de 11 a
22%; les saturés sont plus dégradés (30 & 45%) que les aromatiques (9 a 16%).

A part MC31 qui a une activité faible sur les résines (10%), aucune Souche
ne montre une activité sur la fraction asphaltique. Au contraire, on constate
une augmentation pondérale de la masse de la fraction asphalténe (cf. 8§
Discussion). ‘ ST

= Arthrabacter
Tableau 12 et Histogrammes 2. Taux de biodégradation du pétrole et de ses

fractions obtenus par les SOUub&w du genre
Arthrobacter (MNHN)

Ar¢g§322cter » T 8 A R » A5
McTO4 21.1 37.8 16.2° 11.6 ~28.6
nCc12 o z0.8 39.8 15. 4 6.8 -21.2
MC15 - 15.8 39.2 00 -13.2 - 5.7
NC16 13.7 28.6 1.6 - 4.1 - 4.3
nC32 13,6 30.5 6.4 - 8.5 -35
m % 78 | | 78
cr SUY I 50
40 - ‘ 40 -
30 A 30
20 A 20
10 78 10 78
As » As
T S AR 50+ T 5 A R 50 -
HT 04 401 i - f 40
30
20
10 4
As

M Y

L'activité globale des souches se situe entre 14 et 21%. Toutes les souches
montrent une activité |importante vis-a-vis des saturés et seules les souches
MT04 et MCI2 dégradent la fraction aromatique et 1égérﬁment les ré81nes, les
asphalténes ne sont paa dégradés




‘- RNocardia

Tableau 13 et Hjstqgrammes3. Taux de biodegradation du pétrole et de ses-
fractions obtenua par les SOUbbeb du genre
Nocardia (MNHN)

Nocardia T 5 A ' _- o R o ..  AS
HCO7 19.7 - 40.8 0.1 -8 =30
¥C10 15.3  31.6 - 8 00 =157
ATO2 11,7 15,7 15. 4 5.2 BT
MCO5 1tz 216 1.8 - 6.1 5.7
MCO6 - <5 - - - '} o
" S : B
50‘~ v . ' 50

40 -

78 , o B
s0 4 | ' C s
40 , 40
30 : 30 -
20 ’ 20
10 Ill : 10——L
T S A R As ' S ' T s A f 2s
MT02 ' S

MCUS

Les: suucha MFO? et MC10 dégradent mieux les saturés qup les aromatiqu et
n'ont pas d'activité sur les résines et asphalténes. :

Les souches MI0z2 et MCOB5 sont relativement peu actives Suf'les~satUrés, mais
plus efficaces que la moyenne sur les aromatiques. MT02 et NCO5 ont une faible
activité sur les asphalteénes. ' o



- - Nocardioformes et coryneformes

Tableau 14 et Histqgrammes4 Taux de biodégradation du pétrole et de
‘ - fractions obtenus par les souches des groupes

nocardioforme et coryneforme (MNHN)

ses

Mo

'S A R AS
beaidioformes
NC34 22.3 36 8.7 5.4 13
NC36 11.7 16.3 9 3.3 00
NTO01 11.5 19.3 15.2 - 3.5 ~ 4.3
NCO03 <5 - - - -
 .Coryneforme ,
NCO1 13.5 27.7 8.8 - 3.1 4.3
18 78
50 - 50
40
30
20 .
10 4 I I I
TS A R As TS A R As
MC34 MC36 .
) %8
50 50 -
40 40 -
30 4

‘ La fraction saturée est la plus dégfadée (16 & 36%) qUé les aromatiques (9 &
15%) par les souches des deux groupes,
légérement dégradée (13%) par la seule souche (MC34) du groupe nocardioforme.

alors que la fraction asphalténe est



- Autres genres

Tableau 15 et Histogramme 5. Taux de biodégradation du pétrule'et de ses
fractions obtenus par les souches du genre
Bacillus et Staphylococcus (MNHED

Bacillus

NT31 12.5 27. 1 8.8 - 9.3 00
NCO8 <5 - L - ol
uC09 5 ~ ~ - -

Staphylococcus _ _
MC17 <5 - - - -

%B

S0 A
30 A

10 - .
lR
T S A ITS

MT31

Une seule souche du genre Bacillus s'est montrée faiblement active (12%).
La souche MC17 appartenant au genre Staphylococcus a une activité de
. dégradation négligeable (K5%). '



‘ Les souohes testées individuellement en cultures pures ci-dessus .ont é&té
V‘cuitivées par groupes en vue de déterminer leur aptitude a utiliser les
hydrocarbures en culture mixte. ’

Les taux de bilodégradation de la culture mixte de toutes les  souches
bactériennes originaires du terreau de jardin pollué sont représentés dans les
tableau et figure suivants :

Tableau 16 et Histqgramme 6. Fotentiel de biodégradation du pétrole et de ses
' ‘ fractions obtenus par la culture mixte des
souches MNHN '

- Culture mixte ‘ :
(M. N.H. N 22.4 40 15 2 -16,2

%B

50 +

€. M. Jardin

On constate que 1l'activité des souches en culture mixte est sen51blpmpn+ la
méme que celle des souches les plus actives en culture pure,.



Les résultats montrent que, parmi les 30 souches testées, les plus actives
appartiennent aux genre : Rhodococcus, Arthrobacter, Nocardia et aux groupes des
nocardioformes et coryneformes, o‘est—&—dire que ce sont exclusivement. des
actinomyceétes, ' R , .

Sept souches se sont révélées inactives (% B < ©). Elles appartiennent aux
‘genres : Nocardia, Bacillus, Staphylococcus et au groupe nocardioforme.

L'activité des souches vis-a-vis des classes constitutives du pétrole
saturée, aromatique, résine et asphalténe n'est pas identique. Ainsi les saturés
sont les plus dégradés et les taux de biodégradation s'établissent entre 16 et
45%. Le maximum de biodégradation est obtenu avec FKhodococcus MGC31.

Les aromatiques sont moins dégradés que les saturés et on note une
variabilité relative & chacune des souches testées; le taux de biodégradation le
plus élevé s'établit a 16%. o '

Aussi bien en culture pure qu'en culture mixte des bactéries, la fraction
-asphaltique n'est que peu ou pas attaquée.

La biodégradation maximum pour les résines est de 12% (Arthrobabter NTO04) et
atteint 10% chez FRhodococcus MC3l. Les asphalténes ne seraient faiblement
attaqués que par le nocardioforme MC34. On note le plus souvent une augmentation
pondérale de la masse des résines (-2 & -13%) et surtout des asphalténes (-4 a
-37%) que 1'on explicitera par la suite, ‘

1.2 Sol agricole Grignon

Les 15 souches testées se sont révélées réellement actives (B'>10%). Les
résultats sont rapportés dans les tableaux et histogrammes suivants : ’

— Rhadococcus
Tableau 17 , Taux de biodégradation du pétrole et de ses
fractions obtenus par les souches du genre
Rhodococcus (Grignon) '
Genre
T S A R AS
Rhodococecus
GCo8 ” 21 38 000 - 5.6 ~-25
GCO03 20 41.2 E = - 2.5 - =31
GTO03 : 19.3 36.6 14 - 2.4 ~-32.8
GT04 15.6 32.3 . - 00 - -~18.3
GTO2 14.3 29 12 5 =20
GT32 ’ 13.4 34.1 2.4 9.4 -18.1
GCo2 11.9 16.8 6.1 - 3.1 -18.7
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Histqgrammes.V. Taux de biodégradation du pétrole gf de ses
' ' fractions obtenUS par les souches du genre
Rhodococcus (Grignon) . :

Le taux de biodégradation du pétrole total des souches de ce genre s'établit
entre 12 et 21%.

La fraction saturée est treés dégradée par 1* ensemble des souchps (17 a 41%)
au contraire des aromatiques qul sont dégradés entre 0 et 14%.

Les résines ne sont que faiblement attaquées . par la souche GI32 (9%,
alors que, sur les asphalténes, on constate une augmentation en valeur absolue
de cette fraction. ‘ ’ ’ E



- Nocardia
| : , : o
Ibpleau 18 et Histogrammes8. Taux de biodégradation du pétrole et de ses
' fractions obtenus par les souches du genre KNocardia

~ (Grignon)
Genre
T S A R AS
Nocardia
GC06 22,2  51.8 15 7 -22
GCO5 15.1 32.4 7.4 3.2 -25.2
GCO7 14.8 35.7 13.8 8.2 =25
GCo4 : 18,7 25 : 12.5 6 -18
GT31 : R ] : 24 7.5 2.5 - =20.8
%B 78 o T
50 | ‘ 50
40

%8 o %8

504 - 50 -
40 - | 40 -
30 4 ‘ 30
20 - RU ‘ a0 -
10 A 0 4

As As
T S A R _ T S A R
GCO4

GT31

Tout comme Rhodococcus, ce genre est plus actif sur les saturés (24 a 52%)
que sur les aromatiques (7 & 14%). : : : :
L'activité sur les résines est trés faible et on note également une augmentation
de la masse correspondant aux asphalténes.



Le genre Arthrobacter et les groupes nocardioforme et coryneforme sont
représentés chacun par une seule souche.

Tableau 19 et Histogrammes 9. Taux de biodégradation du genre Arthrobacter et
des groupes nocardioforme et corypeforme (Grignon)

T 5 A R AS
Arthrobacter
GCOo1 13.6 24.6 12.1 00 -17.3
nocardioforme
GC31 9.7 26.2 3.2 2.3 -17.8
coréneforme
T01 15. 7 38.4 00 2.9 ~-20
%8 %8 8
50 - 50 50 -
40 40 40 -
30 30 30 -
20 20 20
10 - 10 10 4
As As As
T S AR | T S AR T S AR
GCOo} GC3) 601

Les trois souches sont actives sur les saturés, alors que les aromatiques ne
sont - significativement attaqués que par
fraction asphaltique n'est pas dégradée.

la souche d'Arthrobacter

GCO01. La



En culture mixte, l'activitévde l'ensemble des souches est représentée dans
‘le tableau et figure suivants :

Tableau 20 et Histogramme 10, Taux de biodégradation obtenus par la culture
mixte des souches du 501 agriuole de Grignon

Culture mixte L
(Grignon) 21.6 37.2 13.4 - 00 - -17.5

As

T S A R

C.M.Grignon

On constate que les sduches'mises en culture mixte ne dégradent pas mieux le
pétrole que les souches individuelles, '

Comme dans le sol de jardin, les souches Rhodococcus représentent presque la
moitié des souches actives isolées du sol agricole de Grignon. Les autres
souches actives isolées sont des actinomycétes appartenant aux genres Nocardia,
Arthrobacter et aux nocardioformes et coryneformes.

Les souches de Grignon ne présentent pas toutes la méme capacité de
dégradation et on note une grande variabilité individuelle de l'activite. On
confirme 1'assimilation préférentielle des saturés par rapport aux aromatiques.

Dans 1'ensemble, la fraction asphaltique résiste a 1'attaque bactérienne et
seules quelques rares souches (Rhodococcus GI32, Nocardia GC-7, GC-6, GC-4)
attaquent faiblement les résines (6 - 9%), tandis que 1'on note en général au
contraire une augnmentation systématique de la masse ‘des asphalténes (cf.
Discussion). ‘ :



L'étude des capacités dégradatives des souches bactériennes actives vis-a-
vis des HC de sols agricoles de zone tempérée a montré la prédominance dans ce
biotope des actinomycétes : Rhodococcus, Arthrobacter et Nocardia, ou autres
(coryneforme et nocardioforme).

On peut considérer que globalement les souches les plus nombreuses et les
plus actives appartiennent aux genres KRhodococcus et Nocardia dans les deux
sols,

Dans les conditions idéalisées et reproductibles du laboratoire, nous avons
constaté qu'en général les souches les plus actives en culture pure atteignent
toutes des taux de bindégradation tout-a-fait 'comparables,_' et cela
indépendamment de leur blotope d'origine. : , ‘ ' '

La fraction saturée est 1la plus dégradée : elle est assimllée par
Rhodococcus (17 a 45%), Arthrobacter (25 & 40%),‘Nbcardia_<16_av52%), le groupe
des nocardioformes (16 & 38%) et celui des coryneformes (26 & 28%). :

Le taux maximum de blodégradation sur la fraction aromatique est de 16%,
soit trois fols moins que celul bbtenu pour les saturés. Certaines souches
(GT01, GCO8, MC15, MC16), appartenant & tous les genres cités, sont méme
inactives sur les aromatiques. _

les résines résistent a 1'attaque bactérienne, elles ne sont trés légérement
dégradées (12%) que par quelques souches de Rhodococcus et Arthrobacter.

Les asphalténes ne seraient faiblement attaqués que par une seule souche du
‘groupe des nocardioformes : MC34. ' B

En falt, comme nous le détaillerons plus tard (cf. IV, 3), 1l'augmentation de
la masse des asphalténes souvent observée est liée aux techniques de culture et
de dosage employée. En effet, le traitement & 1'hexane du résidu entraine non
seulement la précipitation des asphalténes pétroliers, mais également celle de
produits intermédiaires du métabolisme qui s'accumulent en milieu ferme.

2. SOUCHES ORIGINAIRES D* INDORESIE

Nous avons étudié et comparé les capacités dégradatives des microflores
bactériennes 1solées de milieu terrestre (sol et riviére) et de milieu marin
(eau et sédiment),

~ Les échantillons pour étude ont été prélevés dans plusieurs zones soumises a
1'impact de rejets chroniques d'hydrocarbures d'origine pétroliére. Nous
présentons ci-aprés les résultats des mesures des capacités dégradatives de ces
souches tropicales, regroupées par genre pour chaque biotope d'origine.

2.1 Sol forestier

Le tableau 21 et 1'histogramme 11 rapportent les taux de biodégradation
obtenu par les quatre souches retenues aprés 1l'essai préliminaire



\Tableau 21 et Histqgrammes 11, Taux de blodégradation du pétrole et de ses
: fractions obtenus par les bauteriea du sol

forestier d'Indonésie

T 5 A R AS
Rhodococecus 1501 18 19,4 108 6.4  -16.7
Nicrococcus 1831 17,7 29.3 12.4 - 13.3 -18
Pseudomonas sp. 1802 <5 - - - -
Pseudomonas sp. 1503 <5 - - - -

%B

50 A~

40 -

20

10

Les deux souches de[f%eudamonas ne montrent aucune activité significafive
Rhodococcus 1801 et Micrococcus 1831 présentent le méme
taux global de biodégradation, bien qu'elles n'aient pas la méme activité vig-a-
vis des fractiomns, RbOdOCOLLUS IS01 assimile les saturés et les aromatiques avec.
la méme efficacité et attaque peu les résines. Micrococcus 1831 métabolise plus
les saturés que les aromatiques et fait preuve d'une certaine activité sur les

vis-&-vis du pétrole.

résines.

-actives.

7B
30 -

40 A

La masse des asphalténes augmente de 1a méme fagon ‘chez les deux souches



2.2 Riviere

.;Les résultats de vbiudégradation du BAL 150 par les souches isolées du
sédiment du lit de riviere sont donnés dans le tableau et histogramme suivant.

Tableau 22 et Histogrammes 12. Taux de bjodégfadatibn du pétrole brut et de
: ses fractions par les souches d'une riviére
d' Indonésie ’

T S A R AS
- coryneforme v
IR02 31.8 56.8 20.8 00 -13
IR0 23.5 42.4 21.7 ~-5,6 -11
IRO6 21.2 40.8 17.8 4.8 3.7
Aclnetobacter
IRO7 v 24.3 . 42,7 16.3 - 1.2 3.7
IR33 <5 - - - -
Bacillus
IR31 17.7 26 8.2 7.5 1.6
IR0O5 L5 - - - -
Rhodococcus . ‘ : _
IRQS 19.6 30.6 10 o 9.2 =13
Pseudomonas putida
’ IR32 '21.5 38.4 ' 15.4 3.8 - 8.2
-Enterobacteriacae : '
IRO8 <5 - - - -
Culture mixte
: 26.7 44,8 20 00 13
B B T ) o %8
S0 50 - 50 1 50 W
40 40 H 40 40 A
30 30 30 30
20 20 20 A 20 A
10 10 A 10 ‘ 10
R As : ’ R
T S A T S AR A T S A As
IRO1 1R06 : - IRO7
50 - o4 - 50
- 40 - 40
30 A '
20
10 4
T S A R As T S A R Ae T 5 A R As
IR32 C.M. Terrestre

1R31



A part Arthrobacter IR33, Bacillus IR05 et 1'entérobactérie IR0O8 qui ont une
activité négligeable, toutes les autres souches sont actives, et le taux le plus
éleve (32%) est atteint par le coryneforme IR02. L'activité sur les saturés
varie entre 26 et 57% et entre 8 et 22% pour les aromatiques.

Aucun genre bactérien de la riviére ne présente d'activité sur la fraction
‘asphaltique et on constate souvent une légére augmentation. de la masse des

asphalteénes, :

Les souches isolées du sol sont moins nombreuses et moins actives que celles
isnlées de la riviére. Elles appartiennent aux genres Rhodococcus et
Micrococcus, alors que les souches originaires de la riviére appartiennent & 4
genres différents : Pseudomonas, Acinetobacter, Rhodococcus, PBacillus et au
groupe des coryneformes., '

Les souches les plus performantes originaires de la riviére dégradent plus
les saturés (38 & 57%) que les aromatiques (15 & 22%). Les résines ne sont
significativement attaquées que par Micrococcus 1831 (13%) et aucune souche ne
dégrade réellement les asphalténes.

2.3 Eau de mer

Les souches ont &té isolées & partir de 1l'eau de mer prélevée au voisinage
d'une plateforme pétroliére d'exploitation offshore.

La microflore bactériemne active dans ce biotope est composée essentiel-
lement d'especes appartenant au genre PFPseudomonas. Les genres Micrococcus,
Alcaligenes et le groupe coryneforme sont moins représentés,

Les tableaux et histogrammes suivants donnent les taux de biodégradation du
pétrole et de ses fractions obtenus par les souches étudiées, :

Tableauv 23 . Taux de biodégradation du pétrole par les souches
de Pseudomopas d'eau de mwer 4'Indonésie

T S A R AS
Pseudomonas
alcaligenes
X0 27.2 56, 6 12.2 -3 - 1.1
1¥07 19.1 ' 33 20.4 - 5.6 13
Pseudomonas
diminuta
1Mo 20 34.4 21.2 - 2.3 11.1
1M02 19.2 37.1 15.2 4,2 5.6
IM01 17.2 32.3 18.6 -2 ' - 3.7
IM32 5 - - - -
Pseudomonas sp. '
IM03 26.2 46,8 19.2 3.4 - 5.6
IM06 21.7 40 21.2 - 6,8 11.1
. (0] 5 - ~ - -
Pseudomonas
putida

IM31 23.2 : 34.7 20.3 - 9.2 3.7
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Histogrammes 13. Taux de biodégradation du pétrole par les _so&cbes

de Pseudomonas d'eau de mer d4d'Indonésie

les saturés (32 & 57%) mieux que les aromatiques (12 a 21%).

Mis & part F. diminuta IMO4,

P, alcaligenes

qui semblent avoir une activité sur les asphalténes (11 a 13%). Les

asphalténes).

As

La majorité des souches de Pseudomonas testées sont actives, elies dégradent

IMO7 et Pseudomonas sp.
autres
souches ne dégradent pas significativement la fraction asphaltique (résines +



Autres genres

Tableau 24 et Histogrammes14. Taux de biadégradatibn du pétrole des souches
INOS, IN10 et IN12 de 1'eau de mer d'Indonésie

T S A R ~ AS

Alcaligenes f.
I¥05 24,2 44 22 - 7.5 9.3
Nicrococecus
IN10 20.2 30.8 19.1 - 1.5 v 9.3
coryneforme ' : :
IMlg : <5 - - . | -

%8B : %8

S0 -~ ‘ : 50 A

30 - 30 A

40 - ; a0
20 - ' ‘ 20
10 0 A
1 < |
S A A | T S A As

IM10

i

Micrococcus IM10 et Alacaligenes IM0S dégradent le pétrole et les tractions
de la méme facon, et leur activité est identique & celle des souches actives du
genre Fseudomonas.



2.4 Sediment marin

Ces souches ont été isolées a partir des sédiments marins littoraux qui
subissent des rejets chroniques émanant d'une station de stockage.

¥oins de la moitié des souches retenues aprés le test de croissance sur
pétrole se sont avérées actives. Ces souches appartiennent aux genres :
Pseudononas, Bacillus, Acinetobacter, Flavaobacterium et Aeromonas. -

Tableau 25 et Histogrammes15. Taux de biqdégradation'dUrpétrole et de ses
fractions atteint par les souches du genre
Bacillus du sédiment marin d'Indonésie

Genre
Bacillus T s A - R AS
ID36 32.2 52 20.3 3.5 3.7
1D32 30 55 18.2 -5 3.7
ID20 29.1 51.8 20,2 00 3.7
ID08 25,7 38.8 14,2 - 4.7 - 3.8
1D35 21.2 33.2 11 3.5 00
1D33 . 19.95 37.4 00 - 3.5 6.3
13 autres
souches du <5 - - - -
méme genre
%8 4] ‘ZB
50 50 -
40 40;
30 3g
20 20 -
10 10 4
: i *8
T S AR As T S A As ‘ T S A R As
103 S0 q 1032 50 1020 S0 4
| 40 - ' 40 4 - 40 -
30 1 - 30 3[_] -
20 20 20 A
10 ' 10 ‘ ‘ b_m'—
R As ‘ '
T S A . T S A R As T S A A
1008 1035 ' 1033

~ Les résultats donnés dans les tableaux et figures précédents montrent que
les 2/3 des souches du genre Bacillus ne manifestent aucune activité vis-a-vis
du pétrole. Les autres sopuches sont trés actives sur la fraction saturée (33 a
55%) et on note une activité variable sur les aromatiques (0 a 20%). On ne
‘constate pas d'augmentation dans la masse pondérale de la fraction asphaltique.
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- Tableau 26 et Histagrauméslﬁ. Taux de biodégradation du pétrole et de ses
fractions obtenus par les souches de
Pseudomonas du sédiment marin d'Indonésie

Pseudomonas
diminuta
ID11 26.5 B57.2 11.7 - 1.1 4.6
D41l 24.7 43,3 11 2.3 7.4
ID04 19.7 40. 4 8.7 ' - 1.1 - 3.4
ID03 18 33 18.8 ' 2.3 - 5.6
D42 <5 - R - T
Pseudomonas v
alcaljgenes
ID4 21.6 38.3 10.6 - 1.5 - 4.6
1D02 20.8 36.2 14.% 4,1 9.3
ID12 20.3 .2 00 - 3.8 7
ID16 , {5 - - - -
Pseudomonas sp : .
ID14 15.7 36.6 7.5 - 2.3 11.1
ID4%s . <5 - - - -
Pseudomonas ’
putida ' :
ID26 _ 20 36 15.7  6.3 : 3.3
b:} ' b1:} R T
50 ’ 50 -+ S 50 1
40 - 40 -
30
20
10 A
T S A As T S AR As
1011 1041 1003
50 - v 50 - 50 A 50 -
40 4 40 A 40.
0 4 30 - ‘ 30
20 20 - 20
10 10 4 10 -
R As
T 5 A T S A R As T S A 7 As T 85 A R As
. 1044 1002 1014 o 1026

L'activité du genre PSeudomonas, élevée, est comparable ‘A celle des souches
appartenant au genre Bacillus.



Tableau 27 et Histogrammes17. Taux de bindégradation du pétrole et de ses
fractions obtenus par les souches  des autres
genres dans le sédiment marin d'Indonésie

T S A R AS
Acinetabacter
calcoaceticus
ID38 - 34,3 55.7 20.3 4.6 5.6
iD19 18.7 38.1 20.4 -3 - 5.6
Flavobacterium '
ID39 - 31.3 58 16.5 - 4.6 .00
Aeromonas
salmonicida ' : : ,
ID40 19.2 29.1 11.8 2 3.7
' Ehterubacteriéceaé »
© IDO9 <5 , - - - -
coryneforme '
ID15 <5 - - - -
ID34 - <B - - - -
Nicrococcus _ . . .
D23 <5 - - - : -
Rbodococcus Co , . T
1D25 <5 - - . Co = -
50 -+ 50 -
40 4 - S 40 -
30 1 | 30
20 : - o
L I .
) %8 10 1 %8
L. - L_I . R As
T S A R As 50 - v 1 5 A T s0q
1038 '4b | D19 0
30 A _ 30 4
“20 4 20 A :
10 4 l . ‘ 10 l
L. . ,R.__ Ll N |
T s A B - _ T S A R As
1039 ‘ » ‘ 1040 '

Les souches les plus actives appartiennent aux genres Acinetobacter,
Flavobacterium et Aeromonas. Les souches des genres Micrococcus et Rhodococcus,
ainsi que les coryneformes marins isolés ne présentent aucune activité.



Toutes les souches d'origine marine (eau + sédiment) ont été cultivées
ensemble., L'activité de cette culture mixte reste comparable & celle des souches
actives en culture pure (Tableau 28 et histogramme 28).

Tableau 28 et Histogramme 18, Taux de biodégradation de la culture mixte des
souches du milieu marin (eau + sédiment)

T S A R AS

Culture mixte -
Culture =ixt 31.7 54 20.6 8.3 00

%8B

50 W
40
30
20

10

1

T S A R As
C. M. Marine

- Comme déja évoqué (Chap. III, 3.2), on a pu isoler plus de genres différents
dans le sédiment (Fseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Flavobacterium et
Aeromonas) que dans l'eau (Fseudomonas, Alcaligenes et Micrococcus).

Fseudomonas est présent aussi bilen dans l'eau de mer que dans les sédiments,
tandis que Bacillus n'a été isolé qu'a partir des sédiments.

Les taux de biodégradation du pétrole et de ses fractions par les souchea
originaires de 1l'eau de mer sont similaires & ceux atteints par les bactéries du
sédiment marin, malgré une composition spécifique différente observée dans les
deux compartiments du milieu marin.

La fraction saturée est plus dégradée (29 & 58%) que la fraction aromatique
(0 & 22%). Les résines confirment leur résistance a la biodégradation. le taux
n'excédant pas 9%. En ce qui concerne les asphalténes, on note une légére
biodégradation par des souches du genre Fseudomonas.

Contrairement au cas des actinomycétes du sol (cf. 8 1), on ne note pas
'd'augmentation de la masse des asphalténes, ce qui implique des métabolismes
différents suivant les genres (cf. Discussion).



3. DISCUSSION

Dans tous les biotopes étudiés, nous avons pu isoler des souches actives
vis-&-vis des hydrocarbures, ce qui confirme 1'ubiquité de ces nﬂcroorganismes
(Oudot 1984; Nellson et al. 1985). :

On sait que des bactéries adaptées sont présentes dans pratiquement tous les
milieux naturels, méme non contaminés par des produits pétroliers (Buckly et al.
1976; Fusey et al, 1983; Oudot 1984; OQOudot et al. 1986), et qu'un influx
d'hydrocarbures se traduit mnon pas par une modification des capacités
dégradatives préexistantes des souches potentiellement actives, mais bien par la
prolifération de ces souches, qui deviennent prédominantes dans la
nicrobiocénose (Qudot 1975 Rivieére et Gatellier 1976; Sextone 1978, Jones. 1977;
Odu 1977).

3.1 Actlivité des souches

Une proportion de souches isolées et jugées positive apres la culture
préliminaire présente des taux de biodégradation trés bas ou nul dans les essais
suivants (cf. tableaux)., Ceci peut s'expliquer dans certains cas par’une'perte
rapide d'activité lors des repiquages successifs. Il est également possible que
certaines souches ayant présenté un trouble & 1'examen visuel préliminaire se
soient en fait développées A& partir de contaminants du milieu de culture, mais
non & partir des hydrocarbures. Egalement certaines cultures ont pu ne pas
démarrer faute d'une densité d'inoculum suffisante (cf. Chap. VII, 4),

I1 est important de remarquer qu'il n'existe pas, pour une souche donnée, de
relation entre 1'activité de biodégradation et les autres caractéristiques
métaboliques testées (tableaux 8, 9). Si 1'on compare le taux de biodégradation
moyen des phénons et le nombre de caractéres positifs (activité enzymatique et
utilisation des sources de carbones), on obtient la droite de régression de la

figure 12, dont la pente est statistiquement nulle, preuve d'une absence de
corrélation.

50 —
40 —|
o 30 Qe
e . ¢ ‘
D 20— .t N —
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2 4 68 8B 10 _m' 14 16 18 20
NB DE CARACTERES POSITIFS

Figure 12, Relation entre 1'activité de biodégradation et les autreS'
caractéristiques métaboliques :



Les capacités dégradatives de Pseudomonas diminuta groupes 35-36 (1 ou 2
caractéres positifs), ou des coryneformes groupe 7 et 8 (2 et 3 caractéres
positifs) sont aussi élevés que celles des nocardioformes du groupe 15 ou des
Bacillus du groupe 16 (18 ou 16 caractéres positifs).

Lorsque les souches sont actives, on observe systématiquement que 1’ activité
de biodégradation porte en priorité sur les saturés., Les aromatiques sont moins
dégradés, tandis que les résines et els asphalténes ne sont, a de rares
exceptions pres, pas attaqués.

Si 1l'on considére tous les résultats concernant les capacités dégradatives
de l'ensemble des souches, on constate qu'il existe une excellente corrélation
entre les taux de biodégradation du pétrole total (% B TOT) et le pourcentage de
biodégradation de la fraction saturée (% B SAT) (Fig. 13).

On a la relation :

% BSAT = 2.9 + 1.7% B TOT avec r = 0.908 > r 99 = 0.39 (n = 52)

De la méme fagon (Fig. 14), le taux de bilodégradation des aromatiques (% B
ARO) est corrélé de fagon linéaire avec le taux de biodégradation du pétrole
total, selon 1'équation :

% B ARO = 0,13 + 0.68% B TOT avec r = 0.769 > r 99 = 0.38 (n = 43)
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Figure 13. Corrélation entre les taux Figure 14. Corrélation entre les taux
de biodégradation du pé- de biodégradation du pé-
trole totale et le pour- trole totale et le pour-
centage de biodégradation centage de biodégradation
de la fraction saturée ’ de la fraction aromatique

A titre d'exemple, si une souche présente un taux de biodégradation global

de 10%, le pourcentage de biodégradation des saturés serait de 20% et celui des
aromatiques de 7%.



Ces relations ne sont évidemment valables que pour une hypothétique souche
' muyenne(_qui représenterait 1'ensemble des individus testés. En réalité, les
souches individuelles se répartissent de part et d'autre de ces valeurs
théoriques, .

Si 1'on considére une microbiocénose mixte, ce qui est le cas dans le milieu
naturel, la relation peut valablement s ‘appliquer @ deux populations dont
1'activité globale est différente auront en fait un écart d'activité identique
sur les deux fractions.

Ceci implique qu'une différence dans le potentiel de biodégradatiun de deux
populations est beaucoup plus liée a leur niveau général d'activité qu'a une
différence dans leur spectre, T v

~ Ce point est confirmé par le fait que dans toutes 1les |gtudes de
biodégradation In situ, on a relevé une remarquable constance dans le processus,
o4 1'on note la dégradatiun systématique des mémes composés, et la persisfanoe
‘des mémes structures moléculaires (Qudot 1984). ”

Sur 1l'ensemble des souches individuelles, les plus actives sur le pétrole
~ total sont, par ordre décroissant :

Acinetobacter‘IDSB (34.3%), Bacillus 1ID36 (32.2%), coryneforme IR02 (31.8%),
Flavobacterium ID39 (31.3%), Pseudomonas alcaligenes IM08 (27.2%), le plus actif
des actinomycétes identifié est Nocardia GCO6 (22.2%).

Sur les saturés, l'activité maximalé a &té relevée chez :

Flavobacterium ID39 (58.5%), coryneforme IR02 (56.8%), I@%ydampnas alcaligenes
INO8 (56.6%), Acinetobacter colcoaceticus ID38 (55.7%), Bacillus ID36 (52%) et
Nocardia GC06 (51.8%).

Au niveau des aromatiques, les souches les plus performantes sont :

- Alcaligenes faecalls INOS (22%), Pseudomonas sp. IMO6 (21.2%), coryneforme IR02
(21%), Pseudomonas alcaligenes IM07 (20.4%), Bacillus 1D36 (20.3%), Bacillus
1D20 (20.2%>, Rhodococcus 1801 (20%),

Sur les résines, un nombre restreint de souches seraient actives :

. Micrococcus luteus 1831 (13%), Arthrobacter MT04 <(11.6%), Rhodococcus MC31
(10%), GTI32 (9.4%) et IR03.(9%).

Pseudomonas alcaligenes I1M07 (lq%),v Pseudomonas diminuta IM04 (11%),
Alcaligenes IMOS (9.3%), Micrococcus luteus IM10 (9.3%) seraient les quelques
" rares souches attaguant légérement les |asphalténes. La nette augmentation de la
‘masse de cette fraction presque systématiquement observée chez les actinomycetes

ast surtout due au fait que des propduits du métabolisme prénipitent avec
1'hexane en méme temps que les asphalténes pétroliers.

Ces produits pourraient soit dériver plus ou muins directement des
hydrocarbures (bioconversion) ou étre des composés constitutifs de la cellule
‘synthétisés par les actinomycétes au cours de leur croissance et peut-étre liés
aux parois cellulaires de ces bactéries particuliéres (Bergey's).




Ce point mériterait une étude plus approfondie. Toujours est-il qu'il existe
" des différences entre les actinomycétes et les autres genres, liées A une
biologie de développement et & un métabolisme différent,

I1 faut aussi signaler que cette augmentation de masse de la fraction
asphalténe a pour cause le protocole expérimental utilisé qui ne permet pas de
séparer efficacement les produits polaires du métabolisme et les produits
pétroliers, Ce facteur géne 1'observation de 1'éventuelle dégradation d'une
partie des asphalténes, et il n'est pas exclu que dans certains cas une
dégradation réelle soit masquée par une accumulation équivalente ou supérieure .
de produits du métabolisme. Ce n'est que lorsque 1'on mesure une diminution de
la masse de la fraction que 1'on peut conclure & une réelle biodégradation,
vraisemblablement alors sous-estimée, de la fraction. Ceci n'a été observée que
chez les quelques rares souches individuelles signalées plus haut.

-On ne confirme pas ici 1l'activité sur les asphaltenes de certaines souches
de Nocardia qui avait été précédemment observée (Qudot et al. 1986).

En tout état de cause, l'activité sur la fraction asphaltique devrait étre
vérifiée, et les études approfondies dans ce domaine. ‘

On remarque que les souches les plus actives proviennent presque toutes du
milieu marin tropical, et surtout que les performances sur toutes les fractions
peuvent etre extrémement voisines chez des espaces taxonomiquement tres
éloignées. : '

I1 est trés intéressant de noter que pratiquement un représentant de chaque
genre est présent dans le palmares des souches les plus performantes. Ceci
pourrait indiquer que le pool génétique correspondant & 1'activité enzymatique
sur les hydrocarbures est largement diffusé & 1'intérieur du nombre assez
restreint de genres actifs, méme si 1l'on sait que des bactéries différentes
empruntent souvent des voies métaboliques distinctes pour l'assimilation d'un
méme hydrocarbure (Valker et al. 1974; Atlas 1984). _

I1 faut aussi noter que les cultures mixtes sont au maximum aussi actives,
mais pas plus, que la souche la plus active qui en fait partie. C'est ce qui
explique que les performances des cultures mixtes d'Indonésie sont supérieures a
celles des sols tempérés, puisqu'il en est de méme au niveau des souches
individuelles les plus performantes de chaque biotope.

3.2 Relations taxonomie/capacité dégradative

Pour chaque genre représenté par un nombre suffisant d'individus, nous avons
regroupé l'ensemble des souches actives, sans tenir compte de leur origine, et
nous avons comparé par l'analyse de variance les capacités dégradatives des
différents genres vis-a-vis du pétrole total et de ces fractions. Le tableau 29
et 1'histogramme 19 indiquent la moyenne et 1'écart-type du taux de
biodégradation de chacune des fractions,



Tableau 29 et

Histogrammes19. Taux de biodégradation du pétrole et de ses
fractions obtenus par les genres bactériens les
plus représentés :

Pseudomonas

Nocardia  Arthrobacter Rhodococcus  Bacillus
Petrole brut 15.4 16.7 17.2 23.4 21.2
o o " + +
3.8 3.4 3.2 7 3.2
Saturés 31.7 34.5 32.8 40.1 20.2
+ + + k4 +
10.8 6.1 6.7 11.6 7.8
Aromatiques 11.1 10.2 12;5 14.3 15.4
* h o b o + b
3.1 6 3.8 5.1 4.5
Résines 2 - 0.2 1.1 0 - 0.8
- o + + +
5.6 8.8 6.6 4,2 4.1
Asphalténes -16.3 -18.7 -22.9 2 3.9
o o + + o
13.4 12.3 9.3 3.2 6.4
%B %B %8
50 -~ 50 A 50 -
40 ] 40 - 40 -
30 A | 30 S 30 A ]F
20 - 20 - 20 -
]U “1 10 -1 10 -
As I As l As
T S A s A | T s Al
R
" _ R -
ocardia . Arthrobacte
%8 %8
Rhodococcus
50 ~ S0 |
40 40 H
30 A 30 4
20 - 20 A
10 A m 10 1 m As
ol 1 fL I F}l
T s o I 7 T s A [ 1
R» R
Bacillus Pseudemonas



Tableau 30. Comparaison de 1'activité des genres vis-a-vis du pétrole total
| et de ses fractions

Pétrole brut | Bacillus = Feeudononas Y Rhodococcus = Arthrobacter = Nocardia
Saturés v Bacillus = Fsgudomonas ) Arthrobacter = Rhodococcus = Nocardia
Avomatiques |  Fseudomonas = Facillus ) Rhodococcus = Nocardia = Arthrobacter
Résines v Fsewdononas = Bacillus = Fhodoroccus = Nocardia = Arthrobacter
Asphallénes | Fsswdowonas = Bacillus ) Nocardia = Arihrobacter = Rhodococeus
= différente non significative P 0,05
> différence significative 0,01¢P<0,05
v L'analyse de variance sépare deux groupes de genres : d'une part les
actinomycétes : Rhodococcus, Arthrobacter et Nocardia qui forment un groupe

homogéne, et d'autre part les genres Fseudomonas et Bacillus auxquels on peut
‘adjoindre Acinetobacter non inclus dans 1'analyse de variance. _

Au niveau du pétrole total et des saturés, les genres Acinetobacter,
Pseudomonas et  Bacillus sont significativement plus actifs que les
actinomycétes. _ A o

~ En ce qui concerne les aromatiques, Pseudomonas et Acinetobacter sont les
genres les plus actifs et Arthrobacter le moins efficace, 1'écart d'activité
étant plus restreint. ,

Aucun genre ne dégrade significativement les résines, On reléve aussi une
nette différence au niveau des asphalténes, Chez les genres Acinetobacter,
Pseudomonas et  Bacillus, 1'activité serait statistiquement nulle, alors que
1'augmentation de cette fraction, déja évoquée, est la reégle chez les
actinomyceétes. : ,

S'11 existe bien des différences génériques statistiques dans- les capacités
dégradatives des grands groupes Dbactériens (Actinomycétes, Bacillus,
Fsevdomonas), les écarts entre les performances individuelles des souches &
1'intérieur d'un genre donné ou méme d'une espéce ne permettent pas d'attribuer
une valeur de critére taxonomique au caractére “biodégradation des
hydrocarbures". ‘

3.3 Influence du biotope

De la méme fagon, on a comparé par l'analyse de variance les moyennes des
performances de biodégradation des souches, regroupées cette fois en fonction de
leur origine, indépendamment de leur position taxonomique.



~ Comparaison Grignon-Jardin (Tableau 31)

Tableau 31 et Histogrammes 20. Biodégradation du pétrole et de ses fractions
‘ . obtenus par les souches actives des deux
i ' : ‘ sols (valeurs moyennes * écart type)

PB 8 A R A5
§ Grignon 15.6 32.4 10.3 2.9  -21.7
‘ + + + + ®
3.7 8.6 3.8 4 5.3
M.N.HN 16 31,5 11.8 ~0.24 —14 s
o - + o +
4 7.1 3.3 7.5 15 8

Test F N.S .S  N.8 NS N.S

N.S : différence non significative

i %8 %8
ST ) 50 _
40 40 A
30 A ] 30 -
20 - : . . 20 - v
10 4 10 )
& AS AS
‘ . I
T § A R T8 Al
Jardin R

Grignon

L'analyse statistique sur 1'ensemble des données individuelles montre qu'il
n'y a pas de différence significative entre les taux de biodégradation du
pétrole et de ses classes obtenus par les souches isolées du jardin et celles
originaires du sol agricole (P < 0.05),



'_— Milieu marin.tropical ¢ comparaison sédiment~eau de mer

Iableau 32 et Histogrammes21, Biodégradation du pétrole et de ses fractions
: : obtenus par les souches du sédiment marin et
d'eau de mer (valeurs moyennes * écart-type).

PB s A R a5
Sediment  23.6 43.2 14.8 - 0.1 2.4
- - + + S - BT -
| 5.5 - 9.4 4.4 3.6 5.1
Eau 21.8 40 18,9 - 3 5.3
By x o o * +
3.3 7.6 3 4.4 6.7
Test F° N.8 ns WS N.s N.8
%8 %8
S0 A 50 -
40 ] | . 40—‘ _' h
30 - | | 30
20 - — 20 - v
10 A ' R AS . 10 -
, , P ,
T . 8 A " ' T & Lt, AS
- Sdiment marin Eau e mer

L'analyse de variance n'indique pas dn différence significative entre les
deux oompartimpnts du milieu marin,



Zone tropicale : Comparaison milieu marin - milieu terrestre

Tableau 33 et Histogrammes22. Taux de biodégradation du pétrole et de ses
fractions obtenus par les souches du milieu
terrestre et du  miliev marin (valeurs
moyennes t+ écart-type)

)
B

PB s A
Marin 21.8 40 18,9 - 4.3 5.3
+ + + + - =
3.3 7.6 3 3.8 6.7
Terrestre 21.7 36.3 15.8 4.2 - 6.1
’ + + + + +
4.5 11.2 4.8 5.8 10,2
Test F N.S N. S N.s NS Vs
%8 %8
50 ‘ , S0 -
40 q | 40 -
30 4 3/ 4 -
20 1 | ', 20
10 4 il
| ] * 10 F AS
| | a | g
T 8 A q’ AS T 8 R P

Milieu marin (.
Milieu terrestre

On ne note pas dans ce cas non plus de différence significative.



- Comparaison générale

Si 1'on regroupe tous les résultats précédents, on reléve une différence
significative entre 1'ensemble du sol tempéré et 1'ensemble du milieu marin
tropical qui constituent ainsi deux groupes statistiques séparés et homogénes
(Tableau 34 et Histogramme 23). Globalement, les souches du milieu marin sont
significativement plus actives sur le pétrole total (23 contre 16%), sur les
saturés (42 contre 32%) et sur les aromatiques (16% contre 11%), L'activité sur
les résines est nulle dans tous les cas., En ce qui concerne les asphalténes, on
ne note pas de dégradation dans le milieu marin tropical et une augmentation de
leur masse dans les sols tempérés.

En fait, ces résultats ne font que confirmer 1 1nf1uence de 1'activiteé
relative des différents genres, et 1'on se souvient que la population des sols
est surtout constituée d'actinomycétes tandis que Bacillus et Fseudomonas,
significativement plus actifs, prédominent dans le milieu marin.

Ihbleau 34 et Histqgramme523. Taux de biodégradation du pétrole et de ses
fractions par 1'ensemble des souches de la
zone tempérée et celles originaires du milieu
marin tropical (valeurs moyennes t écart-type)

T S A R AS
Sols de zone 16. 08 32.15 11,58 0.71 -18.31
tempérée * + o + +

3.68 7.84 . 3.29 6.08 12.76
‘Milieu marin 22,93 41,97 16,26 - 1 04 3.83
tropical * x * N +

4.8 8.87 4,29 3. 91 5,75
Test F ¥ * % N.S. * ¥

#% différence hautement significative (P < 0.0L)

%B 1
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Ainsi, nos travaux ont permis de mettre en évidence une différence
significative d'activité entre les différents genres, malgré tout insuffisante
pour. en tirer des implications taxonomiques. Au plan de 1'écologie microbienne,
on confirme aussi 1'influence du biotope sur la composition spécifique de la
micropopulation.

En revanche, nous ne pouvons pas tirer de conclusion en ce qui concerne
1'éventuelle influence du climat (zone tempérée - zone tropicale), car les mémes
biotopes n'ont pas été étudiés dans les deux zones. Le seul biotope commun est
le sol, mais si de nombreuses souches d'actinomycetes ont pu étre isolées dans
les sols tempérés, le nombre trés restreint de souches isolées du sol tropical
ne permet pas de comparer valablement les deux écosystémes en terme d'éventuel
impact écologique du climat sur 1'activité de biodégradation,

 On peut cependant noter que si les espéces de Rhodococcus d'Indonésie ont
globalement la méme activité que celles provenant des sols tempérés, certaines
souches tropicales de coryneformes non identifiées (IR01l, IR0Z, IR06) ont des
capacités dégradatives particuliérement élevées.

I1 faut bien considérer quenous avons déterminé les capacités dégradatives
~ des souches dans des conditions favorables et reproductibles de laboratoire,
mals que l'activité in situ de ces souches (qui définit le pouvoir autoépurateur
du milieu) est trés largement conditionnée par les conditions écophysiologiques
de 1'environnement local (Riviére et al. 1976; Oudot 1984),

Ainsi il a été observé sur le terrain que le rythme d° élimination des
hydrocarbures était 2 & 3 fois plus élevé dans le sol de Grignon que dans les
sédiments de la mangrove indonésienne, bien que les souches potentiellement les
plus actives alent été isolées dans ce dernier Dbiotope. Le relatif
ralentissement de la biodégradation est attribué aux faibles teneurs en azote
disponible dans le sédiment de la mangrove (Oudot et al. 1989).

Les points les plus marquants de cette partie de 1'étude sont les suivants

- Les souches isolées présentent plutdt des niveaux d'activité de
biodégradation différents que des spectres d'activité distincts.

- Les souches les plus actives ont des capacités dégradatives identiques;
on les trouve dans tous les genres étudiés et elles sont aussi efficaces
sinon plus que les cultures mixtes (Oudot et al. 1986).

- I1 n'existe pas de relation systématique entre la capacité des souches &
dégrader les hydrocarbures et les aptitudes métaboliques de ces mémes
souches vis-a-vis des autres sources de carbone.

- Les capacités dégradatives vis-a-vis des hydrocarbures n'ont pas de
valeur systématique nette, méme s'il est possiblé_de séparer statisti- .
quement les genres par niveau d'activité, La variabilité intragénérique
de cette  aptitude différe selon 1les genres, les actinomycétes
(Rhodopcoccus, Nocardia, Arthrobacter), ainsi que Fseudomonas se montrent
beaucoup plus homogénes que Bacillus.

Il apparait également que si le nombre de Souches actives distinrtes est
élevé, le nombre (supposé) d'espéces (phénons) et en tous cas le nombre
de genres concernés est finalement restreint.



CHAPITRE ')

BIODEGRADATION DES ALCANES : SPECIFICITE ET ACTIVITES-TYPES

Les travaux précédents rapportaient les résultats des mesures globales des
capacités dégradatives, déterminées uniquement par la masse des résidus des
fractions. Une étude plus détalllée du métabolisme de la fraction saturée a pu
8tre entreprise gréce a 1l'analyse par chromatographie en phase gazeuse a haute
résolution des résidus de biodégradation de cette fraction.

Cette étude a porté sur les souches individuelles jugées les plus
représentatives par rapport & leurs performances gravimétriques de
biodégradation et réparties entre les différents genres,

D'autre part, on a aussi déterminé les spectres moyens d'activité de chacun
des groupes taxonomiques (phénons) définis au chapitre "“identification". Ces
chromatogrammes moyens ont été obtenus en mélangeant les résidus de
biodégradation de plusieurs souches de chaque phénon, en ne retenant & cet effet
que les souches présentant une activité voisine sur la base chiffrée des travaux
précédents.

Dans certains cas, plusieurs phénons ont été regroupés jusqu'au niveau du
genre. Egalement, les spectres d'activité des cultures mixtes ont aussi été
déterminés par cette technique,

I1 n'est pas possible de représenter dans ce travail tous les
chromatogrammes ainsi obtenus et nous avons défini quatre types distincts de
chromatogrammes, correspondant & des spectres ou des niveaux d'activiteé
légérement différents. Nous avons ensuite réparti toutes nos analyses entre ces
quatre types de référence.

1. DEFINITION DES SPECTRES-TYPES D'ACTIVITE

Les quatre spectres-types sont caractérisés par les paramétres distinctifs
rapportés dans le tableau 35. Ces caractéres sont estimés par rapport au témoin
stérile (type 0), et concernent la disparition ou la persistance relative des n-
alcanes & moyenne et A longue chaine, des iso—élcanes, des isoprénoides pristane
et phytane, et des marqueurs biologiques stéra@es, triterpanes.



Tableau 35. Faramétres chromatographiques caractéfistiques pour la
~ définition des types de biodégradation

T n-alcanes n-alcanes iso-alcanes pristane stéranes UCK
ype Cre-Cuo Cz1~Cao - phytane terpanes
0 ++ +++ +4+ +++ +++ +++
1 + + ++ + +++ +++
2 - ++ + ++ +4+ ++
3 - - + ++ ++ +
4 - - - - + +

Légende : +++ | ersistance a 100%
8e A 80%

+ " 30%
- " <30%

Pour chacun des types, un chromatogramme caractéristique est représenté dans
les figures 15, 16, 17, 18, 19.

- Le chromatogramme initial (témoin) est rappelé a la figure 15,

3 o
—
s 98
O b
o
A
o
O
5 g
<t
bl
;J—: w
o in
o
w 5 s
0] o N
.Czs E\U) [8)
& D_b--‘
o
o
&
il
7}
ol -
5] KN
n |y
—
O .
: ” 5]
8] ~
[SS I I ) §
: o m
) w
'l’l'l'l’ITI’I'i'('l'l’l'l'l'l'TTl’T1|'l‘l‘ir'l -
o o =] o] Q o a o] a ¢
o N E] @ ] a & 3 8 8 8 *r
- - — - - N o o lt‘\:,l R)I % m L .

Figure 15. Chromatogramme caractéristique (IType 0):



- Type I ¢ Le modéle retenu est celui de la souche coryneforme MCO1l (figure
o 16). On reléve en particulier une nette persistance des n-
alcanes dans toute la gamme des poids moléculaires.
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Figure 16. Chromatogramme caractéristique (type I)

- Type II : Modéle Nocardia MCO5 (Fig, 17). Il est & noter la dégradation
préférentielle des alcanes & longue chaine.
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Figure 17. beahatagramme carabtéristique (Type II)



- Type 111 : Exemple Aeromonas salmonicida 1ID40. Les seuls composés non

dégradés sont les isoprénoides pristanelphytaneet les marqueurs
biologiques (Fig. 18),
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Figure 18. Chromatogramme caractéristique (Type III)

- Type IV : L'exemple est Bacillus ID08. Seuls les marqueurs biologiques
résistent & la biodégradation (Fig. 19). '
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2. POSITION TAXOROMIQUE ET ACTIVITES-TYPES

L'ensemble des résultats des analyses chromatographiques, traduits selon ces
critéres, est expoéé dans le tableau 36 qui indique le type de biodégradation
des - spouches individuelles des phénons et dans certains cas des genres. En
complément, un rappel synthétique de l'ensemble des caractéres de chacune des
souches étudiées est présenté & 1'Annexe,

Tableau 36. Type de biodégradation de la fraction saturée par les genres
et par les souches individuelles

Phénon Groupes ou Genre Type Souche individuelle Type
1-2-3-5-6 Rhodococcus 3 1801 4
GT04 3
MCO2 3
MC15 3
NI04 3
4 Arthrobacter 3 MC15 3
' MNT04 3
Coryneforme HCO1 1
Coryneforme IRO1 4
11 Micrococcus luteus IN1O 3
12-13 Nocardia 4 3/4 ' MCO7 2
GCOo6 3
‘ GCOE 4
15 Focardioforme 3 MC34 4
1-6 Bacillus I1D36 4
17 Nocardia 2 MCO5 2
19-20 Bacillus I1D33 1
: 1D08 4
ID32 4
.Aeromonas iD40 3
32 Pseudomonas putida 3 IM31 -3
Alcaligenes 1M05 3
34 Acinetobacter 4 1D38 4
colcoaceticus
35-36 Fseudomonas diminuta 3 1404 3
, IMOL 3
37 Fseudomonas 4 Ib44
alcaligenes
Flavobaolerium ' 1D39
Culture mixte
sol-riviére _
Culture mixte ' 4
milieu marin
Culture mixte 3

jardin




Le type IIl apparait largement prédominant, il est caractéristique d'une
forte activité de biodégfadation concernant pratiquement tous les composés de la
gamme séparée par GC2. Ce type se retrouve dans presque tous les genres étudiés.

Le type IV correspond & une activité encore plus élevée, qui conduit a
1'élimination totale du pristane et du phytane. Ce type est relevé aussi bien
chez des représentants du genre WNocardia que chez Baclllus, Acinetobacter et
Flavobacterium, :

En revanche, le type I traduit un niveau général d'activité plus faible sur
tous les composés, visible chez certaines souches de coryneforme, de Nicrococcus
et de Bacillus (Annexe 1).

Le type 11 est caractéristique de souches de Nocardia dont 1'activité
globale est la plus faible. 11 traduit chez ces souches un équipement
enzymatique spécifiquement efficace sur les n-alcanes a longue chaine, ‘et
déficient sur les alcanes courts.

3. DISCUSSION

Nous confirmons que chez les souches les plus actives, un équipement
enzymatique complet est présent qui leur permet d'attaquer toute la gamme des
composés biodégradables du pétrole avec une efficacité tout aussi élevée que les
cultures mixtes. De plus, on n'observe pas une spécificité d'action sur une
classe ou une catégorie particﬁliére d' hydrocarbures. Cette constatation va &
l'encontre d'une idée autrefois largement répandue qui considérait que les
cultures mixtes é&taient systématiquement plus actives que les cultures pures
(Miget et al., 1973; Shelton et Tiedjc 1984; Guerin et Jones 1988)., En fait, les
écarts de performances souvent évoqués entre différentes souches actives sont
relevés dans des essals de culture sur des hydrocarbures purs. Les phénoménes de
cooxydation n'avaient alors pas la possibilité de s'exprimer, comme lorsque le
substrat est un pétrole brut total. Ce n'est que chez les souches réellement
tres peu actives que 1l'on met en évidence un déficit d'efficacité sur des
catégories précises de composés. C'est alors 1la preuve d'un équipement
enzymatique incomplet, Treés généralement, les différences relevées entre les
souches moyennement actives reflétent plus des différences dans des niveaux
d'activité que des spectres d'activité distincts,

Un autre point important & souligner est que le pool génétique correspondant
4 cette activité compléte est trés largement réparti dans des groupes bactériens
taxonomiquement trés éloignés, ce qui laisse supposer qu'ill s'agit d'une
capacité métabolique certainement trés ancienne sur le plan phylogénique.

Enfin, i certains genres, tels Rhodococcus, ou espéces comme chez
Fseudomonas, sont remarquablement homogeénes dans cette activité métabolique, la
variabiiité observée par exemple chez WNocardlia ou Baclllus confirme bien que
1'on ne peut pas accorder de valeur taxonomique fiable & ce caractére,



CHAPITRE VI

CINRETIQUE DE LA BIODEGRADATION

Toutes les mesures précédentes des capacités dégradatives ont &té effectuées
sur des cultures agées de un mois. Or on sait que la biodégradation évolue en
fonction du temps d'incubation (Oudot 1984), Four apporter des informations
complémentaires, nous avons suivi 1'évolution du taux de biodégradation en
fonction du temps, du pétrole et de ses fractions, dans des cultures non
renouvelées d'une durée maximum de trois mois. Cette étude de la cinétique de la
biodégradation a porté sur 4 souches d'actinomycétes originaires du sol de
Grignon, et répartie dans quatre phénons taxonomiques distincts : deux
Rhodococcus (GT04 et GT32) et deux Nocardia (GCOS et GC06).

Chaque souche a été testée en culture pure et leur activité a é&té comparée a
celle de la culture mixte de ces quatre souches. Les taux de biodégradation ont
-été mesurés aprés 4, 8, 15, 30, 60 et 90 jours.

1. PERFORMABRCES INDIVIDUELLES DES SOUCHES

Les résultats de 1'évolution de l'activité dégradative des deux souches de
Rhodococcus en fonction du temps sont rapportés dans le tableau 37 et ceux
correspondant aux deux souches de Nocardia dans le tableau 38,

Tableau 37, Cinétique de biodégradation des deux souches du genre Rhodococcus

Jours - T S A R AS
Rhodococcus 4 0.6 22.5 8.8 8.2 - 8.3
GT04 8 ) 21.2 3.5 5.4 - 5.4
15 15.7 24.5 8.5 4.6 -13.3
30 15. 8 36,4 10 7.8 -10.6
60 16 37.8 11 8.1 - 8.7
90 17,2 34.5 11.7 3.7 4.7
Rhodococecus 4 8.5 19 7.2 7.3 -25
GT32 8 10 18.3 8.5 4.5 -17.6
15 15 31 9.6 8.5 -18.7
30 13,3 32.8 7 5 =-20.7
60 14.4 34,2 8.6 5.7 -12.2
90 14.6 35,1 9.5 3 - 3.5




Tableau 38. Cinétiquebde biodégradation des deux souches de Nocardia

Jours T S A R AS
Nocardia 4 9.8 25.7 8.4 - 2.7 -32.5
GGO5 8 15.1 33.2 7.5 1.7 ~-15.4
: 15 17 40.3 8.1 -2 -16.9
30 17 40.2 8.4 - 6,4 -19.7

60 17.7 47.2 6.1 - 7.1 -13

20 50.7 7.8 -9 -15

Nocardia 4 12.8 26.6 141 4.6 -25
GC06 8 12.7 31.8 14 - 9.8 -29.5
15 15.4 42.5 9.6 - 8.5 -12.4
30 19 42.5 14.8 - 6.8 ~18.5
60 22.4 48,4 15.3 -.9.2 -15.4

80 23.5 53.7 16.7 -10.8 -6

La cinétique de la culture mixte est estimée dans le tableau 39.

Tableau 39. Cinétique de biodégradation de la culture mixte

Jours T s A R AS
Culture mixte 4 7.2 - 7.4 . 8.5 - 9.5
8 11 27 8.2 7.4 -13.5
15 15 32.6 12.2 8 -12.6
30 16 34.3 13. 4 11.8 -13
60 15.8 35.8 15 . 10.6 -15.2
90 18 33:. 4 14.2 13.6 -18.8

Un point & noter est que les valeurs mesurées au bout d'un mois sont tout a
fait comparables aux résultats obtenus par les mémes souches dans des cultures
précédentes (cf. Chap. IV, 1).

Dans tous les cas, on note une évoluticn similaire dans les taux de biodé-
gradation, L'activité sur toutes les fractions est sensible dés le quatriéme
jour, elle augmente réguliérement pour atteindre son niveau maximum entre le
quinziéme et le trentiéme jour. _ '

On ne reléve pas de différence signifioative d'activité entre les deux
souches d'un méme genre. Nocardia GCO5 et GCO6 d'une part, et Rhodococcus GT04
et GI32 d'autre part se comportent de fagon remarquablement semblable.
Cependant, et pour les souches considérées, Nocardia est plus actif que
Fhodococcus sur les saturés. L'activité est identique sur les aromatiques et
seul FRhodococcus se montre faiblement actif sur les résines.,

On peut remarquer que les performances de la culture mixte sont plus proches
de celles de Rhodococcus que de Nocardia et 1'on peut en déduire que FRhodococous
a été dominant dans la compétition au cours de développement des souches dans la
culture mixte. Ce point a été confirmé par des étalements sur plaques de gélose
nutritive en fin de culture, qui comportaient & 1'examen visuel une majorité de
Rhodococcus,
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2. CINETIQUE MOYENNE

Les performances des souches individuelles et de la culture mixte étant
assez volsines, il est possible de tracer la courbe moyenne de la cinétique de
la bindégradation sur 1'ensemble des données (Tableau 40 et figure. 200,

Cette courbe est représentative de la cinétique de 1a biodégradation de
quelques actinomycétes du sol, en cultures non renouvelées

Tableau 40. Cinétique moyenne de biodégradation

Jours T S A R A8
4 0.6 23.5 9.2 5.2 -20.1
+ + + + +
2.1 3.4 2.8 4.6 10.6
8 11.6  26.3 9.5 1.8 -16.3
+ + + + +
2.6 6.5 2.6 6.8 8.7
15 15.6 34.2 9.6 2.1 -14.8
+ + + + +
0.8 7.3 1.6 7.3 2.8
30 16.2 37.2 10.7 2,3 -16.5
+ + + +
2.1 4 3.3 8.5 4.4
60 17.3 40.7 11.2 1.6 -12.9
+ + + ) + +
3.1 6.6 4 9 2.7
90 18.7 41.5 1.9 0.1 - - 7.7
+ + + + +
3.3 9.8 3.6 10.1 9.3
50-1 :
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Figure 20. Courbe moyenne de la cinétique de biodégradation



‘La biodégradation est rapide au début de 1'essal (entre 0 et 8 jours), elle
ralentit progressivement et se stabilise par la suite. lLa biodégradation totale
atteint environ 20%, la fraction saturée est la plus dégradée (42%). la
biodégradation des aromatiques plafonne aux alentours de 12%, tandis que les
résines ne sont pas significativement attaquées, non plus que les a5pha1ténes. 
Ces valeurs ne sont pas parii les plus élevées enregistrées, et on rappelle que
certaines souches individuelles présentaient au bout d'un mois des performances
nettement supérieures (cf. Chap. IV, 3.1). - o

On confirme ici que dans des fioples fermées, le taux maximum de
biodégradation est effectivement pratiquement atteint au bout d'un mois, ce qui
Justifie 1le protocole expérimental utilisé dans la mesure des capacités
dégradatives (Oudot 1979). On rappelle que la limitation de la biodégradation en
fiole fermée due & 1'auto-intoxication du milieu de culture serait levée par des
techniques de culture continue (Pritchard et al. 1976; Bertrand et al., 1083;
Oudot 1984), qui permettraient d'atteindre des taux significativement plus
éleves.,

L'allure logarithmique des courbes qui représentent la biodégradation du
pétrole total, des saturés et des aromatiques traduit la nécessité pour les
microorganismes d'utili ser des substrats de plus en plus complexes et plus
longs & métaboliser. Le rythme rapide du départ correspond & 1'assimilation
aisée des hydrocarbures +trés dégradables, tels les n- et iso-alcanes et
monoaromatiques. :

Ces points sont confirmés par 1'analyse chromatographique des résidus
saturés aprés 4, 15 et 20 jours d'incubation (Fig. 21).

Les n-alcanes sont totalement dégradés avant 4 jours; il persiste encore une
partie des iso-alcanes, les isoprénoIdes PR et FH et les marqueurs biologiques.
Au quinziéme jour, on n'observe plus que des traces de PR et PH, avec les
marqueurs biologiques qui sont les seuls composés encore visibles au bout de
trois mois. Le spectre chromatographique 2 3 mois est identique & ce qu'on
observe déja au bout d'un mois chez les souches les plus actives (types III et
Iv, cf. Chap. V, 1). On confirme bien qu'entre un et trois mois, la
‘biodégradation n'évolue pratiquement plus dans les cultures non renouvelées, du
fait des limitations précédemment évaquées,
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CHAPITRE VII

. ]
STABILITE DES CAPACITES DEGRADATIVES

| :

[
Les travaux précédents} ont montré qu'll existalt, dans tous les milleux
étudlés, des souches capables d'assimiler les hydrocarbures. Cette capacite.
métabolique met en jeu un équipement enzymatique particuller, diversifié en

fopction des types moléc&laires d'hydrocarbures métabolisés, et dont seuls

quelques éléments sont conﬂus avec précision (cf. Chap. I, 3). v

Dans ce chapitre, nous|avons voulu étudier la stabilité de cette capaclité de
biodégradation pour une [souche donnée, c'est-a-dire si ces potentialltés
métabollques se conservalent aprés une assez longue période de conservation et
un nombre élevé de repiquages, qui peuvent étre la cause d'une dérive génétique.

 Fous n'avons pas abordé le probléme d'un point de vue génétique ni
enzymatique, mals nous avons étudlé 1la conservation de 1'expression de
1'activité par 1'analyse| des résidus de la blodégradation des produits
pétrollers. - ' ‘

On peut envisager qu'au cours de cultures successives de la méme souche, et
‘selon la nature de 1’'équipement enzymatique, on puisse observer soit le
malntien, soit une augmentétion. s0lt une diminution des capacltés dégradatives.

I1 est. également possible que ces capacités pulssent varier selon que le
‘milieu de culture ou de conservation contienne ou non des hydrocarbures.

1. PROTOCOLE EXPERIMENRTAL

Pour vérifier ces points, on a procédé a des replquages successifs sur une
longue période de souches individuelles, en les maintenant en paralléle solt sur
~le milieu complet dépourvu d4'hydrocarbures, solt sur un milieu synthétique
contenant du pétrole comme unique source de carbone (cf. Chap. IIL, 2.1).

Pour la conservation sur milieu complet, les souches ont été repiquées dans
des tubes contenant le milieu gélosé complet M I. L’autre ligne de conservation
a été réalisée par des repiquages en tube de culture sur le milieu liquide

K I1I. En effet, des essais préliminaires avalent montré que la croissance des
 souches &tait difficile lorsque 1'on utilisait le milieu M III gélosé.

Une étude compléte a porté sur les premiéres souches actives que nous avons
isplées les actinomycétes du sol agricole de Grignon. Une étude
complémentaire, d'une dur%; plus courte, a concerné les autres genres actifs
originaires 4'Indonésle.



2. STABILITE CHEZ LES ACTINOMYCETES DU SOL

Dans ce cas, les repiquages sur les deux milieux ont été effectués une fois
par mois, pendant une période de 20 mois. Les capacités dégradatives ont éte
mesurées aprés 10 et 20 repiquages selon les méthodes précédemment décrites
extraction et fractionnement du résidu et analyse par GC2 des fractions saturée
et aromatique.

L'étude a porté sur 1es souches suivantes : Rbodococcus (GCO3, GTO03, GCO8,
GT02, GC02, GI32, GT04), Nocardia (GC06, GCO04, GCO7, GCO5), Arthrobacter (GCO1),
nocardioforme (GT01) et coryneforme (GC31). v

Les résultats sont donnés au bout de 10 et 20 mois, les souches étant
classées par genre et par ordre d'activité décroissante. ' '

—- Activité aprés dix repiquages

Les résultats sont rapportés dans les tableaux 41, 42, 43 et histogrammes
24, 25, 26 qui comparent l'activité des souches conservées d'une part sur un
milieu complet (MC) et d'autre part sur un milieu synthétique (HS).

Tableau 41 ' Activité de biodégradation apres 10 repiquages

du genre Rbodococcus
T , 8 A : R AS
Rbodococcus  NC NS MC XS MC A5 MC xs MC XS
GCO3 19.3 22 42.8  48.3 7.3 4.2 7.2 4 -24 -32
GTO3 19.3 20 41.6  39.5 14.3 8.5 4 4,4 -18 -26
GC08 15,8 19.3 34,1 37.6 5 7.3 8.8 4 ~-27 ~-17
GT02 13.1 13.6 32.8 24.4 9.2 3 6.5 7.4 -30 -27. 8
GCOo2 10.2 11,1 26.5 24.1 8. % -8 3.3 -30 ~26, 1
G132 11.3 9.2 34,2 29,5 6 7.3 =30.7 =~27.2
GT04 14,8 13.83 30.7 27.7 9.5 10.3 6 4,8 -17.8 -21
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Histogrammes 24. Activité de biodégradation aprés 10 repiquages
du genre Rhodococcus
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Tableau 42 et Histogrammes 25. Activité de biodégradation aprés 10 repiquages
- du genre Nocardia

T S A R AS
Nocardia XC XS NC NS MC NS NG NS HC NS
GCO6 20.3 22 45.2 50,3 15.7 16.1‘ 4,4 7.2 -27 -19.8
GCo04 15.7 14.2 29.3 37.6 8.3 6.8 0 -6 -25.8 -19.5
GCOo7 ' 9.1 14 31.8 33. 2 8 11.2 13.8 11.6 ~ -30.6
GGCO5 13.5 14.3 35.5 34.8 6.5 7.1 4 0 -23.4 -20.8
8 7B
50 '} 50 A
40 40 )
30 30
20 A , ' 20 -
10 A 10
T T
1B %8
SU B - 50~
40 - 40 +
30 . N 30 i
20 ‘ 20 1
10 - 10

T
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Tableau 43 et Histogrammes 26. Activité de biodégradation aprés 10 repiquages
' des autres genres

T 8 A R ' AS
MC ¥s MC b A MC XS MC . Ms MC MS

nocardioforme ' :

GTO01 ' 17.9 18.2 40.2 34.5 5 2.4 - 7.2 -24.8 -23.2
Arthrobacter .
_ GCo1 12.5 11.9 26.7 25.8 9.5 11 3.2 “2,5 -21.7 -24
coryneforme , : ‘ '

GC31 10.3 8.8 23.7 20.1 7.4 5.2 6.5 2.5 -23.6 -19

%B | : 8
. 50 ~ 50 -
h 40 40 N
4 30 A+ 30 -
N 20
- 10 A
As As
T 5 A T § A R
GT0! GCOo1




~ Activité aprés vingt repiquages

Les tableaux (44, 45, 46) et histogrammes (27, 28, 29) 1illustrent les
performances des souches conservées sur milieu complet et sur milieu
synthétique, aprés vingt repiquages successifs.

Tableau 44 et Histogrammes 27. Activité de biodégradation apres 20 repiquages
du genre Rhodococcus

T v 5 A _ R AS
Rhodococcus ¥G NS MC s . (¥ XS MC NS MC XS
GGC03 18.3 1¢.3 44.5 44 7.5 8.2 3.1 3.1 -21 ~-30
GTO3 15.4 16 28.3 27 14 13 51 -4.2 -18 -29
GCO8 22.5 21.6 42.7 40. 4 5.3 6.5 -1.3 4.4 -27 ~-23
GT02 14,1 14.3 29 26,4 11.% 12, 2.2 4.4 -22 -21
GCO02 12.1 14.3 31.5 35 5 0 4,4 -3.6 -28.5 -23.9
GT32 12.6 8.2 21.8 20 7 10 -1 6 -28.2 -&1.83
GTO04 15.1 13.8 34.4 32. 4 8.2 5.3 ] 5.8 -19 -27
%8 ' pi:] %8 %8
50 1 50 50 50 -
40 4 40 - 40 - 40 -
30 ‘ 30 A 30 4
20 A 20 20
10 A 10 4 10 -
As As As
T S A R T S A T S A
Gco3 G103 oeos
VA: ] | %8 ZB
50 T 50 - 50 -
40
30 A
20

GT32
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Tableau 45 et Histogrammes 28. Activité de biodégradation aprés 20 repiquages
du genre Nocardia

S A R AS
Focardia ¥C NS ) I R K K K XS
GCO6 24.3 21,3 39.8 38.4 14 10, 4.4 7.1 -22 -21
GCo4 16,8 17 28,2 21.7 11 14 5.8 3.6 ~-27 -18. 8
GCO7 13,6 10,4 26,3 25.6 10.6 13, 13.3 9.8 -25.4 -33.1
GGO5 14,2 15 - 38.3 34.5 5.6 - 3.6 - -22 -
%8B %8 %8 8
50 A 50 50 1 50
40 - 40 40 - 40
30 30 - 30 A 30
20 - 20 20 - 20
10 A 10 - 10 - 10
As As As
T S AR T 5 A R T S AR
GCos GCoS ,
GCo4 GCo7
Illg (¥
L. »s
Tableau 46 et Histogrammes 29. Activité de biodégradation aprés 20 repiquages
des autres genres '
T S A R AS
. xS (O NS ¥C XS MC- NS MC XS
nocardioforme
GTO1 186.5 15 40.4 34.3 0 -2.2 & -23.8 =22
Arthrobacter » _
GCo1 10.3 12.4 28 25.4 10.5 -5 3 -23.8 -16.4°
coryneforme . -
GC31 9 8.8 27.7 21.4 6 10.83 6.7 7.8 -30 ~24
50 -1 50 50 -+
40 A 40 40 5
30 A 30 4
20 A 20 —J
10 4 10
R, As As
T S A T S A
GCol GTO1




Le tableau 47 récapitule les performances de chaque souche individuelle vis-
a-vis du pétrole total. On compare les valeurs initiales obtenues dans un
premier femps lors des essals de détermination des capacités dégradatives (Chap.
IV, 1.2) & celles relevées aprés conservation sur le milieu complet, au bout de
10 et 20 repiquages. En fait, les cultures dites initiales de 1l'essal du
chapitre IV ne sont pas les toutes premiéres cultures réalisées, puisque les
étapes de purification ont nécessité pour chaque souche plusieurs passages
successifs sur le milieu complet.

Tableau 47, Tableau récapitulatif des performances de chaque souche individuelle
vis-a~-vis du pétrole total ‘

Valeur initiale 10= repiquage 20= repiquage

Rhodococcus

GGO3 20 19.3 18,3

GT03 19 19.3 15,4

GCO8 21 15.8 22.5

GT02 14 19,1 14,1

GCo2 12 10.2 12,1

GTI32 13 11.3 12,6

G104 20 14.8 15,1
Nocardia

GGOB 22 1 20.3 24.3

GCO4 17 15.7 16,8

GCO7 15 9.1 13.6

GCO5 15 13.5 14.2
nocardioforme 5

G101 16 17.9 16.5
Arthrobacter

GCOl 14 12,5 10,3
corypeforme

GC31 10 10.3 9

En dépit de quelques variations individuelles, non systématiques, on
constate pour chaque sSouche une remarquable constance du taux de biodégradation
du pétrole total, identique quel que soit le temps de conservation considéreé,
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'3. SiABIL#TB éHEz ng AU]

Elle a éte atudiée sur le représentant 1e.p1us actif de chacun des fﬁ;;gs
que nous. avons isolés plus tard, & savolr Acinetobacter calca&ceﬁicus G
Fseudompnas alcaligenes (1D44), Fsevdomonas putida '§1R32), FPseudomonas sp.
(103), Bacillus (1D36), Bacillus (ID32), Bacillus (1D20), Flavobacterium sp.

(ID39). ‘
~ On rapporte dans le tableau 48 les résultats de bilodégradation atteints

juste aprés 1'isolement, puis aprés 12 replquages lors de la mesure des
capacltés dégradatives (cf. Chap. V, 2).-

Tableau 48. Taux de biodégfédation du pétrole et de ses fractions chez
les autres genres (valeurs initiales et au bout d'un an’

T S A R AS
Souche 1 1 an i '1 an i 1 an 1 1 an I 1 an
iD38 37 34 60 58 16.5 20 4 5 5 6
Acinetobacter v
calcoaceticus
1D20 32 20 51.5 52 15 20 00 00 10 4
Bacillus
1K03 31.4 26 46.6 47 20 19 -4 3 -14 -6
Fsevdomonas
Sp. '
ib39 31 31 58,8 58 8.3 16 -3 -5 - 8 o0
Flavobacterium ,
1D36 ' 30,4 32 50 52 19 20 10,3 3 -4 4
Bacillus :
1D32 30.3 3¢ 56 55 10.8 18 -2 -5 - 4 ~-3. 4
Baclllus ,
IR32 29.2 21 38.4 38 18 5 4 3 8 &
Fseudomonas
putida
1D44 21.6 22 40 38 00 - 00 -1 6 -8
Fseudomonas , : .
alcaligenes

biOdéOf:;agfécédETment, on reléve une remarquable stab{lité dans les scores de
g On observes sur le pétrole total et sur les fractions saturée et

aromatique

considéﬁée; dZZ; ;:ist?jf trés élevés par rapport 4 1'ensemble des souches

‘des souches, celui c;‘s rgviiti Alnsi, quelque soit le niveau d'activits initial
' - e maintie ' ' 3 X

conservation. vlent méme aprés une relativement longue période de



4, DISCUSSION

Pour compléter ces résultats, nous avons utilisé les techniques de l'analyse
de variance dans le but de mettre en évidence une éventuelle influence du milieu
de conservation ou du nombre de repiquages sur les capacités dégradatives des
souches, Cette comparalson a été falte au niveau des actinomycétes du sol, ot le
nombre de données est suffisant,

4.1 Influence du milieu de conservation

Pour avoir une vue synthétique globale de 1'éventuel effet de 1'influence du
milieu de conservation, le tableau 49 donne les valeurs moyennes et les
variation des taux de biodégradation obtenues par les 14 souches
d'actinomycétes,. sur le pétrole total et sur les fractions, en regroupant les
données du 10éme et du 20éme repiquage, et en séparant les deux milieux,

Tableau 49. Effet du milieu de conservation sur la stabilité
des capacités dégradatives

Milieu de T S A R ~AS
conservation
Complet 14.9 33.4 8.7 4.1 -24.5
+ + + + - =
3.9 6.6 3.1 4.8 3.8
Synthétique 14,8 31.9 8.1 4.1 24.2
+ + + + +
4.2 8.2 4.1 4.2 4.7

Test F NS RS NS NS ¥S

~L'analyse de varlance effectuée sur l'ensemble des données ne met pas en
évidence de différence significative entre les deux milieux, complet ou
synthétique, quelle que soit la fraction considérée,

Le milieu de conservation n'a donc pas d'influence sur la stabilité des
capacités dégradatives des actinomycétes testés, et 11 n'est pas nécessaire que
le milieu de conservation des souches contienne des hydrocarbures pour que cette
activité métabolique solt conservée.

4.2 Influence du nombre de repiquage

A partlr des mémes données, 11 est possible de comparer les taux de
biodégradation obtenus par les mémes souches d'actinomycétes, aprés 10 et 20
repiquages, cette fois-ci indépendamment du milieu de conservation (Tab. 50).



Tableau 50, Effet du nombre de repiquage sur la stabilité
des capacités dégradatives

Nombre de T 5 A R AS
replquage
10 14.8 33.7 8 4.4 -24.5
* * E + *
4 2.2 4 3.7
20 15.1 32,2 8.2 4.6 -24.1
* + + + +
4 6.7 4.1 3.8 3
Test F NS NS U NS NS

On ne note pas non plus dans ce cas de variation significative des capacités
dégradatives entre 10 et 20 repiquages pour aucune des fractions.

Ces résultats démontrent que 1l'activité de biodégradation des bactéries vis-
a-vis du pétrole et de ses fractions chez les souches testées apparait
remarquablement constante, aprés 10 et 20 repiquages successifs, et que le
milieu de conservation contienne ou non du pétrole.

Le fait que les capacités dégradatives soient treés stables (pas
d'augmentation ou de diminution) est en faveur de 1'hypothése d'un équipement
enzymatique stable et quil serait vraisemblablemnt essentiellement codé par le
chromosome. On salt cependant que certaines voies dégradatives peuvent étre
codées par des plasmides (génes OCT, TOL, NAH - cf. Chap. I, 2.1). 81 tel est le
cas chez les souches étudiées, on ne met pas en évidence de perte de ces
plasmides, méme sur le milieu sans pétrole.

Nos résultats sont bien entendu valables pour les souches étudiées et pour
la période de temps considérée, La stabilité des capacités dégradatives n'est
pas toujours aussi grande chez d'autres espéces. Par exemple, Iizuka et Komagata
(1964) ont montré que des espécés de bactéries & Gram négatif, en particulier
des Fseudomonas, perdent définitivement leur aptitude & utiliser le kéroséne, si
elles sont cultivées sur gélose nutritive. A 1'inverse, ces mémes auteurs
constatent que des souches des genres Brevibacterium et Corynebacterium
conservent 1'aptitude & métaboliser 1le kéroséne aprés cing années de
conservation. Par ailleurs, Fredricks (1966) a établi qu'une souche de
Pseudomonas fluorescens et une espeéce de Corynebacterium dégradent des n-alcanes
avec une intensité constante malgré des repiquages successifs sur glucose. Cet
auteur en déduisit que le métabolisme de ces composés chez ces bactéries n'est
pas 1ié & des phénoménes d'induction, mais & un systéme enzymatique constitutif.

Pour notre part, si la majorité des souches que nous avons isolée sont treés
stables, nous avons également signalé que certaines souches qui s'étaient
révélées actives aprés la culture préliminaire en tube n'ont pas confirmé ces
capacités lors de cultures ultérieures (cf. Chap. IV). Flusieurs hypothéses sont
possibles a cet égard :



- soit ces souches ont perdu trés rapidement leur activité, et de ce fait,
leur équipement enzymatique n'étailt pas constitutif, mais codé par des
plasmides instables;

- solt cee souches étalent en falt, dés le départ, inactives vis-a-vis du
pétrole et se développalent aux dépens d'impuretés carbonées du milieu de
culture., On n'a pas & ce niveau vérifié s'il y avait blodégradation réelle
du pétrole, puisque seul le trouble du milieu était observé et considéré
comme témoin de 1'activité;

- solt certaines cultures ont péri & la suite de repiquage ot la densité de
1'inoculum était insuffisante,

11 est possible qu'au cours d'une culture certaines cellules isolées perdent
le ou les plasmides dégradatifs impliqués, mals av niveau de la population des
cellules d'une culture donnée, les plasmides stables se maintiennent et sont
transférés & chaque repiquage. ‘

En tout état de cause, la stabilité des capacités dégradatives apparait
finalement beaucoup plus grande que ce que 1l'on a parfois estimé, et il est tres
possible que cette capacité métabolique, qui remonte aux origines méme de la
vie, se maintienne aisément dans toutes les communautés microbiennes. C'est ce
qui expliquerait, au moins en partie, que 1'on trouve des bactéries adaptées aux
hydrocarbures méme dans des environnements non soumis au contact d'hydrocarbures
pétroliers.



CONCLUSION

Cette étude apporte des précisions sur plusieurs points jusqu'alors peu
étudiés du probléeme général de la dégradation microbienne des hydrocarbures.

Sur le plan taxonomique, nous avons pu montrer que les souches actives qui
_peuvent au demeurant comporter un nombre trés élevé de représentants dans les
biotopes contaminés, se répartissent finalement entre quelques genres, ou
taxons, bien définis du monde bactérien. La grande diversité de genres, et
encore plus d'espéces, nommées dans la littérature est & relier aux difficultes
qu'il y a & classer et & identifier les bactéries. Les dizaines, voire
centaines, de noms différents cités pourraient bien se résoudre en fait a un
nombre beaucoup plus restreint d'espéces réellement distinctes, mais trés
ubiquistes. .

Sur le plan de 1'écologie microbienne, nos travaux indiquent que les
actinomycétes (FRhodococcus, Nocardia, Arthrobacter) prédominent dans les sols,

tandis que Pseudomonas et Acinetobacter forment le groupe actif des eaux

tropicales, et que les seules souches actives de Bacillus que nous avons isolées
sont inféodées aux sédiments marins tropicaux.

L'examen des capacités dégradatives individuelles des souches les plus
efficaces révele le fait étonnant que le spectre d'activité vis-a-vis des
différents types structuraux moléculaires d4'hydrocarbures est remarquablement
analogue chez des souches pourtant taxonomiquement trés éloignées. Cette
cconstatation permet de supposer qu'un équipement enzymatique complet, mais pas
forcément identique, existe chez des souches que tout sépare : la position
taxonomique, 1'écologie et la géographie. C'est ce qui fait que 1'activité
catabolique de biodégradation des hydrocarbures constitue un bien pauvre outil
taxonomique, d'autant que régne une assez forte variabilité intraspécifique.

Mais c'est aussi cette remarquable analogie métabolique dont on a montré
qu'elle était parfaitement stable & moyen terme, qui fait que des bactéries
potentiellement actives vis-ad-vis des hydrocarbures existent dans tous les
biotopes étudiés, méme lorsqu'ils ne sont pas contaminés par des produtis
pétroliers. Car cette aptitude, & coup sGr trés ancienne sur le plan
phylogénétique, est inscrite depuis fort longtemps dans le génome bactérien, les
hydrocarbures étant peut-&tre les premiers composés organiques formés,

Et il est heureux qu'il en soit ainsi car pour 1'instant, 1'intervention
naturelle des microorganismes est de trés loin le mécanisme le plus efficace
pour épurer les milieux contaminés par les déchets pétroliers liés aux activités
humaines.



 ANNEXE



Tableau récapitulatif

Identification et capacités

IDENTIFICATION

phénon  souche

1 ERhodocococus
Rhodococcus
Fhodococcus

Rhodococcus
Fhodococcus
Rhodococcus
Fhodococcus

]

3 Rhodococous
Rhodococcus
Rhodococcus

4 Arthrobacter
Arthrobacter
Arthrobacter

9 Rhodococcus
Rhodococcus
Fhodococcus
Fhodococcous

&6 Rhodococcus
Fhodococcus
Fhodococcous

Fhodococcus

7 corvneforme
carvneforme
corvneforme

Rhodococcus
corvneforme

Micrococcus roseus

g corvneforme
coryneforme

9 corvneforme
coryneforme

10 Arthrobacter
' fArthrobacter

11 Micrococcus luteus

Staphvlococchs

GRAM positifs/variables

GToZ
GTR3
GCH=
GTa4

Meo2
Mo
MCo4

MC1S
MTo4
MC12

MCES
MC31
ME14

MC33

GCa8
GLO2
GT32
MT32
IDtS
M2
ID3

MC13
IRO6
1831

MCey
GC31

IRt
IR6G2

ME32
MC1b

IDZ23
Mo

MC17
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% BIOD.
TAT SAT
20 1
18 1
14 29
19 37
20 41
16 32
11 35
14 32
18 38
16 39
21 38
21 44
| S
2145
17 3
20 34
21 38
{2 17
13 34
16 32
16 30
21 4
18 29
13 29
10 24
23 2
3257
14 =
14 29
20 40

e s o v

ARD RES
19 9
20 o)

2 ba'

14 -2
- 2

- 4]

8 -11

13 ~12
14 -4
9 -13
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15 7
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16 1o
14 -2
1a 7
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b 3

9 9

13 -3
16 4
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GRAM positifs/variables (suite)

Nocardia
Mocardi a
Mocardia
Nocardia

Mocardia
Nocardi a
Nocardia

Bacillus
Facillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus

Bacillus
Bacillus

nocardioforme
nacardioforme
nocatrdioforme

nocardioforme
nocardioforme

Racillus
Racillus
Bacillus
Bacillus
Bacillus

Mocardia
Nocardia
Nocardia

Bacillus
Hacillus
Racillus

Bacillus
Racillus
Racillus

Bacillus
Bacillus
Bacillus

Bacillus
Bacillus

Bacillus
Arthrobacter

Mea7
GCo4
GCa7

- BCOs

BCOS
GTAL
MCo4

1031
1048
MCH?
IREL
ID43

1D07
MT31

M34
MCE6
GTal

MTe1
MCOZ

1017
1na7
D36
ID13
ID37

MCAS
MTH2
MC16

ID21
1D44
ID18

ID2e
ID33
Inas

1048
ID35
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1§ 159
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ANNEXE [{suite) GRAM negatifs

IDENTIFICATION 7 |B10D. COTYPE % BIQH.(mav phénon) TYFE
phénon souche code TOT SAT ARD RES ASF TOT SAT ARD RES ASF
31 Pseudomonas M9 - - - - -
Feseudomonas IHMG3 26 47 19 3 -4
Pseudomonas 1563 - - - - -

Enterobacteriaceas 1DO9 - - - -
Enterobacteriaceae IRO8 = = - .= =

fero. salmonicida 1b4a 19 29 12 2 4 3

32 Fs. putida ID24 70 36 1 b6 3 22 36 17 @ 6 3
Fs. putida IM3L 23035 20 -9 4 3
Fs. putida IF32 21 38 15 4 8

33 Acineto. calcoacet. IR3I3 - - - - -

Acineto. calcoacet. IRO7 24 43 16 -1 4 1

~

Alcalig. faecalis IMOS 24 44 22 -7 9

o

- 34 Acineto. calcoacet. ID38 34 58 20 5 b6 4 26 47 20 -1 ) 1
ficineto. calcovacet. ID1I9 19 38 20 -3 =6
Fseudomonas IDt4 16 37 7 -2 11t
Fseudomonas 1D45 - - - - -
Fseudomonas 15802 - - - - -
Fseudomonas 1Mob 22490 2t -7 11
Flavobacterium ID39 1 858 16 -5 & 4
Pseudomonas 1Dt 26 057 12 -t 0§
39 Fe. diminuta D4z - - - - - 21 3 14 1 7 3
Fs. diminuta IM3E2 - - = - -
Fe. diminuta IM04 20 Z4 02t -2 1t 3
Fs. diminuta ID41 25 3 1 ? 7
Fes. diminuta Iine4 - 20 44 2 -1 -3
it} Fs. diminuta M@ 17 32 19 -2 -4 3 189 =4 17 i -2 )
Fs. diminuta TM®2 19 37 15 4 b
Fs. diminuta. D3 18 33 19 2 -4
37 Fe. alcalioenes IMe7 t? 33 20 -6 13 22 43 14 -3 4 4
Fs. alcaligenes © IMe8 27 57 2 -3 -
Fs. alcaligenes ~ ID44 22 3 1ty -t -5 3
Fs. alcaligenes D12 20 51 o -4 7
Fs. alcaligenes ID16 - - - - -
FPs. alcaligenes CIDpez2 21 36 15 4 g



-93-

BIBLIOGRAPHIE

ALEXANDER, M. (1979). Role of cometabolism. In Microbial degradation of

pollutants in marine environments {W. Bourquin and P.H. Fritchard,
Eds.)

ALEXAMDER, M. (1?91). Biodegradation of chemicals of environmental
concern. Science 211 @ 132-138.

ANDERSON, M.5., HALL, R.A. & GRIFFIN, M. (1980). Microbial metabolism of
alicyclic hydrocarbons: Cyclohexane catabolism by a pure strain of
Feeudomonas =p. J. Gen. Microbiol. 1, 89-94.

ATLAS, R.M. (1978). Effects of temperaturé and crude oil composition on
petroleum biodegradation. Appl. Microbiol. 3, 394-403.

ATLAS, R.M., (1977). Btimulated petroleum biodegradation. C.R.C. Crit. Rev.
Microbiol. 4, 371-384.

ATLAS, R.M. (1981). Microbial degradation of petroleum hydrocarbons @ an
environmental perspective. Microbiol. Rev. 1, 186-209,

'ATLAB, R.M. ed. (1984), Petroleum Microbiology. Mac Millan. New York.

ATLAS, R.M. % HARTHA, R. (1973). Inhibition by fatty acids of the
biodegradation of petroleum. Antonie van Leenwenhoek J. Microbiol.
Serol. 39, 2587-271.

ATLAS, R.M.3 BOEHM, F.D. and CALDER, J.A. {1981). Chemical and bioiogy
weathering of oil from the Amoco Cadiz oil spilling in the littoral
zone, Est. marine coastal . Ghelf Sci. {2 : 589-4608.

AUSTIN, B., CALOMIRIS, J.J., WALKER, J.D. & COLWELL R.R. (1977).
Numerical taxonomy and ecology of petroleum—degrading bacteria.
Appl. Environment. Microbiol. 1, 69-48.

AUSTIN, B.3 COLWELL, R.R.§ WALKER, J. and CALOMIRIS, J. (1977). The
application of numerical taxonomy to the study of petroleum—degrading

bacteria isolated from the aquatic environment. Dev. Irnd. Microbiol.
18, 6854949,

BARLL, | K.D.; LEE, M.L. and WISE, 5.A., {(1981). Modern analytical methods
for environmental polycyclic aromatic compounds. Chemical Society
Review 1, 113-158, '

BARNSLEY, E.A. (1979 . The bacterial degradation of fluoranthene and
benzo(a)pyrene. Can. J. Microbiol. 7, 1004-1068,

BARTHA, K. & ATLAS, R.M. (1977). The microbiology of aquatic oil
spills. Adv. Appl. Microbiol. 22, 225-264. :



-94-

BARTHA, R. & BOSSERT, I. (1984), The treatment and disposal of petroleum

refinery wastes. In Petroleum Microbiology (R.M. Atlas, Ed.), pp.
993-577. Macmillan, New York.

BEAM, H.W. & PERRY, J.J. (1973). Co- metabolism as a factor in

microbial degradation of cycloparaffinic  hydrocarbons. Arch.
Mikrobiol. 91, 87-90.

BEAM, H.W. & FPERRY, J.J. {1974). Microbial degradation - and
agsimilation of n~alkyl-substituted cycloparaffins. J. Bacteriol.
1 181 394'—39q- )

BEMKIRANE~BENNIS, 8. (1981). Influence de la concentration et de la
source d'azote sur la dégradation in vitro d'un pétrole brut par des
microorganismes de sols et deaux douces. Th. 3® Cycle . Univ. Faris 7

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (1984). Vol. 1. Williams %
Wilkins, Haltimore.

Pergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1986). Vol. 2. Williams &
Wilkins, Baltimore.

BERNE, 8. % EHODENNEC, $. (1984). Evaluation of hydrocarbons after the
Tanyo oil spill - a comparison with the Amoco Cadiz accident. Ambio.
VD].- 135 1@‘7-—114.

BERTRAND, J.C.3 RAMEBELOARISOA E.; RONTANI, J.F.§ BIUSTI, G. % MATTEI, 6.
(1983). Microbial degradation of crude oil in seawater in continuous
culture. Biotechnol. Lett. 8, 567-572.

BERWICK, P.B. (1984). Fhysical and chemical conditions for microbial oil
degradation. Biotech. Bioeng. XXVI, 1294-1365.

BRIDIE, A.L. % BOS, J. (1971). Biological degradation of mineral oil in
seawater. J. Inst. Petr. 57 (557), 276-277. '

BROWN, D.W.s RAMOS, L.S.3 FIEDMAN,A.J.& MCLEOD, W.D. (1949). Analysis of
trace levels of petroleum hydrocarbons in marine sediments using &
solvent-~stury extraction procedure. pp. 161-1467. In  Trace organic
analysis : a new frontier in analytical. &pecial publication. N® G19.
National bureauw of standards Washington, D.C.

BROWN, L.R. (1987)., 0il-degrading microorganisms. Chemical Engineering
Progress . p. 39-4@,

BUCHANAN, R.E. & GIBBRONS, N,E. (1974). Eergey's Manual of Determinative
Bacteriology. 8th Edition, Williams & Wilkins ed. Ealtimore.

BUCKLEY, E.N., JONAS, R.B. & FFAENDER., F.K. (1976). Characterization of
microbial isolates from an estuarine ecosystem: relationship of
hydrocarbon  utilisation to  ambient  hydrocarbon concentrations.

fppl. Environment. Microbiol. 2, 232-237.

BURWOOD, R. % BFEERS, G. (1974), Fhoto-oxydation as a factor in the
environmental dispersal of crude oil. Est. & coastal Mar. S8ci. 2,
117135,



-95-

BUTTER, J.N,§ LEVY E.M. (1978). Long term fate of petroleum hydrocarbons
after spills. Compositional changes and microbial degradation. J.
Fish. Res. Board Canada , 35, 5, p. 604-4605.

CALLEN, D.F. % LARSOM, R.A, (1978). Toxic and genetic effects of fuel oil
photoproducts and three hydroperoxides in Saccharomyces
cerevisiae. J. Toxicol. Environment. Health. &, 913-917.

CAMEDTRA, 8.8.37 SINGH,H.D.; HAZARIKA, A.K. and BARAIAH, J.N. (1983). Mode
of uptake of insoluble solid substrates by microorganisms. II. Uptake
of solid n-alkanes by yeast and bacterial species. Biotechnol.
Bioeng. 25 : 2945-2954.

CERNIGLIA, C.E. and PERRY, J.J. (1974). Effect of substitute on the fatty
acid composition of hydrocarbons-utilizing filamentous fungi which
degrade hydrocarbons fuels. Intern. Biodeg. 22(4), 281-287.

CERNIGLIA, C.E.§ MORGAN, J.C. and GIESOM, D.T. (1979). Bacterial and
fungal oxidation of dibenzofuran. Biochem. Journ. , i8¢, 175-1845,

CERNIGLIA, C.E., GIBSON, D.T. % VAN BAALEN, C. (1980). Oxidation of
naphtalene by cyanobacteria and microalgae. J. Gen. Microbiol. 2,
4795500,

CERNIGLIA, C.E., VAN BAALEN, C. & GIBSON, D.T. {198@). Metabolism of
naphtalene by the cyanobacterium Oscillatoria sp., strain JCM, .
Gen. Microbiol. 2, 485-494,

CERMIGLIA, C.E. (1984)., Microbial metabolism of polyeyclic aromatic
hydrocarbons. Adv. Appl. Microbiol. 50 : 81-94, ‘

CHAKRABARTY, A.M. (1972). GBenetic basis of the biodegradation of
salicylate in Pseudomonas. J. Bacteriol. 112, 81%5-823,

CHAKRABARTY, A.M.§ CHOU, 6. % GUNSALUS, I.C. (1973). Genetic regulation of
octane dissimilation plasmid in = Fseudomonas . Proc. Natl. Acad. Sci.
U.8.A. 74, 1137-1149,

CHAUDHRY, G.R.3 HUANG, G.H. (1988). Isolation and characterization of a
new plasmid from a Flavobacterium sp. which carries the genes for
degradation of 2,4 - dichlorophenoxyacetate. J. Bacteriol. 3897-3902,

CHET, 1.3 MITCHELL, R. (1976). Nature . 261, 308-309.

CONMAN, J., RESTLE, A. & ALBRECHT, P. (1979). Biodegradation of crude oil

in the Aquitaine basin., In  Advances in organic geochemistry. 1-17.
Douglas A.G. % Maxwell J.P. Ed.

COONEY, Jd.J. &% SUMMERS, R.J. (1974). Hydrocarbon-using microorganisms in
three freshwater ecosystems. In J.M. Sharpley and A.M. Kaplan (ed.).
Froceedings of the Third International BRiodegradation Symposium,
141-156. Appl. Sci. Publ., Ltd, Londres.

CRIFFS, R.E. & WATKINSON, R.J. (1978). Polycyelic aromatic  hydro-
carbons : metabolism and environmental aspects. In J.R Watkinson
{ed.). Developments in biodegradation of hydrocarbons- 1. 113-134,
Applied Science Fublishers, Ltd, Londres.



=96~

DALTON, H. and STIRLING, D.I. {1982). Cometabolism. Philos. Trans. R.
Boc. Lond. Biol. Sci. 297 : 481-495,

DAVIES, J.8. & WESTLAKE, W.8. (1979). Crude oil utilization by fungi.
Can. J. Microbiol. 295, 1446-154.

pAvVIS, 8.J., BIBERS, C.F. & PUBH, K.BE. (1977). Guantitative studies on
marine biodegradation of oil., I1II. Comparison of different crude oil

residues and effects of sea water source. Environment. FPollut. 3,
203-215,

DEAN-RAYMOND, D. and BARTHA, R. (1975). Biodegradation of some polynuclear
aromatic petroleum compounds by marine bacteria. Dev. Ind. Microbiol.
16 2 97-110, :

DIBBLE, J.T. & BARTHA, R. (1974). Effect of iron on the biodegradation
of petroleum in seawater. Appl.Environment. Microbiol. 4, 3544-55@.

DONNELLY, K.C.} BROWN, K.W.3 THOMAS, J.C. and DAVOL, FP.§ 8COTT, B.R.J
KAMPEELL, D. (1985), Evolution of the hazardous characteristics of two
petroleum wastes. Mary Ann Liebert, Inc. Publishers. V. 2 (2)
pp. 191-208.

DONOGHUE, N.A., GRIFFIN, M., NORRIS, D.G. & TRUDBILL, F.W. (1978). The
microbial metabolism of cyclohexane and related compounds. In '
J.M.Sharpley and A.M. kaplan (ed.), Froceedings of the Third Inter-
national Fiodegradation Symposium. 43~ Sh. Applied Seience
Fublighers, Ltd, Londres. ~

DUMENIL, 6.3 MATTEI, 6.3 SERGENT, M.3 BERTRAND, J.C.3 LAGET, M. and
PHAN-TAN-LIU (1988). Application of a Doehlert experimental design to
the optimization of microbial degradation of crude oil in sea water by
continuous culture. Appl. Microbiol. Biotechnol. 27 : 465-4a9.

DUNN, N.W.§ DUNN, H.M., AUSTEN, R.A. (1980). Evidence for the existence of
two catabolic plasmids coding for the degradation of naphthalene. J.
Gen. Microbiol. 117 : 529-533,

DUNN, N.W. and GUNSALUS, I.C. (1973). Transmissible plasmid coding early
enzyme of naphtalene oxidation in Fseudomonas putida . J. Bacteriol.
114 1 974-979.

DUTTA, D.§ GHDSH, D.K.3 MISHRA, A.K. and S0MANTA, T.B. (1983). Induction
of benzo a pyrene hydroxylase in Aspergillus ochraceus T8 evidences

of multiple forms of cytochrome. p. 45@. Biochem. Biophys. Res. Comm.
115, 492-699.

EATON, R.W. and TIMMIS, K.N. (1984). Genetic of xenobiotic degradation.
In Current perspective in microbial ecology. Klug M.J. and Reddy
C.Al % editn 594“7‘3:‘.5 A-S-M-_q WaEhingtnn. . .

FALL, R.R.3 BRUNN, J.L. and BCHAEFFER, T.L. (1979). Enzyme recruitment
allows the biodegradation of recalcitrant branched hydrocarbons by
Fseudomonas citronellolis . Appl. Environ. Microbiol. 38 :@: 715-722.

FLOODBATE, 6.D. (1988). The fate of petroleum in marine ecosystems. In @
Atlas, R.M. f{ed.). Petroleum microbiology . Mac Millan, New York,
335-397.



- 97 -

FRANKLIN, H. & WILLIAMS, P. (1980) Mol, Gen. Ben. 177, 321-328,

FRIDRICKS, K.M. (1966). Experiments in bacterial adaptation. ‘Nature‘,
212, 539-54@.

-FRIELLO, D.A., MYLROIE, J.R. % CHAEKRABARTY, A.M. (1974). Use of
genetically engineered multi-plasmid microorganisms  for rapid
degradation of fuel hydrocarbons. In| J.M. Sharpley and A.M. Eaplan
{ed.), Proc. of the Third International Biodegradation Symposium.
205~-214. Applied Science Fublishers, Ltd, Londres.

FRIELLO, D.A., MYLRDIE, J.R., GIBSON, D.T., ROBERS, J.E.% CHAKRABARTY,

A.M.  (1974). A nonconjugative xylgne“degradativé plasmid in
Fzeudomonas FXY. J. Bacteriol. 3, 1217-1224.

FUSEY, P., BENKIRANE-BENNIB, 8. % 0OUDODT, J. (1983). Influence de la
concentration et de la source d'azote sur la dégradation in vitro
d'un peétrole brut par des microorganismes de sols et d'eaust douces.
Mat. U. Org. 2, 141-159.

FUSEY, P.. LAMPIN, M.F., OUDOT, J.(1975). Recherches sur 1°élimination des
hydrocarbures par volie biologigue. Mater. U. Organ. 2, 189-147.

FUSEY, P. & OUDOT, J. (1982). Dégradation bactérienne du pétrole brut
dans des sédiments marins littoraux de la Bretagne Nord. Publ.
Cent. Natl. Exploit. Océans, Sér. Actes Colloques 13, 151-140.

FUSEY, P. % OUDOT, J. (1984). Relative |[influence of physical removal and
of  biodegradation in the depuration of petroleum—contaminated
-seashore sediments. Mar. Pollut. Bull. 4, 1346-141.

FUSEY, P., 0OUDOT, J. % BENMKIRANE-~EENNIS, 8. (198®). Influence de la
vitamine B12, de 1'extrait de levure| et du magnésium sur le taux de
dégradation bactérienne d'un pétrole brut., Mater. U. Org. 2 ,
149159,

BIBSON, D.T.  (1971). The microbial oxidation of aromatic hydrocarbons.
Crit. Rev., Microbiol. 1, 199-223,

BGIRGON, D.T. (1978)., Onidation of th carcinogens benzo{a)pyrene and
benzo(a)anthracene to dihydrodiols by & bacterium. Science. 189,
| 295-297.

GIRGON, D.T. (197&6). Microbial degradation of polycyclic aromatic

hydrocarbons. In Proc., of the Third Int. BRiodegradation Symposium.
97~64. Applied Science Publishers, Ltd, Londres.

BOSH, D.K.§ DUTTA, D.3 SOMANTA, A.R.§| MISHRA, ALK, (1983). Microsomal
benzo(alpyrene hydrovylase in Aspergillus ochracews T8, Assay and

characterization of the enzyme system . Biochemical and Biophysical
Research Communication , 113 : 497-505,

BRADY, C.P.L. (1985). Biodegradation : its measurement and microbialogical
basis. Biotechnol. Bioeng. 27, é6@~£74.

BUERIN, W.F. and JONES, B.E. (1988). ineraliiation of phenanthrene by
Mycobacterium sp. Appl. Environ. Microbiol. 5S4(4) : 937-944,



- 98 -

BUNSALLS, I.C. and MARBHALL, V.F. (1972). Mnnntérpene digsimilation ¢
chemical and genetic models. CRC Crit. Rev. Microbiol. |, 291-31a.

HALLAS, L.E. and VESTAL, J.R. (1978). The growth of Hycobacterium
convolutum on solid n-alkanes. Microbiology , 44 @ 408-411.

HARVEY, R.B. (1981). Activated metabolites of carcinogenic hydrocarbons,
Accounts of Chemical Research . 14, 218-226.

HORVATH, R.8. (1972). Microbial co-metabolism and the deqradation of
organic compounds in nature. Bacteriol. Rev. 34, 144-155.

11ZUKA, H & KOMABATA, K (1964). Microbiological studies on petroleum and
natural gas. 1. Determination of hydrocarbon-utilizing bacteria.
J. Gen. Appl. Microbiol. 10, 207-221, '

JACOR, J.§% SCHMOLDT, A.§ KOHBRDK, W.3 ROAB, 6. and BRIMMER, G. (1982). On
the metabolic activation of benz(a)acridin and benz(c)acridine by rate
liver and lung microsomes. Cancer Letters , 16, 297-306.

JACORY, G.A., ROBERS, J.E., JACOB, A.E. % MEDGES , R.W. (1978) .
Transposition of Pseudomonas toluene-degrading genes and expression in
Escherichia coli . Nature. 5&&7, 179-184.

JAMBU, M. (1978). Classification automatique par 1'analyse des données
- § - Méthodes et algorithmes. Dunod - Paris - 316 p.

JANNASCH, H.W., EIMHJELLEN, K., WIRSBEN, C.0. & FARMAIAN, A. (1971).
Microbial degradation of organic matter in the deep sea. Science
174, &72-&78.

JOBSON, A., COOK, F.D. &% WESTLAKE, D.W.8 (1972). Microbial utilization of
crude oil. Appl. Microbiol. &, 1082-1089,

- JOBSON, A.M., COOK, F.D. & WESTLAKE, D.W.8. (1979). Interaction of
asrobic and anaerobic bacteria in petroleum biodegradation. Chem.
BEDI " 3""41 355"'3&5-

JONES, J.8. (1977). The long term effects of kerosine pollution on  the
microflora of a moorland soil. J. Appl. Bacteriol. 1, 123-128.

FACHHOLZ, T. % REHM, H.Jd. (1977). Degradation of long chain alkanes by
Bacilli. I. Development and product formation by Bacilli degrading
alkanes in the presence of other carbon s=sources. Europ. J. Appl.
Microbiol. 2, tei-1ia,

KAWAKAMI, Y. & NISHIMURA, H. (1981). Nutrient limitations on bilode-
gradation of n-hexadecane by Bacillus sp. ,a candidate organism in
seeding. J.Chem. Eng. &, 473~478,

KING, D.H. and PERRY, J.J. (1975}, The origin of fatty acids in the
hydrocarbon-utilizing microorganism  Mycobacterium vaccae . Can. Jd.
Microbiol . 21 : 85-89.

KLUG, M.Jd. & MARKOVETZ, A.J. (19467). Thermophilic bacteria isolated on
n~tetradecane. Nature 215, 1082-1083,



- 99 -

CKuHN, E.P.3 ZEYER, J.3 EICHER, P, and SCHWARZIENRACH, R.P. (1988).
Anaerobic degradation of alkykated benzenes in denitrifying laboratory
aguifer columns. Applied and Environmental Microbiology p. 490-496.

LARSON, R.A., BOTT, T.L.,, HUNT, L.L. & ROBGENMUSER, K. (1979). Fhoto-
oxydation of products of a fuel pil and their  antimicrobial
. activity. Environment. Sci. Technol. B8, 9&5-949.

LEHR, R.E. and JERINA, D.M, (1983). Aza-polycyclic aromatic hydrocarbon
carcinogenscity 3  Predictions of reactivity of tetrahydrobenzoring
gporxide derivatives Tetrahydron letters 24, 27-34,

LEISINGER, T. (1983), Microorganisms and xenobiotic  compounds.
Experientia 39, 1183-1191. :

LE PETIT, J. (1979). Etude érologique, taxonomigue et physiologique de
microorganismes se dévelpppant sur hydrocarbures en mer. Thése Doct.
Sci. Univ. Marseille. AD. CNRS 11345.

" LE PETIT, J., BERTRAND, J.C., N'GUYEN, M.H., TABBER, 8. (1975). Etude
taxonomique et physiologigue de bactéries se développant sur hydro-
carbures en miliew marin. Ann. Microbiol. 3, 367-384.

LINDLEY, N.D.3 PEDLEY, J.F.3 KAY, B.P. and HEYDMAN, M.T. (1986). The
metabolism of yeasts and filamentous fungi which degrade hydrocarbon
fuels. Intern. Biodet. 22 (4) , 281-287.

MAHLON, C.k. (1988). The effect of biodegradation on crude oil bulk and
‘molecular composition oil. Chemical Pollution 4, 89-112, :

MALLET, L. (1972). Pollution des milieur vitaux par les hydrocarbures poly
' benzénigues du type benzo-3-4 pyréne. Paris, Maloine Ed.

MATELES, R.I., -BARUAH, J.N. % TANNENBAUM, B.R. (1967). Growth of a
thermophilic bacteria on hydrocarbons: a new source of single-cell
protein. Science. 157, {322-1323,

MCKENNA, E.J. & KaALLIO, R.E. (1971). MWicrobial metabolism of  the
isoprenoid alkane, pristane Proc. Natl. Acad. Sci. 68, 185521534,

MIGET, R.J. (1973). Bacterial seeding to enhance biodegradation of oil

slicks., In @ Microbial degradation of oils polluants (D.G. Ahearn and
B.FP. Meyers, eds) pp., 291~307.

MOuUCAWI, J., FUSTEC, E., JAMBU, F., AMELES, A .& JACEUESY, R.(1981).
Bioowidation of added and natural hydrocarbons in soils: effect of
iron, Soil Biol. Biochem. 5, 3I35-342, '

MULKINS-PHILLIPS, 6.J. & STEWART, J.E. (1974), Effect of four

dispersants on biodegradation and growth of bacteria on crude oil.
Appl. Microbiol. 28, S547-552.

MURFHY, B, and PERRY, J.J. (1983). Incorporation of chlorinated alkanes
inte  fatty acids of  hydrocarbon-utilizing mycobacteria . J.
Bacteriol. 156 ¢ 11581164,



- 100 -

NAKAJIMA, K.i BATO, A.3 TAKAHARA, Y. and 1IDA, .T. (1985), Microbial
puidation of isoprenoid hydrocarbon, I. Pristene, Agt Biol. Chem. 49,
27632765,

NEILSON, A.H.§ ALLARD, A,8. and REMBERBER, M. (1985). Riodegradation and
transformation  of recalcitrant compounds. In @ Handbook of
Envirpnmental Chemistry, Vol. 2, 29-86, Hutzinger 0., Edit. Springer
Verlag, New York.

NEUFELD, R.J.3 ZAJIC, J.E. and BERSON, D.F. (198¢), Cell surface
measurements in hydrocarbon and carbohydrate fermentation.  Appl.
Environ. Microbiol. 39 : 511-817.

NYNS, E.J.§ AUQUIERE, I.P. & WIAUX, A.L. (1986). Taxonomic value of
property of fungl to assimilate hydrocarbons. Antonie van Leeuwenhoek
Microbiol. Serol. 34, 441-4%97.

opy, C.T.I. (1977). Microbiology of soils contaminated with petroleum
hydrocarbons, 1I. Natural rehabilitation and reclamation of soils
affected. Inst. Petroleum Paper. 2, 1-21,

opy, C.T.I. (1977). 0Qil degradation and microbiological changes in
spils deliberately contaminated with petroleum hydrocarbons. Inst.
Petroleum Paper. &, 1-11.

opy, C.T.I. (1978). The effect of nutrient application and aeration on oil
degradation in soil. Environment. Pollut. 3, 235-2440,

oupoT, J. (1979, Le bilan du carbone dans une expérience de biode-

- gradation bactérienne d'un pétrole brut. Environment. Pollut. 3,
177-1R7.

oupoT,  J. (1984). La dégradation microbienne des hydrocarbures. Etude du
potentiel de biodégradation et de son expression dans le milieu.
Thése Doct Etat, Univ. Faris VII. CNRS TD 12491,

oupoT, J. (1984). Rates of microbial degradation of petroleum
components as  determined by computerized capillary  gas -

chromatography and  computerized mass-spectrometry. Mar. Environ.
RES " )

oupoT, J., FUSEY, FP., VAN PRAET, M., FERAL, J.P. & GBGAILL, F.(1981).
Hydrocarbon  weathering in seashore invertebrates and sediments over a
two-year period following the Amoco Cadiz oil spill: influence of
microbial metabolism. Environ. Pollut. A. 2, 93~iia,

oupoT,  J.i AMBLES, A.j BOURGEDIS, 8.5 BATELLIER, C. & SEBYERA, N. (1989).
Hydrocarbon infiltration and biodegradation in  a landfarming
experiment. Environ. Pollut. 58. '

Oup0T, J.§ FUSEY, P.3 ABDLEOUAHID, D.E.3 HALOUI, 8. & RORUEBERT, M.F.
(1986). Capacités dégradatives de bactéries et de champignons isolés
d'un sol contaminé par un fuel. Can. J. Microbiol. 33(3), 232-243,

. PAREKH, V.R.,, TRAXLER, R.W. & BSOBEK, J.M. (1977). n-alkane oxidation
enzymes of a pseudomonad. Appl. Environment. Microbiol. 4,881-884.



101 -

PERRY,  d.J. (1979). Microbial cooxidations involving hydrocarbons.
Microbiol. Rev. 59-72.

FPIRNICK, M.P. (1979). Microbial oxidation of methyl branched alkanes.
Crit. Rev. Microbiol. 5, 413-422. :

FRITCHARD, F.H., VENTULLO, R.M. % BUFLITA, J.M. (1976). The microbial

degradétion of diesel oil in multistage continuous culture systems.

in  J.M. Sharpley and A.M. Kaplan (ed.). Froceedings of the Third

International Biodegradation  Symposium. 47-78. fApplied Beience
Publishers, Ltd, Londres.

RAMEELOARISOA, E. (1983). Biodégradation d’un pétrole brut en mil:au marin
par une pollution bactérienne mixte. Thése  Doctorat, Univ.
Rix-Marseille 11

RAMEELDARIS0OA, Ej RONTANI, J.F.3 BIUSTI, 6.3 DUUNJAK, Z and BERTRAND, J.C.
(1984). Degradation of crude oil by mixed culture of bacteria isolated
from sea surface foams. Mar. Biol. , BX @ 49-81,

RONTANI, - J.F.3 BOSSER-JOULAK,F.3 RAMBELOARISOA, E.3 BERTRAND, J.C.3
GIUSTI, G. and FAURE, R. (1985). Analytical study of Asthart crude oil
asphal tenes biodegradation. Chemosphere , 14 : 1413 ~14&&.

RASOLOMANANA,  J.L. et BALANDREAU, J. (1987). Rdle deAla rhizosphére dans
la biodégradation de compnsés}récalcitrants : cas d'une rizidre palluée

par des reésidus pétroliers. | Rev. Ecol. Biol. Sol. 1987, 24(3) :
A43~457 ., |

RHEINWALD, J.G.§ CHAKRABARTY, A. M § GUNBALUS, I.C. (1973). A transmissible

plasmid controlling camphor mwidation in Fseudomonas putids . Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 7¢ : BBS ~SS9.

(
RIVIERE, J.% BATELLIER, C. (19?6). Evolution de la microflore d'un sol
imprégne d'hydrocarbures. Ann. Agron. 1, B85-99.

RIVIERE, J., OUDOT, J., JDNQUER#S, Jd. % GATELLIER, C. (1974). Fixation
d'azote atmosphérique par | des bactéries utiltsant 1"hexadécane

comme source de carbone et d‘énerqie. Ann. Agron. 4, 433-444,

- RUSAMBKY, 8.3 AVIGARD, R.$ MICHAELIS, 8. and GUTNIK, D.L. (1987).
Involvment of plasmid in growth on  and dispersion of crude oil by
Acinetobacter calcoaceticus RA 57. Applied and Environmental
Microbiology 53¢(8) : 1918~ 1923,

I

SANTELLA, R.} KINOSHITA, T. and JEFFREY, A.M. (1982). Mutagenicity of some

methylated benzo(a)pyrene derivatives. Mutat. Res. 194 »  209-213.

8CHAEFFER, T.L., CANTWELL, 8.8., BEROWN, J.L. & FALL, R.R. (1979).
Micraobial growth on  hydrocarbons: terminal branching inhibits
biodegradation. Appl. Environment. Microbiol. 4, 742-746.

SCHOCKEN, M.J. and GIBESON, D.T. (1984). EBacterial oxidation of the

polycyclic  aromatic  hydrocarbons acenaphtane and  acenaphtalenes.
Applied and Environmental Microbiology Vol. 48 (1), 1@-16.

SCHINCK, B. (19835)., Degradation of insatured hydrocarbons by methagenic
enrichment cultures. FEM Microbiol. Ecol. 31 : &9~77.



- 102 -

5COTT, B.F.3 WADE, P.J. and TAYLOR, W.D. (1984). Impact of oil and
pil-dispersant mixtures on the fauna of freshwater ponds. Sci. Total.
Environ. , 35 : 191-206.

SEXSTONE, A., BUSTIN, P. & ATLAS, R.H. (1978). Long term interactions of
microorganisms and Frudhoe Bay crude oil in tundra soils at Barrow,
Alaska. Arctic 3, 348-354. ;

i

SHELTON, D.R. and TIEDJE, J.M. (1984), Is&latiun and partial characteri~
zation of bacteria in an anaercbic |consortium that mineralizes
3-chlorobenzoic acid. Appl. Environ. Mi?robiol. 49, 1448-1454,

8IMS, P. and CROVER, P.L. (1974). Epoxides in polycyclic aromatic
hydrocarhon metabolism and carcinogenesis. Adv. Cancer Res. 20 1
165-274, ‘ |

SIMS, P. and CROUER, F.L. (1981), Involvment of dihydrodicls and diol
exposides in the metabolic activation of polycyclic hydrocarbons other
than benzo(alpyrene. In : Polycyclic hydrocarbons and cancer (H.V,
Belboin and P.P.P. Ts"0, eds), Vol. 3, pp. 117-181, Academic Press, New
York.

SOHNGEN, N, (1913). Benzin, petroleum, paraffinol und paraffin als
Kohlenstoft und energiequelle  flr  microben. Zentralbatt  fiOr
Bakteriologie. Farasitenkunde und Imfektionkrankheiten (Abteilung 2)
priginale 37, 595601 (cité  par DAVIS, J.B.  dans Petroleum
Microbioclogy )

SOLANAS, A.M.5 FPARES, R.3 BAYONA, J.M. and ALPAIGES, J. (1984)..
Degradation of aromatic petroleum hydrocarbons by pure microbial
culture. Chemosphere 13 (8514), 593-401,

BTEFHENS, G.M.3 SIDEBOTHAM, J.M.§ MANN, N.H. and DALTON, H. (1989,
Cloning and expression in Escherichia coli of the toluene diowygenase
gene from Fseudomonas putida NCIR 11747. FEMS Microbiology Letters.
57, 295-300,

STIRLING, L.A. , WATKINSON, R.J. & HIGBINS, I1.J. (1977). Microbial
metabolism of alicyclic hydrocarbons: isolation and properties of a
cyclohexane-degrading bacterium. J. BGen. Microbiol. 1, 119-125.

8TUCKI, 6. and ALEXANDER, M. (1987). Role of dissolution rate and
solubility in biodegradation of aromatic compound. Appl. Environ.
Microbiol. 53, 292-297, ‘

SUBRAMANIAN, V., SUBUMARAN, M. & VAIDYANATHAN, C.S. (1978). Double
hydrotylation reactions in microorganisms. J. Indian Inst. Sci 8,
143-178 .

718807, B.P. and WELTE, D.H. (1984). Fetroleum formation and nccurenﬁe, &
new approach to oil and gas ewploration. 2nd edn. 6499 p. Springer,
Berlin,

TITTMANN, U. and LENGENS, F. (1980). Degradation of biphenyl by
Arthrobacter simplex , strain BPA, FMS8 Microbiol. Lett. 8 @ 255-258.



- 103 -

TRAXLER, R.W, (1973), Bacterial degradation of petroleum materials in low
- temperature marine environments. In D.BG. Ahearn and 8.P. Meyers
(ed.). The microbial degradation of oil pollutants.F163-170 Fublication

n® LBU-56-73-¢4. Louisiana State University.

TRUDBILL, F.W. (1978). Microbial degradation of alicyclic hydrocarbons.
In J.R. Watkinson (éd.). Developments in biodegradation of hydrocar-
bons-1. 47-84, Applied Science Publishers Ltd, Londres.

WALKER, J.D. & COLMELL, R.R. (1974). Microbial petroleum degradation: use
of mixed HC substrates. Appl. Microbiol. &4, 1656-1060.

WALKER, J.D. & COLWELL, R.R. (19795)., Some effects of petroleum on es-
tuarine and marine microorganisms. Can. J. HMicrobiol. 3, 363-313.

WALKER, J.D. % COLWELL, R.R. (1974). Measuring the potential activity of
hydrocarbon-degrading bacteria. Appl. Environment. Microbiol. 24
189-197.

WALKER, J.D. & COLWELL, R.R. (1974). Long-chain n-alkanes occuring
during microbial degradation of petroleum. Can. J. Microbiol. &,
886~-891.

WALKER, J.D., COLWELL, R.R. &% PETRAKIS, L. (1975). Microbial petroleum
degradation. Application of conpiterized mass spectrometry. Can. J.
Microbiol. 11, 1760-17647. '

WALKER, J.D., COLWELL, R.R. & FETRAKIS, L. (1979). Degradation of
petroleum by an alga, Prothotheca zopfii. Appl. Microbiol., 1,79-8i.

WALKER, J.D.§5 COLWELL, R.R.% PETRAKIS, L. (1974). Biodegradation rates of
components of petroleum. Can. J. Microbiol. 8, 1209-12173; '

WALKER, J.D.,  FETRAKIS, L. & COLWELL, R.R. {1976). Comparison of the
biodegradability of crude and fuel oils. Can. J. Microbiol. 4,
598-602. ‘

WARD, D,M. & EROCK, T.D. (1976). Environmental factors influencing the
- rate of hydrocarbon oxidation in temperate lakes. Appl.Environment.
- Microbiol. 5§, 764-772.

WARD, D.M, %  BROCK, T.D. (1978). Hydrocarbon biodegradation in
hypersaline environments. Appl. Environ. Microbiol. 35, 353-359.

WESTLAKE, D.W.; JOBSON, 8.A.3 PHILIFFE, R. and COOK, F.D. (1984).
Biodegradability and crude oil composition. Can. J. Micreohiol. 20
?15~928.

WESTLAKE, D.W.S., JOBSON, A.M.& COOK, F.D. (1978). In situ degradation of

oil in a soil of the boreal region of the northwest territories. Can.
Jd. Microbiol. 3, 254-266,

WORSEY, M.J. & WILLIAMS, P.A. (197%). Metabolism of toluene and xylene by
Feeudomonas {putida arvilla) MT-2. J. Bacteriol. i, 7-13.

YEN, K.M.§ GUNSALUS, I.C. (1982). Flasmid gene organization : naphthalene/
galicylate ovidation. Proc. Natl. Acad. Sci. 79 : 874-878.



- 104 -

(1985). J. Bacteriol. , 162 : 1608-1613.

YEN, K.M. and BUNBALUS, I.C.

YOUNG  BAE KIM REHM, H.J. (1982)., Studies on a mixed culture of

Candida parapsilosis and different Racilli on alkane. I: Characte-
rization of the mixed culture systems. Eur. J. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 2, 1e9-11i1.

IANIC, J.E., SUPPLISSON, B.&% VOLESEY (1974). BRacterial degradation and
Sci. Technol. B, &64-668,

emulsification of n®6 fuel oil Environ.
ZILBER, I.K.§ ROSENBERG and GUTNIK, D. (1980). Incorporation-of P and
growth of Fasudomonas UP-2 on n-tetracosane. Appl. Environ.
Microbiol. 4@ : 1086-1093.
Z0BELL., C.E. (1944). Action of microorganisms on  hydrocarbons.
Bacteriol. Rev. 19, 1-49,
of carcinogenic

and biodegradation

I0RELL, C.F.
hydrocarbons., p. 441-451. In : Control of oil spills.
Petroleum Insitute, Washington D.C.
degradation of mineral oils at low
of oil

The microbial deagradation
Center for wetland

{1971). Sources
American

G.Fe (1973).  Racterial

temperatures., p. 153161, In
pollutants. Fublication n® L84-86-73-01.
Louisiana State University, Baton Rouge.

resources,

ZOBELL.



-105-

RESUME

Des souches de bactéries (¢ 110) utilisant les hydrocarbures comme source de
carbone et d'énergie ont été isplées & partir de différents biotopes contaminés,
ou non, par des produits pétroliers et situés dans une zone tempérée (sols
agricoles de la région parisienne) et dans une zone tropicale (sols forestiers,
eaux douces et milieu marin de 1'ile de Bornéo - Indonésie). Les souches actives
sont classées par les techniques de la taxonomie numérique et identifiées au
niveau du genre ou de 1'espéce.

Les capacités dégradatives individuelles des souches vis-a-vis du pétrole
total et de ses principales fractions constitutives (saturés, aromatiques,
résines, asphalténes) sont mesurées. La biodégradation de la fraction saturée
est analysée en détail par chromatographie en phase gazeuse & haute résolution.
~Des relations sont établies entre les capacités métaboliques des souches, leur
position taxonomique et leur biotope d'origine. La stabilité de 1l'activité de
biodégradation est étudiée chez des souches représentatives des principaux
genres actifs, A moyen terme, 1'aptitude & dégrader les hydrocarbures est
intégralement conservée, et ce caractére apparait largement diffusé a
l1'intérieur d'un nombre assez restreint de genres, mais qui comportent des
especes trés ubiquistes.
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ABSTRACT

Bacterial strains (# 110) able to use hydrocarbons as sole carbon and energy
source were isolated from different environments, which were either oil-free or
contaminated by petroleum products. Samples were taken in temperate
(agricultural soils) or tropical ecosystems (forest soils, {fresh water and
marine environments in Borneo island, Indonesia)., The active strains  were
classified by numerical taxonomy techniques and identified at the genus or
species level.

The degradative activities of individual strains were measured for total
petroleum and for the wmain  fractions (saturates, aromatics, resins and
asphaltenes). The biodegradation of the saturated fraction was monitored by high
resolution capillary gas-chromatography. Interrelations were shown between the
bindegradation potential of +the strains, and taxonomic and environmental
parameters., The stability of the degraqative activity was studied in some
representative strains., The activity did not show any variation over a two year
period, and this catabolic potential appears to be widespread in a relatively
small number of genera, which include ubiquitous members.

Key-vwords

Bindegradation
Hydrocarbon
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Bacteria
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