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INTRODUCTION

L’activité miniére de 1'Afrique, qui concentre pres de 30 % des réserves minérales mondiales,
est un pilier de I'économie de nombreux pays africains avec des ressources extractives
représentant plus d'un quart de leur Produit Intérieur Brut (PIB). Ces ressources sont en
constante augmentation, et sont passées par exemple d’environ 39,2 milliards de dollars dans
les années 2000 a pres de 240 milliards de dollars en 2008 (PNUD, 2014). L'Afrique de I'Ouest,
est également 1'une des plus grandes provinces auriféres au niveau mondial, située en volume
juste apres la Chine, I'Australie et la Russie et pourrait, selon certains auteurs détenir jusqu’a
10 000 tonnes d’or (Goldfarb et al., 2017). Les gisements d'or les plus importants sont situés au
Ghana, au Mali, au Sénégal, au Burkina Faso, en Cote d'lvoire et en Guinée (Goldfarb et al.,
2017). Avec la hausse continue du prix de 1’or observée ces dernieres années, de nombreux
pays de I’Afrique de I’Ouest connaissent une ruée vers ce métal précieux, ce qui a contribué a
I’ouverture de trés nombreux sites d’exploitation artisanaux et industriels dans toute I’ Afrique
de I’Ouest. Selon I’Organisation Mondiale du travail (OIT), l'orpaillage pourrait fournir
environ 10 millions d’emplois directs en Afrique subsaharienne (Hentschel et al., 2002).

En Cote d’Ivoire, les revenus miniers sont en constante progression depuis plusieurs années,
’or représentent prés de 1% du PIB, soit 14 % des recettes de I’état. Bien qu’assez récent en
Cote d’Ivoire et encore trés peu documenté, I’orpaillage prend de ’ampleur trés rapidement et
touche de nombreuses régions comme Poro et Bagoue au nord, Belier et Marahoué au centre
ou Bounkani et Gontougo a I’est (PNUD, 2014).

L'exploitation artisanale de 1’or, généralement illégale et souvent mal maitrisée, a cependant,
des conséquences souvent désastreuses sur 1’environnement, la société et la santé (Niane et al.,
2019). Il entraine en effet la pollution de I’environnement par 1’utilisation de produits chimiques
toxiques pour extraire 1’or comme le mercure, le cyanure, ou des acides, etc. Cette activité
entraine également la remobilisation de métaux toxiques associé¢s a ’or comme [’arsenic, le
plomb ou le thallium, qui peuvent polluer les sols ainsi que les eaux de surface et les eaux
souterraines (Adewumi et al., 2020). Cette activité entraine également la dégradation des
paysages, la déforestation, la pollution des sols, I’obstruction des cours d’eaux, etc., limitant les
usages agricoles des terres qui est souvent I’'une des seules ressources des villages & proximité
(Hentschel et al., 2002). Par ailleurs, I’ouverture du site minier dans la localité de Kokumbo a
favorisé un bouleversement de I’ancien systéme dans lequel la main d’ceuvre familiale était a
la disposition des chefs de famille. Elle leur échappe désormais se tournant de plus en plus vers
l'exploitation aurifére qui tout en prenant de ’ampleur grignote les terres agricoles ((PNUD,

2014). Bien que ces milieux soient trés hostiles en raison des conditions extrémes de vie en
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termes de pH et de concentration en métaux et métalloides toxiques, de nombreux
microorganismes (Bactéries, Archaea et Eucaryotes), naturellement présents, sont capables de
s’y développer (Baker & Bandfiel, 2003 ; Jonhson & Hallberg, 2003). Ces microorganismes,
adaptés a ces environnements extrémes, jouent un réle essentiel car ils sont impliqués dans les
meécanismes biogéochimiques contrdlant le comportement des métaux et métalloides.
L'objectif général de ce travail est d’étudier les communautés microbiennes présentes dans le
sol et I’eau du site d’orpaillage de Kokumbo qui ont une activité de bio-remédiation propice
pour une agriculture durable.
Les objectifs spécifiques sont :
v" Isoler les microorganismes du sol et de I’eau issus du site aurifére artisanal de
Kokumbo ;
v'Identifier les microorganismes isolés des sols et de ’eau contaminés par les résidus
miniers.
Outre I’introduction, la conclusion, les perspectives et les références, le présent mémoire est
subdivisé en trois parties. La premiére partie présente les généralités sur 1’orpaillage clandestin,
et leur relation avec I’agriculture. La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisés
pour la réalisation de ce manuscrit. La derniere partie présente les principaux résultats obtenus

au cours de cette étude, suivie de la discussion.



[ Premiere partie : Généralites ]




1. PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE

Située dans la région du bélier, au centre de la Cote d’Ivoire, la localité de Kokumbo appartient
au département de Djékanou. Elle se localise entre les latitudes 6°19 'et 6°34'N et les longitudes
5°6' et 5°20'W et est le chef-lieu d’une sous-préfecture comprenant 5 villages : Kpléssou,
Konankro, Kokumbo, Akroukro et Kimoukro. Sa superficie est de 330 km? et sa population est
estimée a 24650 habitants. La région est située dans le climat baouléen. C'est un climat humide,
commun a la zone forestiére dense. Il se caractérise par deux saisons des pluies séparées par
deux saisons seches. Les precipitations sont en moyenne de 1092 mm par an. La principale
saison des pluies est de mars a juin et la mineure de septembre a octobre. La grande saison
séche est de novembre a février et la petite de juillet & ao(t. La température annuelle moyenne
est d'environ 27 °C. Le relief est plus ou moins accidenté, avec des plaines et plateaux peu
prononces et appartenant a la "chaine Baoulé". 1l est dominé a I'Est par le mont Alebouma (449
m) et a I'Ouest par le mont Kokumbo (510 m). Le fleuve Bandama arrose I'Ouest de la sous-
préfecture depuis le village de Kimoukro. Plusieurs petits affluents Bandama (Bronzoué,
Kpléssou et Kpossou) existent dans la localité. Le sol de la région repose sur de vastes massifs
granitiques, des roches métamorphiques et des schistes. Les roches rencontrees sont
généralement constituées de granitoides, de roches vertes, de roches volcano-sédimentaires et
de schistes. On rencontre deux types d'aquiferes (altération et fractures). La ville située au pied
du Mont Kokum, a 30 km de Toumodi et a une quarantaine de kilomeétres de Yamoussoukro,

possede d'énormes gisements d'or encore inexploités (Kouassi & Yapo, 2021) (Figure 1).
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Figure 1: Localisation de la zone d’étude (Kouassi & Yapo,2021)
ORPAILLAGE

Définition

2.

2.1.
L’exploitation miniére artisanale et a petite échelle (EMA), aussi appelée orpaillage, consiste
en I’extraction du minerai d’or de fagon artisanale, dans de petites opérations peu organisees
ou mécanisées. L’EMA offre une source de revenus cruciale, particulierement pour les
communautés rurales de pays en voie de développement ou les alternatives économiques sont
souvent inexistantes ou extrémement limitées. En général, ce secteur fonctionne de maniere
informelle ou méme illégale, et n’est pas réglementé. Il est par contre trés exigeant et demande
beaucoup de main-d’ceuvre. Le mercure est souvent utilisé dans les activités d’EMA, car son
utilisation ne requiert que trés peu de connaissance ou d’investissement en capital. De plus, le
mercure est tres facile a obtenir dans les sites d’orpaillage. Malheureusement, cette situation,
présente a travers le monde, rend I’EMA trés nocive pour ’environnement. En 2012, le PNUE
a estimé la présence de 10 a 15 millions d’orpailleurs répartis dans plus de 70 pays (Agbogidi

& llondu, 2013). De ce nombre, environ 3 millions sont des femmes et des enfants. De plus,



80 a 100 millions de personnes dépendent indirectement de '’EMA comme moyen de
subsistance. En Afrique subsaharienne, a part I’agriculture, ’EMA est I’activité économique
rurale la plus importante. Au cours des dix (10) derniéres années, le cours international de 1’or
a augmenté de plus de 300 %, soit de 400 USD $. Cette augmentation du cours de 1’or,
atteignant plus de 12008 1’once, a contribué a la croissance rapide de ’EMA a 1’échelle
mondiale. Cette activité a la particularité d’impliquer une partie de la population active trés
pauvre vivant dans des zones rurales, peu éduquée et n’ayant souvent pas acces aux soins de
santé primaires. Les orpailleurs choisissent de travailler dans le secteur pour plusieurs raisons
(Grétz, 2009).

2.2. Pratique de I’orpaillage

Le procédé d’extraction du minerai le plus communément utilisé est présenté en détails ci-
dessous (Gratz, 2009) :

2.2.1. Extraction, Concassage et Broyage

Le minerai contenant ’or est extrait de fagon manuelle des puits et des tunnels souterrains
dénommeés galeries. Le minerai est concasse en gravier manuellement avec des marteaux ou a
I’aide des moyens modernes telles des machines en occurrence des concasseurs a machoire

Le gravier est ensuite broyé en poudre fine soit par un broyeur utilisant une méthode humide

avec de I’eau, soit par un broyeur a sec sans eau, ce qui génére de la poussiere.

2.2.2. Concentration et Amalgamation

La poudre fine est ensuite lavée et tamisée a 1’aide de slices et de batées afin d’éliminer certaines
impuretés et aussi pour augmenter la concentration de 1’or. Le mercure est ajouté au concentré
afin d’extraire I’or par la formation d’un amalgame mercure-or (ratio de 1 :1 mercure-or)

(Grétz, 2009).

2.2.3. Chauffage, Raffinage et fusion

L’amalgame est chauffé avec un chalumeau, souvent a air libre, ce qui cause 1’évaporation du
mercure et produit un or poreux, appelé or spongieux.

L’or spongieux est fondu a tres haute température pour enlever certaines impuretés restantes,
ce qui produit un or solide appelé doré, qui peut ensuite étre raffiné a 24 carats dans les

boutiques d’orfevrerie (Grétz, 2009).



2.3.  Consequences de ’orpaillage

2.3.1. Consequences sur ’environnement

L'orpaillage est une activité en plein essor en Cote d'lvoire. Cependant au-dela de ces acquis,
I’orpaillage est a l'origine de 1'ensablement et du comblement des cours d’eau. L'exhaure des
eaux gaspille d’importantes réserves d'eau souterraines sans aucune notion de préservation. La
destruction de la flore et le décapage qu’il engendre met en place des aires dénudéees qui
favorisent I'érosion hydrique provoquant une reduction de l'infiltration d'eau qui assure la
recharge des réservoirs hydriques. Les besoins énormes en eau de l'orpaillage, la destruction
des ressources en eaux douces (eaux souterraines) et la contamination au mercure (métal lourd)
qui est le principal agent d'attaque chimique conduisent & une réflexion sur la question de la
gestion de la vulnérabilité de I'eau dans un environnent ou l'orpaillage est en plein essor (Kadio
et al.,2020).

L’orpaillage est a I’origine de nombreuses dégradations environnementales. Les principaux
problemes sont lies a la deforestation et la pollution des eaux et des sols. Les arbres sont coupeés
et les troncs utilisés a étayer les galeries. Les sols, quand ils ne sont pas directement touchées
par ’exploitation miniere, sont pollués durablement par le rejet de substances toxiques comme
le mercure ou le cyanure. 1l en va de méme des nappes phreatiques situées a proximite des sites
miniers et contaminées aux métaux lourds. La dimension la plus visible est la dégradation des
sols due I’excavation des terres agricoles a la progression de I’activité d’orpaillage au détriment
de I’agriculture (Bohbot, 2017) (Figure 2).

Les rejets sédimentaires dans le fleuve Cavally sur ce site d’orpaillage ont modifié la couleur
de I’eau (couleur trouble). Cette pollution organique et chimique constitue une véritable
menace pour la vie aquatique, d’autant plus que les acteurs n’hésitent pas souvent a recourir a
des produits toxiques comme le mercure ou le cyanure lors de cette phase du processus
d’orpaillage (Hue Bi et al., 2020) (Figure 3).



Figure 3: Lavage du minerai et rejet de sédiments dans le Cavally sur un site d’orpaillage
(Département Sdreté & Hué, 2018).

2.3.2. Conséquences sur la santé

Bien que les pratiques varient a travers le monde, il est reconnu que I’exploitation miniére
artisanale (EMA) engendre fréeqguemment des problemes environnementaux, sociaux et de
santé. Parmi ces risques pour la santé, I'utilisation généralisée du mercure est le plus connu.
Cependant, il existe plusieurs autres probléemes plus méconnus, voire méme négligés, tels que
I’exposition a la poussiere de silice, la prévalence de maladies infectieuses telles que le
VIH/SIDA, la malaria et la tuberculose, ainsi que le taux de blessures professionnelles. Cela

s’explique en partie par la nature informelle du secteur de 'EMA, ou les standards nationaux



de santé et sécurité professionnelles ne peuvent souvent pas étre implémentés et ou les
accidents et les maladies ne sont souvent que peu signalés aux autorités. Le mercure est un
liquide argenté qui provient naturellement de sources non-anthropiques telles que les éruptions
volcaniques, la dégradation et 1’érosion des sols et les incendies de forét. Les sources
anthropiques (synthétiques) sont aussi répandues. En voici certains exemples les produits
dérivés d’industries tels que la production de ciment, les centrales de charbon et de
combustibles fossiles ; I’utilisation intentionnelle dans I’EMA, I’exploitation miniere d’argent
et la fabrication de produits comme les thermomeétres et les piles ; la pratique d’autres activités
économiques telles que I’incinération de déchets, ’ensevelissement des déchets miniers, la
crémation (Hilson, 2010). Le mercure est souvent utilisé dans ’EMA pour extraire 1’or, faisant
de ce secteur, la plus grande source d’émission et de demande mondiale de mercure.
L’utilisation du mercure dans ’EMA répond a de multiples raisons : la rapidité et la facilité
d’utilisation, I’absence d’équipement spécialis¢ ou de connaissance particuliere requis,
I’efficacité relative pour capturer I’or ainsi que la possibilité d une utilisation indépendante. La
principale voie d’exposition a lieu par I’inhalation de vapeurs de mercure lorsque 1’amalgame,
un mélange d’or et de mercure, est chauffé. Malheureusement, de nombreux mineurs ignorent
les risques liés a I’exposition au mercure. L’intoxication au mercure peut mener a de
nombreuses pathologies, y compris des troubles neurologiques, rénaux et respiratoires.
Lorsque le mercure est utilisé a proximité de communautés, la population générale peut
également étre exposee. Le mercure est particulierement nocif pour les enfants et le
développement des foetus (Gibb & Leary, 2014). Plusieurs études ont documenté la
contamination au mercure chez les orpailleurs, dans les communautés avoisinantes. Une étude
récente au Burkina Faso a démontré que 69 % de la population miniere avait un taux de mercure
urinaire supérieur aux valeurs recommandées. Finalement, lorsque le mercure est rejeté dans
I’environnement et atteint les cours d’eau, celui-ci peut étre transformeé en une molécule encore
plus nocive, le méthylmercure, qui se concentre alors dans la chaine alimentaire aquatique et

met en danger la santé humaine (Tomicic et al., 2011).

2.3.3.  Problémes de sécurité

Les probléemes de sécurité proviennent principalement des conditions difficiles de travail au
sein des puits de mine. Par exemple pour les mineurs qui introduisent les dynamites dans les
trous, une tentative d’accélérer le processus peut entrainer des accidents parfois mortels. Un

autre exemple concerne 1’effondrement des galeries lors du creusage des tunnels (Amutabi &



Lutta-Mukhebi, 2001). Les mineurs sont également exposés pendant la montée ou de la
descente dans les puits de mine. Ceux-ci comptent un taux de mortalité élevé suite aux
accidents de travail. Au Ghana, une recherche a mis en évidence plusieurs situations
potentiellement mortelles telles que citées ci-dessus sur les sites miniers localisés a Kumasi
dans le Sud du pays Finalement, des situations dangereuses se produisent également lors du
transport de cailloux hors du trou a I’aide de poulies faites de corde de nylon qui peuvent
facilement céder (Telmer & Veiga, 2009).

2.4.  Relation orpaillage et bio securité alimentaire

2.4.1. Situation actuelle des exploitations agricoles

Le développement actuel des activités auriferes & une incidence majeure sur ces activités
agricoles. L orpaillage est a la base d’une nouvelle approche économique qui se développe dans
ce milieu. L’essor de cette activité a contribu¢ a la mise en place de nouvelles catégories socio
professionnelles qui en fonction de leurs attitudes vis-a-vis de [I’agriculture impacte
négativement celle-ci. Ces attitudes sont reparties dans le tableau I ci-dessous qui révéle que
I’activité de I’orpaillage pratiquée principalement en milieu rural est une vraie menace pour
I’agriculture familiale. Dans un contexte d’orpaillage, les exploitants adoptent en général
plusieurs attitudes distinctes selon le cas. La premiere attitude adoptée est la réduction des
superficies, qui représentent 41 % tandis que 19 % constitués d’agro orpailleurs ont réduit le
temps consacré a I’agriculture. Par contre 28 % ont abandonné définitivement. Seuls 12 %
d’entre eux ont abandonné certaines cultures en I’occurrence les cultures vivriéres pour ne
cultiver que les cultures pérennes nécessitant peu d’entretien (De Wever, 2022). Les terres
abandonnées par les orpailleurs deviennent impropres a 1’agriculture au regard des nombreux
trous, galeries souterraines et de la pollution du sol par des produits chimiques et hydrocarbures

utilisés lors de I’extraction de I’or (Konan et al.,2017) (Figure 4).

Tableau | Attitudes des exploitants minier face a [’activité agricole.



Professions Attitude adoptées Fréquence | Pourcentage
Diminution des superficies
31 41%
Agro- des champs
orpailleur Réduction du temps agricole 14 19%
) Abandon de certains champs 9 12%
Orpailleur _ R
Arrét de toute activité agricole 21 28%
Total 75 100%

Figure 4: Vue d’un site d’occupation des terres par ’activité de I’orpaillage (Konan, 2017)

2.4.2. Techniques d’exploitation nuisibles a I’agriculture

Le type d’exploitation en vigueur est de type filonien se réalisant généralement en six (06)
étapes dont certaines ont des incidences sur I’agriculture (Figure 5). En effet, I’extraction
aurifere débute par le test du minerai qui est une opération pour vérifier la teneur en or des
roches en présence. Lorsque le test n’est pas concluant, le puits est abandonné et la recherche
est effectuée sur un autre terrain. L’agriculture n’est donc plus possible dans ces espaces
abritant ces trous laissés a I’abandon. Cette phase est suivie par le fongage qui consiste a faire
des trous circulaires ou rectangulaires de 2,5 a 3 metres conduisant le plus souvent a des galeries
qui s’étendent parfois sur des dizaines de metres (Locatelli, 2013). La profondeur des puits
varie entre 10 et 25 m en moyenne en relation avec la durée de vie du site. Cette forme
d’exploitation quoique réduite en surface est plus étendue dans le sous-sol en tenant compte des
ramifications en profondeur. En conséquence, le site qui parait plus réduit en surface, occupe
une part non négligeable des terrains agricoles qui sont perforés dans le sous-sol. Ensuite, le

concassage et le lavage du minerai correspond a I’opération de fragmentation des pierres dans
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le but d’obtenir des petits morceaux alors que le lavage consiste a la séparation du minerai broyé
avec les pépites d’or. L’opération réservée aux femmes et aux enfants se négocie a 2000 frs le
sac. Cette opération détourne les femmes de la production des vivriers qui constituaient leurs
sources de revenus et la source d’approvisionnement en denrées alimentaires des ménages.
L’orpaillage implique plus en plus les femmes pour les taches telles que le lavage des roches
(Konan et al.,2017). (Figure 6).

RECUPERATION DU
TEST DU MINERAI MERCURE
N
FONCAGE »| CONCASSAGE »| BROYAGE »| LAVAGE >
4
RECUPERATION DU
CYANURE

Figure 5: Schéma des étapes de 1’exploitation aurifére traditionnelle

-~ ) K

e S RO T e

Figure 6: Séance de lavage du minerai, une activité réservée aux femmes
(Konan, 2018)

2.4.3. Indisponibilité des denrées alimentaires

Dans la plupart des localités rurales, 1’essentiel des besoins alimentaires sont satisfaits a partir
de la production locale. Cette production alimentaire locale vise deux objectifs. Une production
destinée a I’autoconsommation et celle réservée a la vente qui sert de source de revenu aux

ménages. Mais, depuis ’ouverture du site d’orpaillage, les superficies destinées aux cultures
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vivriéres se sont réduites quand les champs ne sont pas abandonnés. Quant a la disponibilité de
la protéine animale, Kokumbo reste tres dépendante de sa fourniture des localités voisines en
viande. La pratique de 1’élevage reste une difficulté avec le risque que courent les bétes de
tomber dans les trous abandonnés aprés I’extraction de I’or. Eu égard I’insuffisance de la
production locale, la satisfaction des besoins alimentaires est tournée vers les villes

environnantes (Konan et al.,2017).

3. MICROORGANISMES DU SOL ET DE L’EAU

3.1.  Diversité des micro-organismes du sol

Trop souvent considéré comme un environnement minéral, le sol est aussi un lieu de vie. Il
héberge une tres forte diversité d’especes (23 %), des vers de terre aux amibes qui participent
a son fonctionnement et a la fourniture de services écosystémiques nécessaires a notre survie
(production végétale, épuration des polluants etc.). Parmi ces especes, les microorganismes
sont, sans conteste, les plus nombreux et les plus divers. Composés de bactéries et de
champignons, ils assurent des fonctions essentielles comme la biodégradation de la matiére
organique, la production de nutriments pour les plantes, la fixation d’azote, la dégradation des
polluants, etc (Kawamura-Sato et al.,2005). Les microorganismes du sol sont le fondement de
la biosphere de la Terre et jouent un réle intégral et unique dans le cycle du carbone, d'azote,
de soufre et de phosphore, ainsi que de divers métaux, et dans la décomposition de la litiere. La
densité des bactéries peut aller jusqu’a 10° UFC/par gramme de sol, les champignons

microscopiques environ 10° par gramme de sol (Pambrun, 2005).

3.1.1. Bactéries

Les bactéries sont srement les étres les plus nombreux sur terre. Elles jouent des réles
importants dans le cycle des éléments nutritifs ; beaucoup vivent en association symbiotique
avec des plantes, favorisant leur croissance et augmentant la fertilité des sols. Les bactéries sont
des cellules procaryotes donc de structure relativement simple. Leur taille ne dépasse
généralement pas 2 um (Doumbia, 2007). Le cytoplasme de toutes les bactéries est entouré par
une membrane plasmique externe revétue ou non d’une paroi cellulaire rigide dont le
composant majeur est un polymere complexe de sucres et d’acides aminés, appelé
peptidoglycane, qui lui confére sa forme et sa rigidite. Suivant la forme du sac de
peptidoglycane, on distingue trois grands groupes de bactéries: les bacilles, bactéries en forme
de batonnets, souvent dotés de flagelles, structures filamentaires qui font avancer I'organisme

dans un mouvement de rotation et de bascule; les cocci, bactéries sphériques qui peuvent
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s’agglutiner pour former des chalnes (comme les streptocoques, responsables d'une infection
de la gorge), ou comme des grains de raisin (staphylocoques); et enfin les spirilles ou
spirochetes, bactéries en forme de spirale ou de virgule (Treponema pallidum, a l'origine de la
syphilis), ou incurvée, les vibrions (Vibrio cholerae). D'autres bactéries, les mycoplasmes, sont
dépourvues de parois rigides, et par conséquent n'ont pas de forme déterminée. Certaines
bactéries ont besoin d'oxygéne, elles sont dites aérobies (Bacillus, Pseudomonas...) ; d'autres
ne peuvent pas survivre en milieu oxygéné, elles sont dites anaérobies. Les bactéries sont
classées en bactéries autotrophe, utilisation de carbone sous forme minéral, et bactéries

hétérotrophes utilisation de carbone sous forme organique (Mathieu, 2020).

3.1.1.1. Pseudomonas

Les Pseudomonas appartiennent aux protéobactéries. Ce groupe englobe la majorité des espéces
de bactéries phytopathogene : Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia (Schroth et al.,2006) Le
groupe de Pseudomonas se compose de batonnet, gram négatif mobile non sporulant elles
aerobie obligatoire les Pseudomonas ont un métabolisme mésophile et chimio-organotrophe. Il
est ubiquitaire et saprophyte de I'eau, des végétaux et des matieres en décomposition (Bossis et
al.,2000).

3.1.1.2. Bacillus

Les Bacillus sont des bactéries a Gram+, appartenant a la famille des Bacillacées. De forme
bacilles, elles sont aérobies ou anaérobies facultatifs, et tirent leur énergie de la respiration ou
de la fermentation. Ces bactéries produisent des endospores leur permettant de résister a des
conditions environnementales défavorables. Elles jouent un role dans les cycles du carbone et
de l'azote. L’espece Bacillus thuringiensis se distingue des autres bacilles du groupe cereus par
sa capacité a synthétiser et excréter des cristaux mortellement toxiques pour certains insectes.
Ces cristaux agissent en détruisant les cellules de I'intestin moyen des larves des insectes atteints

par ces toxines (Kang et al., 2005).

3.1.1.3. Clostridium

Clostridium est un genre bactérien regroupant des bacilles gram positifs anaérobies strictement
Et sporulés. lls assurent généralement leur mobilité par des flagelles péritriches. Les cellules
reproductives, dites forme végétative, ont la forme d'un bacille . Leurs endospores ont une

forme de quille ou de bouteille, ce qui les distingue des autres endospores bactériennes,
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généralement de forme ovoide. Les différentes espéces de Clostridium vivent dans les sols ou
le tube digestif des animaux, humains inclus (Kang et al., 2005).

3.1.1.4. Staphylococcus

Staphylococcus aureus est une bactérie de la famille des Micrococcaceae de forme sphérique
(coque), de 0,5 uma 1,5 um de diamétre. Ces coques a Gram positif se présentent généralement
en grappes, par paires ou en cellules individuelles compte tenu de 1’age de la culture. C’est une
bactérie non mobile, asporulée et aérobie facultatif possédant une catalase. Les staphylocoques
trouvés dans 1’eau et sol proviennent principalement de la peau, de la bouche, du nez et de la

gorge des baigneurs et occasionnellement d’une pollution fécale (Chantigny & Angers 2005)

3.1.2. Champignons

Ils se développent entre 10° C et 40°C. Les champignons supportent généralement bien les pH
acides et, dans de telles conditions, sont plus compétitifs que les bactéries pour 1’exploitation
d’un substrat. On ne doit cependant pas, pour autant, les considérer comme des organismes
acidophiles. En fait, ces organismes semblent pouvoir se développer dans des intervalles de pH
environnementaux assez larges. Beaucoup possedent, d’ailleurs, une gamme d’enzymes
capables d’attaquer un méme substrat a des pH différents (Belgarbi-Dutron, 2012). Un
champignon se détermine par son mode de sporulation. Les spores servent a la multiplication
du champignon. Elles ont une forme définie, ronde ou ovale plus ou moins allongée. Leur taille
varie de 2um a plusieurs dizaines de um. Elles se forment soit a I’intérieur d’un élément
filamenteux plus ou moins renflé, soit a I’extérieur, fixées a ’extrémité ou sur les ramifications
d’un filament ; elles peuvent encore étre formées par des organes particuliers. Le genre
Aspergillus est constitué de plus de 300 especes. Ces champignons sont ubiquitaires. Sur les
matiéres organiques, les cultures se couvrent de spores qui se détachent et sont véhiculées par
les vents, les courants d’air aussi bien au niveau du sol que de la haute atmosphere. Le foin ou
les grains moisis sont tres riches en spores. Le compost peut contenir 170 000 spores par
gramme de matiére. Dans les étables, la manipulation de foin moisi produit un véritable aérosol
de spores d’Aspergillus et de Penicillium pouvant dépasser 12.106 spores par me. Les
champignons du sol ou mycetes sont des levures, des champignons supérieurs et surtout des
moisissures des genres Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Rhizoctonia, Mucor, Trichoderna,
mais a la différence des bactéries, ils sont toujours hétérotrophes et aérobies. Les champignons

résistent mieux que les bactéries a la sécheresse et a l'acidité (Soltner, 2005 ; Bize et al., 2010).
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3.1.3. ROle des microorganismes dans le sol
Les microorganismes jouent un réle important a la fois dans la formation du sol et dans son
fonctionnement (Robert & Chenu, 1992). Parmi les roles de la microflore dans les sols arides
on peut citer les suivants :
-L’activité biologique est un facteur important de la genése et la formation des sols ;
-L’amélioration de la structure des sols, c’est ainsi que les champignons sont efficaces dans la
stabilisation des agrégats de sol, car ils ont la capacité de lier les particules du sol via plusieurs
mecanismes ;
v’ Les bactéries interviennent plutdt dans la stabilisation des particules de la taille des
argiles et des limons ;
v’ Certains microorganismes (algues), forment de véritables cro(tes protectrices contre
I’érosion et I’évaporation, et favorisent 1’installation des plantes ;
v’ Lasolubilisation des éléments minéraux indispensables a la vie des végétaux supérieurs
(Ca, P,K);
v’ La fixation de I’azote et du carbone atmosphériques ;
v Les microorganismes sont a la base de la production du carbone organique dans les

écosystemes, lorsque la biomasse végétale est faible.

3.1.4. Corrélation sol microorganisme

De nombreux organismes vivants sont présentes dans le sol, mais ils ne sont pas tous connus.
Ils assurent diverses fonctions parmi lesquelles le recyclage des éléments minéraux par
décomposition des fragments les plus fins de matieres organiques restitués au sol. Cette fonction
est principalement assurée par les micro-organismes de type bactéries ou champignons. Les
microarthropodes (la mésofaune) transforment de la matiere organique fraiche en de la matiére
organique plus évoluée. Le carbone des matiéres organiques est libéré sous forme de gaz
carbonique, I'Azote sous forme d’ammoniaque, de nitrites et de nitrates, le Phosphore sous
forme de phosphates, le soufre sous forme de sulfates, etc. Les Bactéries sont donc des
organismes destructeurs et minéralisateurs de la matiére organique vivante. Dans le cycle de la
matiere vivante, elles sont le chainon essentiel situé entre le mécanisme constructeur, c'est-a-
dire la synthése organique, et I'ensemble des substances minérales nécessaires a cette synthese.
Si elles n'existaient pas, si elles ne poussaient pas le mécanisme de destruction jusqu'a la
minéralisation, les matieres premiéres (Carbone, Azote, Phosphore, Soufre) feraient défaut et

le mécanisme constructeur par les Plantes ne serait pas possible. Si I'on ajoute a ce r6le essentiel
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des Bactéries, celui de servir encore accessoirement de nourriture a certains Animaux, on peut
bien répéter ma phrase du début et affirmer que sans le regne bactérien, il n'y aurait ni regne
animal, ni regne végétal, c'est-a-dire pas de vie dans les eaux. Quant aux vers de terre, ils
permettent notamment de maintenir la structure et la porosité du sol. Parmi les autres fonctions,
on peut citer la régulation des populations de bioagresseurs. Les organismes prédateurs vont
permettre de maintenir des équilibres au sein du sol entre les différentes espéces (Pambrun
2005).

3.2.  Diversité des microorganismes de I’eau

Il existe tout un ensemble d’organismes adaptés a la vie aquatique. Ces étres constituent la flore
(végétale et bactérienne) et la faune des eaux. Ils jouent chacun leur role dans I’équilibre
complexe qui régit les biotopes aquatiques, ou coexistent les producteurs primaires
(autotrophes) et les consommateurs d’organismes ou de molécules organiques (hétérotrophes).
Inversement, leur prolifération sous I’effet de certaines pollutions peut entrainer des nuisances
pour les usagers de I’eau, en particulier, lorsque les conditions optimales sont réunies, les algues
et les plantes aquatiques peuvent ériger par photosynthése des masses énormes de substances
organiques a partir des eléments nutritifs simples (C, N, P), avec des répercussions sur les
chaines alimentaires et la qualité des caux. Il s’agit des bactéries du genre Pseudomonas,

Escherichia coli et du genre Bacillus etc... (Vital et al., 2010)

3.2.1. Genre Pseudomonas

Ces bactéries, largement répandues dans I'environnement, vivent dans le sol et les eaux douces,
salées et saumatres, superficielles et souterraines, et sont y compris retrouvees vivantes pour
certaines souches dans les brumes, dans la pluies ou dans les nuages jusqu'a plus de 10 km
daltitude. Elles se retrouvent sur les plantes, dans les matiéres organiques non vivantes (denrées
alimentaires), entrainant, parfois, leur altération organoleptique. L'homme en a accru les
habitats, dont via le transport aérien, maritime et fluvial et jusque dans le sous-sol via la
fracturation hydraulique car on la retrouve aussi dans les boues de forages et fluides de
fracturation (Weldhagen et al., 2003 ; Kang et al., 2005)

3.2.2. Escherichia coli
La présence de E. coli dans I’eau témoignent d’une contamination fécale et suggére la

possibilité que d’autres bactéries ou virus d’origine digestive s’y trouvent. On considere que
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leur présence rend 1’eau impropre a la consommation. Ainsi, I’absence d’E. coli n’est pas une
assurance absolue d’absence de microorganismes pathogénes. Il est I’indicateur d’hygiéne idéal
pour I’analyse microbiologique des eaux. Certaines souches pathogénes d’E. coli sont connues
comme des agents responsables de gastroentérites infantile ou de la diarrhée du voyageur
(Cristian, 2008).

3.2.3. Genre Bacillus

Ce sont des bacilles a coloration de Gram positive, ou a coloration de Gram variable, aérobies
mais optionnellement aéro-anaérobies facultatifs. La forme végétative mesure de 2 a 5 um de
long sur 1 a 2 um de diamétre. Ce sont des bactéries sporulées. Le genre Bacillus peut aussi
étre associé a la présence d’un indicateur de contamination tel qu’Escherichia coli. Le genre
Bacillus tire son pouvoir pathogene de sa capacité d’adaptation aux conditions

environnementales et de sa capacité a secréter des toxines (Kawamura-Sato et al., 2005)

3.3.  Corrélation eau microorganismes

En dehors de ce role fondamental de destructeurs de matiére organique, et de minéralisateurs,
les Bactéries peuvent également jouer un réle dans la nutrition des Animaux microscopiques
du Plancton, et des Animaux qui pullulent a la surface ou dans la vase. L'activité des Bactéries
se résume en une remise en circulation des éléments nutritifs de I'eau. Les micro-organismes
sont toujours présents dans I’eau, en plus ou moins grande quantité. Dans ces milieux naturels,
ils jouent souvent un role d’épurateur qui dégrade aussi bien les déchets organiques que les
polluants qui s’y trouvent. De tous les micro-organismes présents dans ’cau, seul un petit
pourcentage est nuisible pour la santé. Pour la consommation humaine, 1’eau provenant des lacs
et des rivieres doit donc étre filtrée et décontaminée afin d’¢liminer tout microbe pathogene.
Les micro-organismes sont particulierement abondants dans les zones marécageuses. En plus
de servir de nourriture a de nombreux animaux qui a leur tour seront mangés par de plus gros,
ils « digérent » les matiéres polluantes présentes dans 1’eau, les transformant ainsi en particules
que les végétaux pourront absorber. Au sortir du marais, 1’eau est ainsi plus propre que
lorsqu’elle y est entrée. Comme c'est le cas pour tous les autres environnements terrestres, les
étendues d'eau contiennent une grande variété et une grande quantité de micro-organismes. On
y trouve des représentants de chaque type de micro-organismes : protozoaires, algues, bactéries,
champignons et méme des virus ! Heureusement pour nous, ces micro-organismes sont en

grande majorité inoffensifs pour les humains. Probablement que vous avez déja entendu parler
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de la « chaine alimentaire » dans laquelle les plantes sont mangées par les herbivores, puis les
herbivores par les carnivores. Dans les milieux aquatiques, les micro-organismes sont a la base
de cette chaine alimentaire. C’est leur présence dans 1’eau qui permet I’existence des poissons.
Les bactéries et les champignons sont tres importants dans la chaine alimentaire. Ils vont se
nourrir de tous les autres organismes ! Véritables nettoyeurs du systeme, ils décomposent la
majeure partie des organismes morts qui s’y trouvent (Hammes et al., 2010, Lautenschlager et
al., 2010)
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[Deuxiéme partie : Materiel et Méthodes]




1. MATERIEL
1.1.  Matériel biologique
Le matériel biologique était compose de sols et de I’eau contaminés provenant de la zone

aurifere de Kokumbo (Figure 7).

Figure 7: Echantillon de sol utilisé pour réaliser I’étude

1.2. Matériel technique

1.2.1. Appareillage

L’appareillage est constitu¢ d’une balance de type KERN pour les différentes pesées, un
autoclave de type NUVE model OT012 a été utilisé pour réaliser les stérilisations et aussi un
bain marie (Fisher Scientific Polytest 12) pour le refroidissement des milieux de cultures a
50°C. Les différents incubateurs ayant servi aux analyses sont : Memmert Model Uf750,
Memmert Beschickung/ Loading-Modell 100-800 Et Neo-Tech Sa.

1.2.2. Consommable

Le consommable utilisé est composé de boites de Pétri stériles (90 mm de diametre), des flacons
avec bouchon autoclavable pour la préparation des milieux de culture, des pipettes stériles de
1ml et de 5ml, une pipette Pump, des tubes a essai a vice pour les dilutions décimales, des
erlenmeyers pour les suspensions méeres. Une anse de platine, des étaleurs, une bouteille de gaz
avec bec bunsen, des béchers, des éprouvettes graduées, des sachets stomacher ainsi que tout le

matériel classique d’un laboratoire.
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1.2.3. Milieux de culture
Les milieux de culture ayant servi a la réalisation de cette étude sont les suivant :
v Le bouillon Eau Peptonée Tamponnée (EPT) (Difco)TM est utilisé dans les phases
d’enrichissement et de pré enrichissement des échantillons pour les analyses ;
v' La gélose Sabouraud au Chloramphénicol (Alpha Biosciences) est utilisée pour le
dénombrement des levures et moisissures ; dans les aliments et autres produits.
v Le milieu Rapid Staph pour la sélection et le dénombrement des Staphylococcus aureus
v Le milieu Rapid E. coli2 est utilisée pour la recherche et le dénombrement d’Escherichia
coli dans les denrées alimentaires, 1’eau et autres produits ;
v La gélose mossel est utilisée pour la recherche et le dénombrement de Bacillus dans les
denrées alimentaires, I’eau et autres produits
v La gélose cétrimide est utilisée pour la recherche et le dénombrement Pseudomonas
dans les eaux et autres produits
v La gélose PCA est utilisée pour le dénombrement la flore totale des microorganismes

dans divers produits

2.  METHODES

2.1.  Echantillonnage

2.1.1. Choix du site d’échantillonnage
Le choix du site de prélevement des échantillons a porté sur le site des activités miniéres de

Kokumbo. Située dans la région du bélier, au centre de la Cote d’Ivoire, la localité de Kokumbo
appartient au département de Djékanou. Elle se localise entre les latitudes 6°19 ‘et 6°34'N et les
longitudes 5°6' et 5°20'W. Le sol de la région repose sur de vastes massifs granitiques, des
roches meétamorphiques et des schistes. Les roches rencontrées sont généralement constituées
de granitoides, de roches vertes, de roches volcano-sédimentaires et de schistes. On rencontre
deux types d'aquiferes (altération et fractures). La ville située au pied du Mont Kokum, a 30 km
de Toumodi et a une quarantaine de kilometres de Yamoussoukro, posséde d'énormes gisements
d'or encore inexploités (Kouassi & Yapo, 2021). Un site d’extraction d’or clandestin, artisanal

avec des moyens extrémement rudimentaires (Figure 8).
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Figure 8: Exemple de site de prélevement des échantillons

2.1.2. Taille et répartition des échantillonnages

Au cours de ce travail 21 échantillons ont été collectés pour la réalisation de cette étude. Ils sont
composés de 19 échantillons de sol et deux échantillons d’eau provenant des lacs contaminés
par les résidus toxiques des activités miniéres.

2.1.3. Prélévement et transport des sols

Les échantillons ont été prélevés aseptiquement a une profondeur d’environ 15 cm. Les sols ont
été placés dans des sachets stériles et I’eau dans des tubes. Tous les échantillons collectés ont
été transportés de maniére aseptique au laboratoire pour effectuer les différentes analyses
microbiologiques.

2.2.  Techniques d’analyse microbiologique
2.2.1. Préparation des milieux de culture
Les différents milieux de cultures qui ont servis aux analyses microbiologiques ont été préparés

selon les prescriptions des fabricants mentionnées sur les différentes bottes.

2.2.2. Préparation de la suspension mere et des dilution décimales
La préparation de la suspension mere et des dilutions décimales a été réalisée selon la norme
NF EN ISO 6887-1, 2017 qui définit les régles générales pour la préparation de la suspension

mere et des dilutions décimales en vue d’examens microbiologiques.

2.2.2.1. Préparation de la suspension mere
Une quantité de 10 grammes de chaque échantillon de sol et de 10 ml d’eau est pesée
aseptiquement a I’aide d’une balance (KERN) puis déposés dans un Erlenmeyer. Un volume de

90 ml d’Eau Peptonée Tamponnée y est ajouté pour la revivification. Le mélange a été
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homogénéisé pendant 1 minute pour obtenir la suspension mére. Cette suspension est laissée au
repos pendant 30 minutes afin de permettre aux microorganismes de revivifier a la température

du laboratoire.

2.2.2.2.  Réalisation des dilutions décimales

La dilution décimale consiste a diminuer la densité de 1’échantillon en micro-organismes,
d'abord a 1/10 puis a 1/100 et ainsi de suite jusqu'a réduire la concentration microbienne de la
suspension mére au facteur de 10". Pour se faire, une quantité de 1 ml de suspension mére est
prélevée puis introduit dans premier tube a essai contenant neuf (9) ml d’eau distillée
préalablement préparée et stérilisée. Une autre quantité de 1mL est prélevée de nouveau dans
le tube précédent et introduite dans un second tube contenant aussi 9 ml d’eau distillée stérile.
Ainsi, cette opération va se poursuivre jusqu'a obtention de la dilution souhaitée pour la
réalisation du travail (Figure 9).

1mL 1 mL 1mL ImL 1mL

10 g de sol + 90 10" 10”7 107 10 10°
ml EPT :

Suspension mére Tubes contenant 9 mL d’eaun distillée stérile

Figure 9: Schéma de réalisation des dilutions décimales

2.2.3. Ensemencement, incubation et dénombrement

= Au cours de travail, un ensemencement a pris en compte la flore fongique et la flore
totale. Pour ce faire, un millilitre de chaque dilution obtenue est introduit dans les boites de
Pétri. Une quantité de 20 ml de milieu préalablement préparé est coulée dans la boite de Pétri.
L’ensemble est bien homogénéisé. Les boites ensemencées sont laissées sur la paillasse pour la
solidification de la gélose. Les boites ainsi solidifiées sont incubées a 25 °C pendant 7 jours
pour les dénombrements des levures et moisissures, et 30 °C pendant 3 jours pour les
dénombrements des germes aérobies mésophiles.

= Une autre quantité de 0,1 ml de chaque dilution décimale concernée est déposée dans

une boite de Pétri contenant 20 ml de gélose préalablement préparée et coulée. Puis les 0,1 ml
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sont ¢talés a la surface de la gélose a ’aide d’un étaleur stérile. Les boites ensemencées sont
incubées & 45 °C pendant 24 h pour la recherche et le dénombrement de E. coli, a 30 °C pendant
24 & 48 H pour la recherche et le dénombrement des Bacillus et & 37°C pendant 24 & 48 heures
pour la recherche et le dénombrement de Staphylococcus aureus et de Pseudomonas.

= Pour la recherche des spores de clostridies une quantité de 20 ml de I’inoculum est
traitée a 80°C pendant 10 min puis refroidie immédiatement a 1’eau contenant de la glace.
L’inoculum traité est ensemence par strie a ’aide de I’anse de platine sur le milieu TSN préparé
et coulé en boites de Pétri. Une deuxiéme couche de milieu TSN est coulée a la surface de la
premiére pour maintenir I’anaérobiose. Les boites de Pétri ensemencées sont toutes incubées a

37°C pendant 24 a 48 heures.

2.3.  Expression des résultats du dénombrement
Le nombre N qui représente 1’estimation de la population microbienne a été calculé selon

I'équation suivante

Y Ci

N (UFC / g) =
(N1 +0,1Np) d.V

N (UFC/g) : Nombre de germes par gramme de produit ;

> Ci: Somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues de dilutions successives ;
V : Volume de l'inoculum appliqué a chaque boite (en ml) ;

nl: Nombre de boites retenues a la premiere dilution considérée ;

n2 : Nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution considérée ;

d : Facteur de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.

2.4.  Isolement des microorganismes
Cette étape consiste a isoler les microorganismes de sol et d’eau aprés dénombrement. Les
milieux utilisés pour I’isolement sont des milieux sélectifs pour chaque microorganisme

recherché. I1 s’agit des milieux Mossel, Cétrimide, Rapid E. coli et Rapid staph.

2.5.  Purification et conservation des souches
Les isolats obtenus sont ensemencés par strie sur la gélose nutritive jusqu’a I’obtention des

cultures pures. Les souches pures sont conservées a -20°C dans du glycérol pour la suite des
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travaux (Lemriss et al., 2003). Les souches purifiées et conservées pour la suite des travaux
sont mentionnées dans le tableau 11 ci-dessous.

Tableau Il: Isolats conservés apres purification

- E. Staphylococcus . -
Origine coli Pseudomonas aUreus Bacillus | Clostridium | TOTAL
Lac 10 0 0 0 0 10
Sol et
_ 19 10 12 24 5 70
Cyanuration
TOTAL 29 10 12 24 5 80

2.6. Caractérisation phénotypique des souches

2.6.1. Caractérisations macroscopiques

Cette technique consiste a examiner les colonies par la loupe binoculaire (ZEISS 475022 G
x10) et a I’ceil nu (Williams & Cross, 1971). Les caractéristiques macroscopiques sont basées
sur la taille, la forme, la texture, ’observation des mycéliums (substrat et aérien) et les

pigmentations diffusibles sur les milieux de culture (Wei et al., 2014).

2.6.2. Caractérisation microscopique des souches

2.6.2.1. Test oxydase

La recherche de l'oxydase est un test fondamental pour l'identification des bacilles a Gram
négatif. Cette recherche consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie testée, a oxyder
la forme réduite incolore de dérivés N-méthylé du paraphényléne diamine, en leurs formes
oxydées semi-quinone rose-violacées. Sur un disque d’oxydase une colonie pure est déposée.

La présence de I’oxydase se manifeste par une coloration violette au bout de 10 secondes.

2.6.2.2. Test catalase
La catalase est une enzyme respiratoire qui catalyse la libération de molécules d'eau et
d'oxygéne a partir de peroxyde d'hydrogene selon la réaction suivante :

H>0, Catalase H,O+ % O,

Pour mettre en évidence cette enzyme, une partie de la colonie suspecte est diluée dans une
goutte d’eau oxygénée (H202) sur une lame porte objet propre. La présence des bulles d’air

traduit une réaction positive.
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2.6.2.3. Coloration de Gram

C’est une coloration différentielle de paroi bactérienne qui permet la distinction entre deux

groupes bactériens, Gram positif et Gram négatif. Le frottis coloré se réalise sur des bactéries

mortes. Sur une lame propre, une goutte d’eau distillée stérile est déposée. Les bactéries Gram

positif retiennent la coloration violette du violet de gentiane tandis que les bactéries Gram

négatif peuvent étre décolorées par 1’alcool et sont ensuite colorées en rose avec la safranine.

2.6.3. Caractérisation des isolats non-entérobactéries

Pour I’identification biochimique des isolats non-entérobactéries tels Staphylococcus,

Pseudomonas, Bacillus, certains tests discriminants ont éteé réalisés (Tableau I11).

Tableau I11: Quelques tests effectués sur les isolats non-entérobactéries

Microorganismes non-
entérobactéries

Tests discriminants

Pseudomonas

Frottis coloré

Test a ’oxydase

Test a la catalase

Test a I’indole

Dégradation du glucose

Test a la mobilité

Production du gaz

Utilisation du citrate comme seule
source de carbone

Staphylococcus

Frottis coloré
Test a ’oxydase
Test a la catalase

Fermentation du glucose sans gaz
Fermente ou pas le mannitol

Bacillus

Frottis coloré
Test a I’oxydase
Test a la catalase

Test a la mobilité
Utilisation du citrate comme seule
source de carbone

2.6.4. Identification biochimique des isolats présumés E. coli

Pour I’identification des isolats présomptifs de E coli, le portoir réduit de Leminor a été

utilisé. Plusieurs caractéres biochimiques ont été réalisés. Il s’agit entre autres :
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2.6.4.1. Mise en évidence de I'uréase (Gallaud, 2012)

L'uréase est une enzyme qui hydrolyse l'urée en ions d’ammonium et carbonate. La technique
consiste & ensemencer un milieu urée-Tryptophane par une colonie bactérienne, incubé a 37°C
pendant 24 h. En cas de réaction positive, la décomposition de 1'urée produit un dégagement

d’ammoniac, faisant virer le rouge de phénol présent dans le milieu au rose puis au rouge foncé.

2.6.4.2. Mise en évidence de la production d’indole

Le réactif Kovacs est destiné a la mise en évidence de la production d'indole par les bactéries
qui possedent un tryptophane. Le milieu urée est ensemencé a partir des colonies jeunes de 24
heures issues de la gélose nutritive. Aprés incubation du milieu urée pendant 24 heures a 37°C,
une goutte du réactif Kovacs est ajoutée dans le tube contenant I’urée. Si la réaction est positive
c’est a dire indole (+), il y a présence d’un anneau rouge vif bien marqué a la surface de 1’urée
Fermentation des sucres sur le milieu Kligler Hajna

Ce milieu permet d'eétudier la fermentation du glucose, du lactose, d'apprécier la production ou
non d’H2S et la production ou non de gaz a partir du glucose. Ce milieu est coulé en pente et
en culot. La technique consiste a ensemencer le culot par piqre puis la pente par des stries

serrées. La lecture se fait apreés 18 h a 24 h d’incubation a 37 °C.

2.6.4.3. Test de mobilité sur le milieu Mannitol Mobilité Nitrate

Ce test est réalise sur le milieu Mannitol Mobilité qui est coulé uniquement en culot. C’est un
milieu semi-solide. 11 est ensemencé par pigdre centrale. Les germes immobiles ne poussent
qu’au niveau de la piqlire centrale alors que les germes mobiles diffusent dans le milieu. Le

virage du milieu du rouge au jaune traduit que les bactéries utilisent le mannitol.

2.6.4.4. Test a Lysine Fer

Ce test se réalise sur le milieu Lysine Fer qui est coulé en pente et en culot. Son nom découle
de sa composition enrichie en fer. La technique consiste a ensemencer le culot par piqQre puis
la pente de la gélose par stries serrées, la lecture se fait apres 18 h a 24 h d’incubation a 37 °C.
Pour la lecture, les résultats seront interprétés en fonction de la coloration comme suit :

Culot jaune : LDC —: S’il y’a acidification du milieu par fermentation du glucose ;

Culot violet : LDC + : Si la bactérie fermente le glucose, et que le milieu a été réalcalinisé suite
a la décarboxylation de la lysine ;

Pente violette : LDA —: S’il y’a absence d’acide cétonique ;

Pente jaune : LDA + : S’il y’a présence d’acide cétonique provenant de la désamination de la

lysine.
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2.6.4.5. Utilisation du Citrate comme seule source de carbone

Ce test est effectué sur le milieu citrate de Simmons qui contient le bleu de bromothymol
comme indicateur de pH. Ce milieu est coulé uniquement en pente. La pente du milieu est
ensemencée avec une strie longitudinale puis incuber a 37 °C pendant 24 h. Seules les bactéries
capables d’utiliser le citrate comme seule source de carbone peuvent se cultiver sur ce milieu
en I’alcalinisant. Le virage du milieu qui était vert au départ, au bleu ou la présence des colonies

sur la pente signifie que les bactéries utilisent le citrate.

2.6.4.6. Recherche de la 3-galactosidase (ONPG)

Ce test est réalisé lors de I’identification de trés nombreuses bactéries (Gram + et Gram -).
La pB-galactosidase est une enzyme qui intervient dans le métabolisme du lactose.
L’utilisation du lactose par la bactérie requiert deux enzymes :

e la lactose perméase qui permet au lactose de pénétrer dans la bactérie

e la B-galactosidase qui catalyse I’hydrolyse du lactose en glucose et galactose.

La recherche de la B-galactosidase ne présente d’intérét que pour les bactéries lactose -.
En effet, toutes les bactéries lactose + possédent une B-galactosidase. A I’aide de la pente du
milieu Kligler Hajna contenant du lactose, une suspension tres dense est realisée en prélevant
des colonies puis en les introduisant dans un tube a hémolyse contenant de I’eau distillée stérile.
Un disque d’ONPG est introduite dans la suspension. Elle est incubée a 37 °C pendant 30

minutes (Tableau IV).

Tableau I1V: Lecture de orthonitrophényl-p-D-galacto-pyranoside (ONPG)

Observation Interprétation Conclusion
Coloration La bactérie a hydrolysé ’'ONPG La bactérie posséde la 3-galactosidase
jaune en ONP (produit coloré jaune) elle est dite ONPG +

La bactérie ne possede pas la p-
galactosidase
elle est dite ONPG -

Il n’y a pas d’ONP dans le milieu,

Incolore .
la bactérie n’a pas hydrolysé I’ONPG
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[ Troisieme partie : Résultats et Discussion ]




1. RESULTATS

1.1.  Evaluation des charges microbiennes issues des sols contaminés par les résidus de

I’activité miniére

Les charges moyennes au niveau de la flore fongique sont variables selon les échantillons

analysés. Ses charges sont comprises entre 5,9.10° ufc/g de sol et 2,8.10* ufc/g de sol. Il est &

noter que les autres charges des bactéries telles que Pseudomonas, Bacillus et les germes

Aérobies Mésophiles sont inférieures a 10° FC/g de sol. Les charges des Pseudomonas dans les

échantillons sont comprises entre 1,1.10* ufc/g et 8,3.10% ufc/g de sol, respectivement entre

2,3.102 ufc/g et 2,1.10% ufc/g de sol pour Bacillus. Quant a la flore totale, les charges sont

comprises entre 8,8.10% ufc/g et 7,1.10° ufc/g de sol (Tableau V).

Tableau V: Charge microbienne de microorganismes par gramme de sol

Echantillons Levures et Moisissures Pseudomonas Bacillus GAM
El 2,2.10* 1,9.10* 4,4.10? 6,7.10°
E2 8,6.10° 1,8.10* 9,2.10? 6,8.10°
E3 7,0.10° 2,1.10* 7,9.107 7,0.10°
E4 2,0.10* 2,1.10° 2,1.10° 7,1.10°
ES 1,9.10° 1,6.10° 1,7.10° 4,5.10°
E6 1,1.10* 1,2.10* 4,4.10° 1,0.10°
E7 5,9.10° 1,4.10 2,3.10° 2,6.10°
E8 1,5.10* 1,8.10* 1,2.10° 2,6.10°
E9 6,6.10° 1,1.10* 5,6.107 2,4.10°
E10 7,0.10° 8,3.10* 1,6.10° 1,9.10°
Ell 2,0.10* 1,8.10° 4,9. 10 9,8.10°
E12 2,0.10 1,3.10* 9,1.10? 1,4.10°
E13 1,2.10* 2,0.10* 2,5.107 1,0.10°
El4 9,5.10° 1,8.10° 3,7.10? 1,2.10°
E15 2,2.10% 2,8.10° 4,0.10? 2,5.10°
E16 3,3.10* 3,4.10" 5,9.102 2,8.10°
E17 2,7.10° 2,8.10° 7,1.10% 2,6.10°
E18 1,9.10* 2,4.10" 1,0.10° 1,7.10°
E19 2,8.10* 1,4.10* 1,3.10° 8,8.107

Charge 10° UFC/g de sol

microbienne dans
le sol (norme)

10° UFC/g dans le sol
(Morel, 1996)

(Balasubramanian & Rangaswami, 1978)

GAM : Germes Aérobies Mesophiles
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1.2.  Analyse macroscopique des colonies denombreées sur les différents milieux de
culture.

L’examen macroscopique des colonies dénombrées au travers des milieux de culture sélectives
utilisés a permis de connaitre de maniére provisoire quelques genres et espéces de bactéries.
Ainsi, Sur le milieu Pseudomonas, certaines colonies de Pseudomonas sont de petites tailles
mesurant environ 1 mm de diametre, lisses, bombées a bord régulier. D’autres par contre sont
de tailles moyenne mesurant 2 a 3 mm de diamétre avec des formes rondes, a bord irrégulier
bombée et produisant un pigment jaune vert. Par ailleurs sur la gélose Rapid staph, les
staphylocoques dorés sont des bactéries de petites tailles ou de tailles moyennes circulaires,
plates, variant de 0,7 & 2 mm de diamétre. Elles sont noires avec un halo translucide autour de
la colonie caractéristique de la production de lécithinase grace au jaune d’ceuf au tellurite de
potassium incorporé dans la gélose de base apres préparation. 11y a aussi production de la lipase
qui se caractérise par une zone opaque autour de la colonie.

Par ailleurs, les colonies de Bacillus se présentent sur le milieu Mossel sous forme de taille
moyenne avec un halo blanchatre au centre. Il y a production de Iécithine due au jaune d’ceuf
émulsionné incorporé dans la gélose de base. Sur la gélose sélective Rapid E. coli 2, Les
colonies de E. coli sont des bleues violettes a roses avec des tailles moyennes et des formes
rondes. Les colonies de clostridies sont de grosse taille allant de 3 a 4 mm de diametre. Elles
sont noires formant parfois un halo clair autour de la colonie caractéristique de la production
d’une Iécithinase due au jaune d’ceuf incorporé dans la gélose. Elles dégagent une odeur tres

intense (Tableau VI).
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Tableau VI: Description macroscopique des colonies dénombrées sur milieux de culture

Milieu de Germe Boite de Pétri Caractéres observés
culture recherché
r Colonies de 2 a3 mm de
diametre a bord irrégulier
bombée, pigment jaune-
Gélose Pseudomonas vert
Pseudomonas spp _ o
—Colonies plus petites lisses
bombées a bord régulier,
Colonies de taille
500 A moyenne, circulaire, noires
Gélose . 5 ) & formant des halo
Staphylococcus o . translucides autour, plates,
Rapid Staph aureus ¥ production de lecithinase
Colonies moyennes roses a
contour irrégulier, gluante,
Gélose surface brillante et marge
Bacillus dentelée
Mossel
Colonies violettes a roses,
taille moyenne
Gélose
E. coli
Rapid E. coli 2
. Colonies de grosse taille, 3
. & a 4 mm de diameétre,
Clostridi produisant une odeur tres
. ostridium :
Gélose TSN - Intense
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1.3.  Isolats issus de résidus de cyanuration, du sol et des minerais apreés observation
microscopique

Des caracteres biochimiques diverses ont été observés au cours de ce travail. Il s’agit de
quelques tests d’orientation qui ont permis d’affirmer le genre et souvent ’espece des germes
avant d’autres tests complémentaires qui permettront de les confirmer. Ainsi, parmi les
caracteristiques biochimiques de Pseudomonas, il y a la production d'un cytochrome C oxydase
et de la catalase positive. Il est mobile par ciliature et fermente le glucose en produisant du gaz.
C’est une bactérie gram négative ne produisant pas d’indole. Cette bactérie n’utilise pas le
mannitol et le lactose. Cependant elle utilise le citrate comme seule source de carbone. En
observant le frottis coloré, il est a noter qu’elles apparaissent la plupart du temps isolées ou en
diplobacilles. La coloration de Gram effectuée sur les isolats de staphylocoques a montré que
ce sont des coques a Gram positif arrondis, groupés en diplocoque, en chainette ou souvent en
amas. Ses bactéries sont immobiles et dépourvues de spores.la décomposition de 1’eau
oxygénée montre qu’elle dispose d’une catalase, il y a absence d’oxydase.

Les souches de Bacillus ne produisent pas de cytochrome C oxydase, mais la catalase est
positive. Ce sont des bacilles Gram positive utilisant le citrate comme seule source de carbone.
Ils sont généralement mobiles.

Concernant les Clostridium, les tests d’orientation réalisés ont révélé qu’il y a production de
gaz et d’acide sulfurique. 1l y a eu utilisation du glucose et la fermentation du mannitol et le test
de mobilité a été négative. Elle est dépourvue d'une cytochrome C oxydase et ne produit pas de
catalase non plus. Il y a production de la lécithine due a la présence du jaune d’ceuf additionné
au milieu de base la coloration de gram a permis de voir que ses bactéries sont en chainette ou

en diplobacilles formant des spores terminales ou subterminales (Tableau VII).
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Tableau VII: Tests d’orientation de quelques germes isolés du sol et des résidus de
cyanuration et minerais

Isolats Coloration de Gram Tests de Confirmation du
présomptifs de confirmation genre
effectués
Gluc + mob +

Pseudomonas

indol- cat+ oxy +,
lact-, gaz+, ureé -,
citrate +, man-,

Pseudomonas spp

NS Cat+, oxyd-, man-
Staphylococcus ‘;;g. i’ Y “; Staphylococeus
"B Yo o Glo+ 5pp
. Cat+, oxyd-, cit+, .
Bacillus mob+Bacillu Bacillus spp
r - by ¢ L
' ‘% V..'bl v Lécithinase +,
: > b-, gluc+
! LA 2 mob-, gluc+,
3 ‘\' W Ty A4 Mans, HosH
\ \ ~ o gaz+, cat-, oxyd-
Clostridium Clostridium spp
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1.4.  Caracteres biochimiques des isolats présomptifs de E. coli issus du lac Balo

Les isolats présomptifs de E. coli issus du lac Balo ont été identifiés a 1’aide du portoir réduit
de Leminor. L’analyse des différents caractéres étudiés renseigne que tous les isolats issus du
lac Balo ne sont pas des souches de E. coli. Il y a des souches de du genre Shigella retrouvées
dans ce lac. Toutes ses bactéries sont des BG-, catalase positive et ne produisent pas du
cytochrome C oxydase. L’analyse du Tableau VIII montre que tous les isolats fermentent le
mannitol et produisent du gaz. Par ailleurs certains isolats de Escherichia coli sont mobiles
tandis que d’autres ne le sont pas. Il est a noter aussi que toutes les souches de Escherichia coli
possedent la B-galactosidase signe que les bactéries ont hydrolysées ’ONPG en ONP. Par
ailleurs ’analyse du tableau révele que toutes les souches de Escherichia coli n’utilisent pas le
citrate comme seule source de carbone et n’hydrolysent pas le sulfate en sulfure d’hydrogene.
A T’exception des souches de Shigella qui sont citrate positive et qu’elles ne possédent pas la

B-galactosidase (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Identification par le Portoir réduit de Leminor des isolats présomptifs de Escherichia coli et autre coliformes du lac Balo

Isolats | Gram | Cat | Oxyd | Urée | Ind | Gluc | Lac | Gaz | H.S | Man | Mob | LDA | LDC | Cit | ONPG Nom
1 Bg- + - - + + + + - + + + - - + Escherichia coli
2 Bg- + - - - + - + - + - + - + - Shigella
3 Bg- + - - + + + + - + + + - - + Escherichia coli
4 Bg- + - - - + - + - + - + - + - Shigella
5 Bg- + - - + - - + - + - + - - + Escherichia coli
6 Bg- + - - + + + + - + + + - - + Escherichia coli
7 Bg- + - - - + - + - + - + - + - Shigella
8 Bg- + - - + + + + - + - + - - + Escherichia coli
9 Bg- + - - - + - + - + - + - + - Shigella
10 Bg- + . . + + + + B} + B} + . . + Escherichia coli

Cat : catalase, Oxyd : Oxydase, Ind : Indole, Gluc : Glucose, Lac : Lactose, Man : Mannitol, LDA : Lysine désaminase, LDC : Lysine décarboxylase, Cit :
Citrate, ONPG : orthonitrophényl-B-D-galacto-pyranosid



1.5.  Caracteres biochimiques des isolats présomptifs de E. coli issus des résidus de
cyanuration, du sol et des minerais

Les isolats présomptifs de E. coli issus des résidus de cyanuration, du sol et des minerais ont
¢té identifiés a I’aide du portoir réduit de Leminor. L’analyse des différents caracteres étudiés
renseigne que tous les isolats ne sont pas des souches de E. coli. Par ailleurs plusieurs genres
ont été donc été identifiés. Il s’agit des genres Klebsiella, Enterobacter, Escherichia et
Citrobacter. Toutes ses bactéries sont des BG-, catalase positive et produisent du cytochrome
C oxydase. L’analyse du tableau montre que tous les isolats fermentent le mannitol et
produisent du gaz. A I’exception des souches de Serratia, toutes les autres souches sont
positives au test dev ’ONPG. Aucune souche n’est productrice d’acide sulfurique. Par ailleurs
hormis les souches de Klebsiella toutes les autres sont urée négative. 11 est aussi a noter que a
part le genre Serratia, les autres genres trouves sont des coliformes donc fermente le lactose.
Toutes les autres souches utilisent le citrate comme seule source de carbone a I’exception de
celles de E. coli qui n’utilisent pas le citrate comme seule source de carbone et n’hydrolysent

pas le sulfate en sulfure d’hydrogéne (Tableau 1X).
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Tableau 1X : Identification par le Portoir réduit de Leminor des isolats présomptifs de Escherichia coli

Isolats | Gram | Cat | Oxyd | Urée Ind | Gluc | Lac | Gaz | H2S | Man | Mob | LDA | LDC Cit ONPG Nom
1 Bg- + - + + + + + R + - + R + + Klebsiella
2 Bg- + - + + + + + - + - + R + + Klebsiella
3 Bg- + - + + + + + - + - + R + + Klebsiella
4 Bg- + . + + + + + - + - + - + + Klebsiella
5 Bg- + i i i + + + - + + + . + + Enterobacter
6 Bg- + j j j + + + . + + + - + + Enterobacter
7 Bg- N j i i + + + . + + + _ + + Enterobacter
8 Bg- + i i i + + + . + + + _ + + Enterobacter
9 Bg- + i i i + + + . + + + _ + + Enterobacter
10 Bg- + - - - + + + - + + + - + + Enterobacter
11 Bg- + - - - + - + - + + + - + - Serratia
12 Bg- + . - + + + + - + + - - + Escherichia coli
13 Bg- + - - + + + + - + + - - + Escherichia coli
14 Bg- + j ] + + + - + - + R - + Escherichia coli
15 Bg- + - - + + + - + - + - - + Escherichia coli
16 Bg- + ) - - + - + - + + + - + - Serratia
17 Bg- + - i i + ) + ) + + + ) + ) Serratia
18 Bg- + - - + + + + - + + + - - + Escherichia coli
19 Bg- + - i i + ) + ) + + + ) n i Serratia

Cat : catalase, Oxyd : Oxydase, Ind : Indole, Gluc : Glucose, Lac : Lactose, Man : Mannitol, LDA : Lysine désaminase, LDC : Lysine décarboxylase, Cit : Citrate, ONPG :
orthonitrophényl-B-D-galacto-pyranosid



1.6.  Prévalence des isolats identifiés par le portoir réduit de Leminor

1.6.1. Prévalence des isolats identifiés du lac

Deux especes de bactéries ont été identifiées a I’aide du portoir réduit de Leminor. Il s’agit de
Escherichia coli avec un taux estimé a 60 % contre un taux de 40 % pour le genre Shigella
(Figure 10).

= Escherichia
coli

60%

Figure 10: Répartition des isolats issus du Lac

1.6.2. Prévalence des isolats identifiés du sol et des résidus de cyanuration
L’identification des isolats issus du sol et des résidus de cyanuration par le portoir réduit de
Leminor révele quatre genres de bactéries avec une prédominance du genre Enterobacter (31,58
%). 1l est suivi par E. coli (26,32) et du genre Klesbsiella et Serratia avec un taux de 21,05 %
chacun (Figure 11).

= Escherichia coli
= Enterobacter
21,05 ’

31,58

= Klebsiella
Serratia

Figure 11: Répartition des isolats issus du sol et des résidus de cyanuration
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2. DISCUSSION

L'objectif général de ce travail est d’étudier les communautés microbiennes présentes dans le
sol et ’eau du site d’orpaillage de Kokumbo qui ont une activité de bio-remédiation propice
pour une agriculture durable. En effet, la fertilité du sol dépend de diverses communautés de
microorganismes présente dans le sol.

L’analyse est essentiellement microbiologique et les résultats sont comparables a ceux d’autres
auteurs, avec quelques différences pour certains parametres liés probablement a des critéres
biologiques. Au cours de ce travail, les charges trouvées apres les différentes analyses sont
inférieures & 10° UFC/g dans le sol pour les levures et & 10° UFC/g pour les bactéries. Selon les
travaux réalisés par Morel (1996) la charge normale en flore fongique que devrait contenir 1g
de sol pour qu’il soit propice a I’agriculture est 10° UFC/g dans le sol. L’activité enzymatique
reflete la biomasse microbienne seulement métaboliquement active tandis que le nombre de
microorganismes refletent a la fois la population active et inactive de micro-organismes (Rogers
et al, 2001). A travers ces résultats, il faut souligner que, les microorganismes occupent une
place importante dans la fertilité du sol. Les résultats obtenus au cours de ce travail sont
semblables a une étude réalisée par Bertschinger et al (2003). Ces auteurs ont révelé apres
analyses que la population microbienne d’un sol constitue le maillon final de la chaine trophique
par laquelle transite le carbone et les éléments nutritif des matiéres organiques avant de
redevenir disponible pour la plante et on considére un sol fertile lorsque qu’il contient 10°
UFC/g dans le sol pour les levure et moisissures et 10° UFC/g pour les bactéries dans le sol.
Par ailleurs selon les travaux de Soltner, (2005), les bactéries constituent 1’essentiel de la
microflore du sol et sont extrémement nombreuses avec des charges comprises entre 10° et 10°
ufc/g de sol. Dommergues & Mangenot (1970), ont également affirmé lors des travaux
antérieurs, que les sols soumis a des conditions écologiques tres endommager pas les produits
chimiques, les densités bactériennes sont évidemment beaucoup plus faibles. Quant a la faible
teneur de microorganisme sur le sol contamine elle se justifie par les activités miniéres
occasionnées par I’utilisation de produits chimiques toxiques tels que le mercure et le plomb
qui dégrade I’environnement et le sol. lls sont également a ’origine de la pollution du sol de
I’eau. Les microorganismes ont donc une grande influence dans la fertilisation du sol ils
améliorent ses propriétés physiques (stabilité structurale, capacité de rétention en eau,) et
chimiques par la libération progressive des éléments nutritifs et I'augmentation de leur pouvoir
absorbant en éléments minéraux (Callot et al.,1982). L’analyse macroscopique et

microscopique a permis de connaitre de maniére provisoire quelques genres et espéces de
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bactéries. Ainsi, parmi les caractéristiques biochimiques de Pseudomonas, il faut noter la
production d'un cytochrome C oxydase et de la catalase est positive. Certaines colonies de
Pseudomonas sont de petites tailles mesurant environ 1 mm de diamétre, lisses, bombées a bord
régulier et ses résultats sont sensiblement identique avec ceux de Abdou (2002), qui a affirmé
dans des études passées que certaines colonies de Pseudomonas sont de grande taille (1 a 3
mm), & bords irréguliers et d’autres plus petites (1 a 2 mm), lisses, régulieres, bombées. Les
staphylocoques dorés sont des bactéries de petites tailles ou de tailles moyennes circulaires,
plates, variant de 0,7 & 2 mm de diametre et la coloration de Gram effectuée sur les isolats de
staphylocoques a montré que ce sont des coques a Gram positif arrondis, groupés en diplocoque,
en chainette ou souvent en amas. Ces résultats sont semblables a ceux de Benchouk, et al (2017)
qui affirme que les staphylocoques dorés se présentent comme une coque en amas (grappes de
raisin), Gram positif et catalase positif. Sa teneur en caroténoides lui confere une couleur doreée.
Les souches de Bacillus ne produisent pas de cytochrome C oxydase, mais la catalase est
positive. Par ailleurs, les colonies de Bacillus se présentent également sur le milieu Mossel sous
forme de taille moyenne avec un halo blanchatre au centre. Ce sont des bacilles Gram positive
utilisant le citrate comme seule source de carbone. Ils sont generalement mobiles. Ces reésultats
sont semblables aux études antérieures réalisées par Chantigny et al (2005) et Clément &
Pieltain (2009).

Concernant les Clostridium, les tests d’orientation réalisés ont révélé qu’il y a production de
gaz et d’acide sulfurique. En ce qui concerne leur caractérisation macroscopique les colonies
de clostridies sont de grosse allant de 3 a 4 mm de diameétre. Elles sont noires formant parfois
un halo clair autour de la colonie caractéristique de la production d’une lécithinase due au jaune
d’ceuf incorporé dans la gélose (ES-Skalli, 2015). Par ailleurs, sur la gelose sélective Rapid E.
coli 2, les colonies de E. coli sont des bleues violettes a roses avec des tailles moyennes et des
formes rondes. Ces résultats sont semblables a 1’étude réalisée par Colas, (2012). Cela se
confirme par les écrits de Djerbaoui (2011) qui affirme que les colonies de E. coli se
développent sous forme de colonies rouge sombre au contour fortement marqué, bleues
violettes a roses avec un reflet métallique vert chatoyant. La morphologie de ces
microorganismes est fortement influencée par la composition du milieu de culture et le temps
d’incubation. L’action des micro-organismes peut aller dans le sens de la solubilisation
(production d’acide et de composés complexant etc.) ou de I’insolubilisassions (formation de
sulfures métalliques insolubles, bioaccumulation et bio sorption par les micro-organismes) des

métaux lourds (Djerbaoui, 2011).
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De maniere globale, les métaux exercent une pression sélective augmentant la tolérance de base
de certains microorganismes, mais diminuent la biodiversité des microorganismes retrouves
dans ces sols en comparaison avec des sols non pollués. La sensibilité des microorganismes
peut se traduire par une diminution de I'expression protéique alors qu'une augmentation de
I'expression protéique signifierait une tentative d'adaptation au nouveau contaminant
(Piquette & Wintz, 2009). Chez les bactéries, les génes codant pour I'expression des protéines
impliquées dans ces mécanismes sont principalement plasmidiques, bien que quelques-uns

soient chromosomiques (Romdhane, 2011).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

= Conclusion

L’étude menée au niveau du site d’orpaillage de Kokumbo consiste a évaluer la qualité du sol
et de I’eau par la caractérisation de la microflore pour une bioremédiation. Au terme de ce
travail de recherche, nous avons constaté qu’il existe une diversité de microorganisme dont la
charge varie selon leur habitat (I’eau ou sol). Les résultats du dénombrement des différents
groupes microbiens montrent une variation de la biomasse microbienne en fonction du sol, la
charge microbienne recommandée pour une meilleure fertilisation du sol et une bonne
productivité des cultures était en dessous de la norme recommande.

Les résultats des analyses des échantillons d’eau prélevée montrent la présence d’Escherichia
coli et de Shigella spp. D’une manicre générale ’activité microbienne au niveau des sites
d’orpaillage de Kokumbo présente un risque sanitaire pour 1’eau et une menace pour la

productivité des cultures.

= Perspectives
Il serait plus important de prendre en compte les autres sites d’orpaillage de Cote d’Ivoire pour
approfondir cette étude a savoir : la réalisation d’une analyse comparative entre la microflore
sur les sites d’orpaillages et les sites de cultures, la connaissance du réle des champignons dans
la dégradation des hydrocarbures et leurs relations avec les bactéries et également la
valorisation de cette méthode a grande echelle et favoriser les technologies « in situ » dont la

bioremédiation.
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RESUME

En Cote d’Ivoire, les revenus miniers sont en constante progression depuis plusieurs
années, I’orpaillage prend donc de I’ampleur trés rapidement et touche de nombreuses
régions. Cependant méme si 1’orpaillage participe au développement économique, son
Impact sur I’environnement est indéniable. L'objectif général de ce travail est d’étudier
les communautés microbiennes présentes dans le sol et I’eau du site d’orpaillage de
Kokumbo qui ont une activité de bio-remédiation propice pour une agriculture durable.
Apres I’isolement des, les souches ont été caractérisées et identifiées par des méthodes
phénotypiques et biochimiques. Les résultats ont montré la présence de genres Bacillus,
Clostridium, staphylococcus, Escherichia coli, Pseudomonas avec dominance du genre
Escherichia coli et d’autres type de souche bactérienne. Pour terminer, le défi le plus
important serait de valoriser ces souches afin de les utiliser pour effectuer une activité
de bio-remédiation propice pour 1’agriculture durable.

Mots clés : Orpaillage, microorganismes, bioremédiation, agriculture

ABSTRACT

In Cote d'lvoire, mining revenues have been steadily increasing for several years, so
gold panning is expanding very rapidly and affecting many regions. However, even if
gold panning contributes to economic development, its impact on the environment is
undeniable. The general objective of this work is to study the microbial communities
present in the soil and water of the Kokumbo gold mining site which have a bio-
remediation activity conducive to sustainable agriculture. After isolation of the
microorganisms, the strains were characterized and identified by phenotypic and
biochemical methods. The results showed the presence of Bacillus, Clostridium,
Staphylococcus, Escherichia coli, Pseudomonas with dominance of the genus
Escherichia coli and other types of bacterial strains. Finally, the most important
challenge would be to valorize these strains in order to use them to perform a bio-
remediation activity suitable for sustainable agriculture.

Keywords: Gold panning, microorganisms, bioremediation, agriculture



