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The fate of an experimental oil pollution of intertidal sediments in a sheltered beach 
of North Brittany (France) has been investigated over a 16-month period. Chemical 
treatments were applied to two of the three contaminated plots by premixing oil 
respectively with dispersant and biodegrading agents. The physico-chemical and 
bacteriological characteristics of the polluted areas weke followed with the purpose of 
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154 G. BODENNEC ETAL.  

identifying the limitating parameters for oil microbial degradation and the effect of 
treatments. The concentration of hydrocarbons in the oiled sediments did not change 
significantly during the experimental period. Spectrofluorimetric and chromatographic 
data showed that the main evolution of oil concerns the degradation of n-alkanes and 
the removal of light aromatics. Biodegradation of hydrocarbons occurred at a 
measurable rate only during the warm seasons (average temperature 18 2°C) causing 
after sixteen months the disappearance of more than 80% of the n-alkanes fraction 
independently of the pollution sediment level and the chemical treatment of the 
experimental plots. However the biodegradation of n-alkanes proceeded during the 
first months, at different rates, inversely depending on oil content in the collected 
samples. 

The main limitating factor is dissolved oxygen according to the fact that spilled oil 
was located at 3-5cm depth in a poorly oxygenated zone characterized by low redox 
potential. Nutrients were not a limitating factor probably due to domestic and 
agricultural inputs in this area. A marked bacterial growth was observed two weeks 
after the oil spill with a relative increase in hydrocarbon degrading bacteria with 
respect to total heterotrophs. Degradation rates, based on C14 n-hexadecane experi- 
ments, seem to follow the same way than specific bacterial counts (plate technique). 
Specific bacteria are always high at the end of our 16 months’ field experimentation. 

In the laboratory as well as in the field experiments, the same behaviour of 
untreated and chemically treated oil was observed in partially anaerobic sediment. 

KEY WORDS: Biodegradation, oil pollution, field experiments, chemical and 
microbial studies, dispersant, biodegradation enhancement. 

Dans le but de mieux cerner les facteurs limitant le processus de biodtgradation du 
pttrole dans les sediments marins, du pttrole brut (BAL 110) a ttt epandu avec et 
sans produits de traitement i 3 cm de profondeur dans le sable d’une plage abritke de 
Nord-Bretagne (France). Un suivi chimique et bacttriologique a CtC effectub pendant 
16 mois (de mai 1984 a septembre 1985) parallelement a des experimentations 
complkmentaires en laboratoire. 

Les rksultats de l’experimentation “in situ” ont mis en evidence que l’oxygkne 
dissous et la temperature de l’eau interstitielle sont les principaux facteurs condition- 
nant la biodegradation des hydrocarbures de cette zone peu oxygtnke. Par contre, les 
sels nutritifs azotes sont encore en quantites apprtciables et influencent vraisemblable- 
ment peu la vitesse de biodegradation. Leur origine est probablement a relier avec des 
apports d’origine domestique ou agricole. 

On observe, pour les parcelles contaminies, une adaptation progressive des 
bacttries a leur environnement pollub. Les fractions hydrocarbontes les plus 18geres 
disparaissent en quelques semaines. Quant aux fractions mCtabolisables, qui entrent 
pour environ 10% dans la composition du pbtrole brut utilise, elles sont biodCgradCes 
essentiellement pendant les deux saisons chaudes ayant suivi 1’8pandage du pttrole 
dans le stdiment; l’essentiel du pttrole restant donc, aprts 16 mois de suivi, incorpori 
dans les sediments. 
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OIL SPILL ON A SANDY BEACH 155 

Les deux produits de traitement testes (un dispersant et un accklkrateur de 
degradation) ne provoquent pas d’augmentation significative du taux de biodtgrad- 
ation de la fraction mktabolisable du pttrole constituee essentiellement par les n- 
alcanes. Ces similitudes de comportement entre le pttrole trait6 et le pktrole non trait6 
ont egalement Bt6 verifiees i partir des exptrimentations de laboratoire: les teneurs en 
n-alcanes dans les bacs contamines restent voisines, apres un suivi de 80 jours. Wr 
contre, en favorisant l’incorporation du pttrole dans le sable, le dispersant et I’agent 
biodtgradant ralentissent 16gkrement le relargage et la dissolution des fractions 
petrolieres. Cette dissolution s’effectue en quelques semaines et se limite aux alcanes 
lintaires ltgers et aromatiques a 1 et 2 noyaux. 

MOTS CLES: Biodigradation, pollution petrolitre, sediment marin, suivi chimique 
et microbiologique, produits de traitement. 

INTRODUCTION 

Les pollutions pttrolieres reprtsentent une des principales sources de 
contamination organique du milieu marin. En general, une fraction 
importante du pttrole rtpandu est tliminee en mer par les processus 
physiques d’evaporation et de dispersion dans la colonne d’eau. 
Cependant, dans le cas d’un dkversement a proximitt des cbtes, une 
proportion notable de petrole brut ou trait6 en mer peut atteindre le 
littoral et s’incorporer au sediment. Les hydrocarbures pitgks en 
profondeur, dans la colonne stdimentaire, vont s’tliminer principale- 
ment par biodegradation, processus qui peut se reveler tres lent et 
entrainer la persistance de la pollution pendant plusieurs anntes. Le 
potentiel d’auto-tpuration du milieu marin depend de nombreux 
facteurs tels que I’importance du dtversement, la nature du pitrole, 
les caracttristiques geomorphologiques et sedimentaires du site, la 
presence d’une microflore adaptee A degrader les hydrocarbures et 
les facteurs d’environnement, notamment la temptrature et la teneur 
en nutriments et oxygene dissous. Une meilleure connaissance des 
parametres regulant l’activitk bactkrienne permettrait d’agir sur les 
facteurs favorisant le biodtgradation des hydrocarbures en milieu 
naturel. Les nombreuses Ctudes rtalisees notamment apres les recents 
accidents pktroliers: Amoco Cadi,, Ixtoc,2 Tanio3 ont montri que 
la vitesse de degradation de la fraction mktabolisable d’un pttrole 
dtpendait fortement des caracteristiques physico-chimiques du bio- 
tope. I1 apparait donc ntcessaire, pour Stre en mesure de choisir la 
technique de restauration la mieux adaptee a un site donne, 
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156 G. BODENNEC ETAL. 

d’identifier les facteurs limitants de la degradation petroliere pour un 
certain nombre de sites reprtsentatifs potentiellement vulnerables. 

Pour mieux cerner l’influence des param6tres d’environnement, il 
est necessaire d’opkrer dans un Ccosystime contr616 dkfini sur une 
portion de site suffisamment importante pour Etre representative du 
milieu naturel. On sait que l’introduction massive d’une source de 
carbone dans le biotope marin conduit a une exaltation de l’activite 
microbienne impliquee specifiquement dans la transformation des 
constituants carbones. La limitation du processus d’auto-epuration 
est principalement attribute a un dtficit en oxyg6ne, azote et 
phosphore dans le mi lie^.^-^ Ces considerations ont entrain6 le 
developpement de nombreux produits utilises comme “engrais” pour 
accelerer la degradation du pttrole. Ces produits sont essentiellement 
constituts de substance azotkes et/ou phosphortes sous forme lipo- 
soluble pour tviter leur trop rapide dispersion dans l’eau de mer. 
Par ailleurs, l’action des micro-organismes nkcessite un contact 
hydrocarbures/micro-organismes rendu possible par une mise en 
emulsion des produits petroliers dans la phase aqueuse. La relation 
entre la taille des gouttelettes d’huile et le taux de croissance des 
bacttries a fait l’objet de nombreuses etudes theoriques et exptri- 
men tale^.^ -9 Une diminution de la tension interfaciale (petrole/eau) 
favorise la pseudo-solubilisation des hydrocarbures au cours de la 
croissance des micro-organismes qui excritent des biopolymQes a 
propriktes tmulsifiantes et surfactantes. Cette “mise en condition” 
prealable et necessaire du petrole avant tout processus de bio- 
degradation a conduit au developpement de nombreux agents tensio- 
actifs et acckltrateurs de degradation, destines rendre le petrole 
davantage disponible a l’attaque bacterienne. L’efficacite de ces 
produits, mis au point par les compagnies pttrolieres, a etC test6e dans 
difftrentes zones marines y compris dans l’Ocean Antarctique.’O. 
Toutefois, I’utilisation des produits de traitement est controverke en 
raison des effets toxiques qu’ils induisent sur la faune et la flore 
marines. 

Le but principal de cette ttude est de mieux connaitre les 
conditions de biodkgradabilitt “in situ” d’un pttrole brut leger 
(BAL 110) dans les sediments marins, d’tvaluer l’influence de deux 
produits de traitement-un dispersant et un accklkateur de 
dkgradation-sur l’evolution a court et moyen terme du pttrole 
pikg6 dans les sediments, et de connaitre leurs effets sur la flore 
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OIL SPILL ON A SANDY BEACH 157 

bactkrienne. L‘ttude a t t t  rtaliste A partir d’observations de terrain 
sur une pkriode de 16 mois et d’expkrimentations en laboratoire 
dans des conditions contrdtes. 

MATERIEL ET METHODE 

Experimentation sur le terrain 

L’expkrimentation a tte menee en zone intertidale, au milieu d’une 
vaste ktendue de sable fin, dam l’anse de Kernic a Plouescat (Nord- 
Bretagne, France). Quatre parcelles de 3 x 3 m, espactes chacune de 
5m, (Figure l), ont ktk dklimittes par relevks topographiques dans 
la zone de balancement des markes. Elles seront respectivement 
dksignkes par les lettres T (parcelle ttmoin), B (parcelle contaminke 
uniquement par le pttrole BAL llO), BA (parcelle contaminke par 
du BAL 110 trait6 a l’acctlkrateur de dkgradation), BD (parcelle 
contaminke par du BAL 110 trait6 au dispersant). Au niveau du site 
expkrimental, la plage est constituke d’une couche d’une dizaine de 
centimetres de sable fin a moyen (mediane 0.28mm avec 
Q ,  = 0.22 mm et Q, = 0.40 mm) sur un support de sable grossier. 
Le pktrole rkpandu est un “Brut Arabian Light” kt&tk par distil- 
lation sous vide a 110°C (densitt 0.858, viscositk 60 cSt a 20°C). Les 

Figure 1 Localisation du site d’expkrimentation et de l’implantation des parcelles. 
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158 G. BODENNEC ETAL. 

produits de traitement sont prt-mtlangts au pttrole a la con- 
centration de 6%. Le dispersant est constitute par un mtlange de 
tensio-actifs non-ioniques du type tthers de polytthylkne-glycols 
dans l’isopropanol. C’est un dispersant concentrt dit de troisikme 
gtntration. L’acctltrateur de biodtgradation (additif) est destint a 
alimenter les micro-organismes en Cltments nutritifs essentiels ( C ,  N ,  
P). I1 est formt d’urte comme source d’azote directement assimilable 
par les bacttries, de N-alkyl propylkne polyamines, de lauryl-tther 
phosphates et d’acide oltique. L’exptrimentation a debut6 au prin- 
temps (30 mai 1984). Aprb l’enlevement de la couche superficielle 
du sCdiment sur environ 3cm et un hersage des parcelles, les 
produits ont t t t  tpandus par arrosage au taux de 290g.m-2 sur la 
parcelle B (BAL 110), de 280g.m-2 sur la parcelle BD (BAL+6%0 
de dispersant) et 420g.m-2 sur la parcelle BA (BAL 110+6% 
d’acceltrateur de biodtgradation). Chaque parcelle a Ctt ensuite 
ratisste pour faciliter l’incorporation des produits puis recouverte de 
sable avant le retour de la marCe afin de minimiser l’entrainement 
physique des produits rbpandus. Au cours de l’exptrimentation, des 
prC16vements simultanes d’eau interstitielle et de sediment au niveau 
de la zone pollute ont t t t  effectuis entre mai 1984 et septembre 1985 
pour suivre 1’Cvolution des caracttristiques physico-chimiques et 
microbiologiques du milieu parallklement a celle des hydrocarbures 
pitgts dans les stdiments. 

Experimentations en laboratoire 

Elles ont ete rialisees sur une periode de 80 jours dans quatre bacs 
en PVC de dimensions 30 x 60 x 40cm remplis sur une tpaisseur de 
8cm de sable prClevC a proximitt du site expirimental de Kernic. 
Les bacs sont alimentts en eau de mer au moyen d’une tlectrovanne 
munie d’un dispositif d’horlogerie rtglt sur quatre remplissages et 
vidanges par jour pour simuler l’effet de la marte. Aprb percolation 
a travers le sable, l’eau est filtree sur des copeaux de polyurtthane 
pour retenir les hydrocarbures avant son Cvacuation a l’tgout. 

Dans chaque bac, 2258 de pttrole brut (BAL 110) ou traitt sont 
rtpartis de faGon homogZne dans le sable par malaxage sur 3cm de 
profondeur. L’tchantillonnage de stdiment est rtalist par carottage a 
l’aide d’un tube de verre incorporant toute la couche de sable. 
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OIL SPILL ON A SANDY BEACH 159 

Methodologie analytique 

Les paramktres: tempkrature, pH, Eh ont kte mesures avec une 
sonde Ponselle type PVRIT-CE. Le potentiel redox, dkfini par le 
couple Pt-Ag/AgCl est exprimk en mV par rapport a l’klectrode 
normale a hydrogene (correction de 188mV a 20°C). Les teneurs en 
ClCments nutritifs (N ,  P) ont ktk dkterminkes par une chaine auto- 
matique Technicon-Autoanalyseur 11. 

Les hydrocarbures totaux sont extraits a partir des skdiments 
humides par agitation mkcanique (VIRTIS) en presence d’hexane (3 
extractions successives). 11s sont dosis par spectrofluorimktrie UV 
(Turner 110) et caractkrisks par chromatographie en phase gazeuse 
(appareil Carlo Erba 4160) apres fractionnement de I’extrait par 
chromatographie liquide.2 Les teneurs en hydrocarbures totaux sont 
exprimkes en g.kg-’ (skdiment sec) par rapport a la courbe 
d’etalonnage du pktrole BAL 110 dans les conditions J. excitation 
310nm et R emission 360nm. Les spectres de fluorescence a dkfile- 
ment synchrone des longueurs d’onde d’excitation et d’kmission 
(AL = 25 nm) sont enregistres sur un appareil Perkin Elmer 3000 a la 
concentration de 10mg.l-I dans 1’hexane.l2 

Le dtnombrement de la microflore totale (MT) a kti dtterminkl3 
par la technique d’ktalement sur milieu gClosk a partir de 1 ml de 
stdiment humide dilut dans 9ml d’eau de mer stkrile. Le domaine 
acceptable de comptage des colonies est compris entre 20 et 40 
colonies par boite de Petri. Pour la microflore apte a degrader les 
hydrocarbures (MS), la m6me technique de numeration a ktk utilisee 
en remplaCant la source de carbone par du BAL 110. Les bactiries 
adaptkes ont aussi t t t  estimkes par la technique du nombre le plus 
probable (NPP) decrite par Man.14 Une itude comparative des deux 
mkthodologies, appliquke au site de Kernic,lS montre que la tech- 
nique sur gtlose conduit a des rbultats numkriquement plus elevts 
que la technique NPP. L’etude qualitative (sur les microflores totale 
et spkcifique) a ttk effectuee selon la technique des galeries “API 20 
B”. Au total, 70 souches ont Ctk identifikes et dkcrites par 27 
caract6res biochimiques. Ces rksultats ont ktk traitks en taxonomie 
numkrique en utilisant le coefficient de similitude de Sokal et 
Michener’ et l’agrtgation selon la variance. Pour chaque kchantillon, 
I’indice de rtgularitk fonctionnelle de Trousselier et Legendrel ’ a 
ktt calcult. Les mesures d’activitt dans le stdiment ont ttC dkter- 
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160 G. BODENNEC ETAL.  

minkes pour les trois parcelles pollukes a partir de la vitesse de 
mintralisation du C14n-hexadkane sur compteur a scintillation 
(Betamatic, Kontron) selon la mCthode de Humitake Seki.ls 

Les analyses chimiques et microbiologiques ont portt sur des 
tchantillons d’eau interstitielle et de stdiment prelevts au niveau de 
la couche skdimentaire pollute. L’tchantillonnage a ttk effectut 
toutes les semaines pendant le premier mois puis une a deux fois par 
mois par la suite sauf pendant la saison hivernale, correspondant 
aux p6riodes: t,, t13 ,  t z l ,  ~ Z S ,  t44, ~ S S ,  l 8 3 ,  t147, ~ Z S I ,  t 3 9 8 ,  l484 

(exprimtes en jours apres l’tpandage). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Suivi des parametres d’environnement 

Les caracttristiques: temperature de l’eau interstitielle, teneur en 
nutriments, pH, potentiel redox ont k t t  mesurkes au cours de 
l’exptrimentation (Tableau I). Le tempkrature de l’eau au niveau de 
la zone pollute (profondeur 5cm) est voisine de 18*3”C pendant la 
pkriode estivale et de 10$3”C le reste de l’annCe. Les teneurs en 
nitrates dans l’eau interstitielle prtlevke sur les trois parcelles 
pollutes restent voisines de celles de la parcelle ttmoin sauf pendant 
la periode estivale ou des valeurs dix fois suptrieures 
(0.4 f 0.2 mgN/1) sont mesurkes dans le ttmoin. Les teneurs en azote 
total sont comprises entre 1 et 7mg N/1. Compte tenu des faibles 
teneurs en nitrates et nitrites notees au cours de I’exptrimentation, 
les formes azotCes majoritaires doivent correspondre a I’azote am- 
moniacal et aux produits organiques azotts vraisemblablement lies a 
des apports d’origine agricole et domestique sur le site exptrimental. 
Les mesures effect~tes’~ sur le dernier prtlevement (16 mois ap rb  
l’tpandage) montrent que l’azote ammoniacal est majoritaire sur la 
parcelle ttmoin (N-NH4/N-orga = 1.42 10.1) et minoritaire sur les 
trois parcelles pollutes (N-NHJN-orga = 0.1 1 & 0.2). Ce deficit en 
azote ammoniacal sur les parcelles pollutes peut itre attribute a 
l’activitk bacterienne. D’une fagon genkrale, on observe un deficit de 
10 a 20% en azote total sur les parcelles pollutes par rapport au 
tkmoin. La teneur Clevte a t =7  jours, notCe sur la parcelle BA 
(4.46 mg N/1) pourrait 2tre attribute a I’acceltrateur de biodegra- 
dation contenant de l’urte et un N-alkyl propylene polyamine 
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(teneur en azote 14.8%). Quant aux phosphates, une exptrimentation 
prtliminaire rkaliste en 1982 sur le m6me site avait montrt que ce 
paramktre prtsentait peu de variations au cours d’un cycle annuel.20 
Le p H  de l’eau interstitielle a une valeur moyenne de 7.820.2 sans 
montrer de variations significatives au cours de l’exptrimentation 
entre les parcelles pollukes. I1 ne constitute donc pas ici un para- 
mktre influenqant la biodegradation. Par contre, la teneur en 
oxyg2ne dans les stdiments semble apparaitre comme le facteur 
limitant principal de la biodtgradation des hydrocarbures pitgts 
dans les sediments. En effet, m6me pendant la periode ou le sable 
n’est pas immerge, l’oxygkne ne diffuse dans le sediment de sable fin 
que sur une faible profondeur. Quelle que soit la parcelle considerie, 
le potentiel redox, a la profondeur de 5cm, se situe autour de 
240 f 40 mV. Cette valeur relativement constante montre que le 
dtficit en oxygkne apparait essentiellement lit a l’activite du biotope 
et non a la prtsence d’hydrocarbures. 

Suivi de la decontamination petroliere dans les sediments 

Hydrocarbures totaux Les teneurs en hydrocarbures totaux dans la 
couche sub-superficielle pollute font apparaitre une forte hetero- 
geneit6 dans la repartition horizontale du pttrole pour une mEme 
parcelle. Le coefficient de variation moyen des mesures effectutes au 
cours du premier mois d’exptrimentation est de 70% pour 27 
prtlkvements. Aussi, les teneurs moyennes en hydrocarbures totaux 
enregistrees sur chaque parcelle ne permettent-elles pas d’observer 
des variations significatives au cours de l’exptrimentation (Tableau 
IT). Cette htttrogtntitt dans la rtpartition horizontale des hydrocar- 
bures rksulte plus vraisemblablement d’un phtnomhe de coalescence 
des gouttelettes d’huile se produisant a l’arrivte de l’eau dans les 
pores du sediment que de la mtthode d’tpandage. Les hydrocarbures 
sont concentrks sur une couche d’epaisseur moyenne de 2cm situte 
vers 4cm de profondeur. On n’observe pas de percolation de pttrole 
(teneur moyenne sur la parcelle B a 6-8 cm: 41 +27 ppm). Ce fait a 
ktt tgalement vkrifiC pour les experimentations en laboratoire dans 
les m6mes conditions qu’a Kernic (sable fin sature en eau). Si on 
admet que le pttrole est concentrt sur une tpaisseur de 2cm, la 
quantitt appliqute correspond a une teneur initiale moyenne, ex- 
primte en g/kg de sable sec, respectivement kgale a 6.41 sur la 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
1
9
:
3
3
 
1
8
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



OIL SPILL O N  A SANDY BEACH 163 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
1
9
:
3
3
 
1
8
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



164 G. BODENNEC ETAL. 

parcelle B (BAL), 9.32 sur la parcelle BA (BAL+accklkrateur) et 
6.20 sur la parcelle BD (BAL+dispersant). Aprks un mois 
d’expkrimentation, les valeurs moyennes suivantes sont notkes: 
5.07g/kg pour B, 8.38g/kg pour BA et 5.66g/kg pour BD ce qui 
correspond a un dkficit voisin de 10% pour les deux parceiles 
pollukes avec du pktrole trait6 et de 20% pour la parcelle B (BAL). 
La part de l’entrainement physique des hydrocarbures au cours du 
balancement des markes est apprkciable m&me dans l’epuration des 
skdiments poliuks en profondeur. La diminution de l’importance de 
ce processus en prksence d’agents dispersants et dkgradants pourrait 
etre attribute a une meilleur pknktration et rktention des hydrocar- 
bures dans la colonne skdimentaire. 

Hydrocurbures sutur6.s Alors que les mesures globales ne montrai- 
ent pas une dkcontamination significative des skdiments, l’analyse 
chromatographique rkvele une modification profonde au cours du 
temps dans la composition chimique du pktrole. La Figure 2A 
reprksente l’kvolution du profil chromatographique des hydrocar- 
bures saturks et aromatiques au cours de l’expkrimentation dans les 
skdiments de la parcelle BA. Par rapport aux chromatogrammes du 
pktrole initialement rkpandu, on observe la disparition progressive 
des constituants lkgers et la persistance de certaines familles 
d’hydrocarbures. Aprb  une pkriode d’un an, les modifications les 
plus importantes apparaissent dans la fraction saturke avec la 
prkdominance des structures isoprenoides et cycliques sur les 
structure linkaires et l’apparition d’un massif de composes non 
rtsolus (UCM). Au terme du suivi (16 mois) Cmergent de ce massif 
principalement des isoprenoides particulick-ement rksistants tels que 
le pristane, le phytane et les homologues plus condensks. L’kvolution 
des alcanes a ktk suivie sur les trois parcelles expkrimentales a partir 
des rapports nC,,/Pr,  nC,,/Ph, ZP2’ et du taux de dCgradation du 
n-hexadkcane par rapport au pristane22 pour kvaluer l’importance de 
la biodkgradation des structures linkaires par rapport aux structures 
isoprenoides beaucoup plus rksistantes. Les rksultats regroupes dans 
le Tableau I11 mettent en tvidence un evolution parallele des alcanes 
sur les trois parcelles expkrimentales. Ainsi, pour la parcelle B 
(pktrole seul), on enregistre un dkcroissance des rapports nC, ,/Pr et 
nC,,/Ph selon une courbe hyperbolique et une augmentation quasi- 
linkaire de l’indice de prtdominance ZP en fonction du temps, 
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A 

J 

Figure 2 Evolution au cours de l’expkrimentation des profils chromatographiques 
des hydrocarbures saturks (A) et aromatiques (B). 

indiquant que les n-alcanes a nombre pair d’atomes de carbone sont 
Climints ltg2rement plus rapidement que ceux a nombre impair 
comme cela a t t t  not6 par ailleurs.6 Pendant la ptriode hivernale 
(entre environ 5 et 10 mois aprQ I’kpandage), seules les parcelles 
traittes subissent une dtgradation plus marqute que la parcelle non 
traitte (voisine de 7% en n-alcanes). Dans les mois qui suivent, la 
dkgradation des n-alcanes se dtveloppe progressivement et de 
manihre sensiblement parallde sur les trois parcelles pollubes. 
Cependant, il faut attendre l’btt suivant pour observer la disparition 
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quasi-complete des alcanes lintaires en particulier nC, et nC, 8 .  Les 
alcanes isoprtno’ides tels que pristane et phytane deviennent pro- 
gressivement majoritaires sur le chromatogramme en gardant une 
valeur Pr/Ph tgale a 0.68+0.10. On note, en particulier, sur la 
parcelle B, que la teneur en alcanes lintaires (nC,, a nC,,) dans 
l’extrait organique diminue de 71.4mg/g a 20.2mg/g au cours de 
I’exptrimentation soit une perte de 72%. Les mimes constatations 
ont ete observtes sur les autres parcelles pollutes. Toutefois, la 
disparition des alcanes lintaires apparait plus marqute en prtsence 
de dispersant que d’agent de dtgradation. La m&me observation a 
tte effectute a partir des exptrimentations de laboratoire, dans les 
quatre bacs: apres 80 jours, a 20°C, la teneur en n-alcanes (C12 a 
C29) dans le stdiment est de 48.8mg/g d’extrait organique pour le 
bac ayant r e p  le pktrole non traitt, de 48.1 mg/g dans le bac ayant 
r e p  le pttrole en prtmklange avec l’acctltrateur de dtgradation, et 
31.6mg/g pour le bac ayant requ le pttrole en prtmtlange avec le 
dispersant. On retrouve donc, dans les bacs, l’effet plus marque du 
traitement au dispersant et une similitude de comportement entre le 
pttrole traitt a l’acctltrateur de dtgradation et le pttrole non traitt. 

On peut donc noter trois ptriodes distinctes dans l’evolution du 
processus de degradation des n-alcanes, (i) une ptriode de quelques 
semaines (ptriode estivale) ou le taux de dtgradation sur les trois 
parcelles se stabilise autour de 30%, (ii) la dtgradation est ensuite 
peu importante pendant une partie de l’automne, l’hiver et le 
printemps (tempkrature < 15”C), (iii) 1’Ctt. suivant, on constate en 
quelques semaines une reprise de la dtgradation sur les trois 
parcelles exptrimentales, les concentrations en n-alcanes devenant 
tres faibles en fin d’exp&imentation, au bout de 16 mois. 

Hydrocarbures aromatiques La Figure 2B montre I’Cvolution des 
profils chromatographiques de la fraction aromatique contenue 
dans les tchantillons prtlevts sur la parcelle BA a t = 0, t = 147 jours 
(4.9 mois) et en fin d’exptrimentation ( t=  16 mois). Par rapport au 
chromatogramme du produit initial, on note sur l’tchantillon a 
t=4.9 mois la disparition des dtrivts mtthylts du benzene et du 
naphtalene (ClN, C2N) et l’apparition d’une enveloppe (UCM) de 
composks non rtsolus, vraisemblablement attribuable aux fractions 
oxydtes. La fraction des hydrocarbures a 3 et 4 cycles (phtnanth- 
rene, fluoranthene . . .) semble peu affectte par les processus de 
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vieillissement du pttrole. En ce qui concerne les teneurs globales en 
hydrocarbures aromatiques isolCs par chromatographic liquide sur 
colonne, on constate que le rapport des hydrocarbures saturts sur les 
hydrocarbures aromatiques augmente au cours de l’exptrimentation 
(Tableau IV). Cette observation s’explique par une disparition plus 
rapide des hydrocarbures aromatiques, principalement par solubilis- 
ation des composts les plus ltgers, alors que la disparition des n- 
alcanes qui ne reprksentent qu’une faible proportion (9%) du pttrole 
total s’effectue principalement par biodtgradation, c’est-a-dire 
beaucoup plus lentement. 

Des rtsultats compltmentaires sont apportks par l’analyse par 
spectrofluorescence UV a dtfilement synchrone des longueurs d’onde 
d’excitation et d’kmission qui permet de diffkrencier les hydrocar- 
bures aromatiques d’aprQ le nombre de noyaux condensks. Le 
spectre obtenu montre une succession de pics avec des maxima a 
280nm (1 noyau), 310nm (2 noyaux), 350-390nm ( 3 4  noyaux) et 
410480nm ( 5  noyaux). L’kvolution sur 5 mois des spectres de 
fluorescence d’kchantillons prkleves dans la parcelle B montre que la 
diminution de l’ensemble de la fraction aromatique affecte prin- 
cipalement les hydrocarbures a 2 noyaux. Elle peut &tre estimte par 
le rapport des intensitks de fluorescence a 310nm (2 noyaux) et a 
360nm (1310/1360). Ce rapport passe de la valeur initiale 0.84 a 0.23 
pour t=  16.1 mois dans le cas de la parcelle B (Tableau IV) alors 
que le rapport aromatiques A 5 noyaux/aromatiques a 3-4 noyaux 
(I405/1360) est peu influence par les processus de vieillissement 
(valeur moyenne 0.49k0.1). La disparition des aromatiques A 2 
noyaux doit Etre attribuke principalement ici au processus de solu- 
bilisation en raison de leur resistance a la biodtgradation.6 

SUlVl BACTERIOLOGIQUE 

L’kvolution des peuplements bacttriens a ktt suivie sur les quatre 
parcelles expkrimentales sur le plan qualitatif et quantitatif dans des 
tchantillons d’eau interstitielle et de sediments prtleves au niveau de 
la couche pollute. Un paramktre important pour interprkter ce suivi 
et corrtler les rtsultats d’ordre microbiologique avec le taux de 
biodtgradation du pttrole est le rapport MT/MS de la microflore 
totale (MT) sur la microflore spkcifique (MS) apte a dtgrader les 
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hydrocarbures. Ce rapport visualise l’tvolution des deux microflores 
au cours de l’expkrimentation. Une valeur tlevte de ce rapport 
correspond a des peuplements peu adaptts a utiliser le pttrole 
comme source de carbone et d’knergie; par contre, une valeur proche 
de 1 caractkrise l’existence d’une flore adaptke. 

Etude quantitative 

Pendant les deux premikres semaines de l’exptrimentation, les popu- 
lations bactkriennes totales et spkcifiques du skdiment des trois 
parcelles contaminkes dtcroissent par rapport au ttmoin, vraisem- 
blablement par suite de la toxicitk induite par les fortes teneurs en 
pktrole. A partir de la troisikme semaine, le nombre de bactkries 
augmente dans les parcelles contaminkes; une tvolution similaire 
mais de moindre importance est observte dans la parcelle tkmoin, 
non polluee, ce qui conduit a penser qu’il s’agit, au moins en partie, 
d’un phknomkne saisonnier, lik a l’activitk du biotope. A la fin de la 
troisikme semaine, on observe un “bloom” bacttrien (bactkries 
totales et spkcifiques). Dans les parcelles contamintes les quantitks 
de bactkries hkttrotrophes dkpassent 20 millions d’unites (par 
gramme de stdiment sec) le 21eme jour, alors que les quantitks de 
dkpart ktaient de l’ordre de 300 000 bactkries/g de stdiment. Dans la 
parcelle traitke a l’accklkrateur de biodtgradation, les concentrations 
bactkriennes atteignent 50 millions de cellules/gramme de skdiment. 
Cette poussee de la microflore est plus intense dans les parcelles 
pollutes que dans la parcelle tkmoin, avec cependant un ltger 
dkcalage pour la parcelle traitke au dispersant puisque l’on observe 
le maximum de bactkries au 28““ jour au lieu du 21’”’” pour les 
parcelles ttmoin et BA. Dans l’eau interstitielle, la microflore totale 
fluctue entre lo4 et lo6 unitts au cours des trois premiers prCleve- 
ments ( to ,  t ,  et ti3).  

L’activite bacttrienne reste importante pendant les trois mois 
d’ttt. Du 38me au 16k”e mois, les valeurs observ6es mettent en 
tvidence des teneurs en microflores totale et specifique relativement 
tlevkes, avec une lkgkre diminution lors des mois d’automne et 
d’hiver, que ce soit dans le skdiment ou l’eau interstitielle. Les 
rapports MT/MS de la parcelle temoin sont, en gtnkral, suptrieurs a 
ceux des autres parcelles en raison de l’absence d’hydrocarbures 
susceptibles de dkclencher une pousste de bacttries adapttes. Le 
Tableau V rassemble les valeurs de ce rapport mesurt dans l’eau 
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interstitielle et les stdiments au cours de l’expkrimentation. Dans la 
parcelle B (pttrole seul), le rapport MT/MS atteint des valeurs 
infkrieures a 1 a partir du 2lkrne jour aussi bien dans le skdiment que 
dans l’eau interstitielle. Dans le cas des parcelles BA et BD, on ne 
note pas de difftrences notables dans l’kvolution du rapport MT/MS 
due a la presence d’acctltrateur de biodtgradant ou de dispersant a 
l’exception du premier mois ou la prtsence de dispersant semble 
inhiber le dkveloppement de bacthries spkcifiques. A partir de ce 
moment, les variations de ce rapport reflktent assez bien les vari- 
ations saisonnikres avec des valeurs plus fortes en hiver (sediment et 
eau interstitielle). 

Etude qualitative 

Des analyses numtriques ont CtC effectukes sur la parcelle T (pour la 
microflore totale), sur la parcelle BA (pour les microflores totale et 
sptcifique) et sur une parcelle contaminte en 1982 (microflore 
totale). L’identification de souches de la parcelle tkmoin indique la 
prtsence d’une communautt bacttrienne moyennement diversifike 
(indice de rtgularite fonctionnelle de 0.40). Le dendrogramme rkalist 
a partir de la microflore totale isolte de la parcelle BA est 
caracttristique d’une flore moyennement diversifike avec un indice de 
rkgularitt fonctionnelle de 0.43 (8 des 15 souches sont regrouptes au 
coefficient de similitude de 80%). Le milieu “microflore sptcifique” 
permet la culture d’une flore nettement moins diversifite (indice de 
rigularitk fonctionnelle de 0.23) avec 10 des 13 groupes bactkriens 
rattachks au coefficient de similitude 93%. La parcelle BA voit donc 
sa microflore tvoluer vers la composition bactkrienne de la parcelle 
contaminhe 2 ans plus t6t. 

L’acctltrateur de biodkgradation utilist n’a pas d’effet notable sur 
le dtveloppement des microflores spkcifiques (Figure 3). Par contre, 
le dispersant provoque une lkgkre inhibition du dtveloppement des 
bacttries sptcifiques prksentes dans le stdiment pendant la saison 
chaude qui a suivi l’tpandage. Par la suite, cet effet inhibiteur 
disparait puisque l’tvolution de la microflore sptcifique des parcelles 
BA (BAL + accelkrateur) et BD (BAL + dispersant) est comparable, 
peut-&re par suite de la perte des produits de traitement. Pour l’eau 
interstitielle, on a pu observer, principalement en dkbut d’essai, des 
quantitks legkrement plus importantes de bactkries totales et speci- 
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fiques dans les parcelles traittes, les produits de traitement utilists 
se trouvant vraisemblablement en plus grande abondance dans l’eau 
interstitielle (diffusion de leur fraction soluble). Ce phknomhe ayant 
t t t  observt aussi bien dans la parcelle traitte au dispersant que dans 
celle traitte a l’acctltrateur de dtgradation, il est possible que cette 
ltgere augmentation des bacttries dans l’eau interstitielle soit en 
partie due a la solubilisation des produits de traitement qui con- 
tiennent des composts plus faciles a dtgrader que les hydrocarbures. 

Vitesse de mineralisation 

Les Figures 4, A et B, visualisent, d’une part, l’tvolution du nombre 
de bacttries et l’tvolution concomitante des quantitts d’hydro- 
carbures dtgradts dans les tests d’activitit sptcifique et, d’autre 
part, l’tvolution des vitesses de dkgradation de l’hexadtcane par les 
bacttries prtlevtes sur les difftrentes parcelles pendant les trois 
premiers mois de l’exptrimentation. Durant cette ptriode, les taux 
de dtgradation plafonnent aux alentours de 3 mg d’hexadtcane/kg de 
stdiment/jour. 

Les vitesses de mintralisation, calcultes pour les trois parcelles 
soumises au pttrole, ont rapidement augment6 durant le premier 
mois, puis sont resttes constantes pendant les deuxieme et troisi6me 
mois de l’exptrimentation, mois pendant lesquels ces mesures 
d’activitt ont t t t  effectutes (Tableau VI). On remarque, en outre, 
que la parcelle prtsentant les vitesses de mintralisation les plus 
tlevtes est celle qui a t t t  traitte avec l’acctltrateur de biodtgra- 
dation: l’activitt spkcifique y est deux fois plus tlevCe que dans la 
parcelle polluCe non traitte. Cependant, ces valeurs diminuent lors 
du deuxieme et troisikme mois de l’exptrimentation. Quant a la 
parcelle traitte au dispersant, l’activitt spkcifique y est 2 peu prds 
comparable a celle de la parcelle non traitte. 

I1 est donc difficile d’ttablir avec certitude un lien entre taux de 
degradation et presence de bacttries adapttes. L’observation de la 
Figure 4A semble indiquer que la vitesse de degradation augmente 
avec le nombre de bacttries adapttes. I1 existe un facteur d‘environ 
lo2 dans le nombre de bacttries sptcifiques entre les parcelles 
containtes et ttmoin (Figure 4B). I1 faut cependant retenir, d’une 
part, que la vitesse de dtgradation est exprimte en n-hexadtcane, 
considtrt comme reprtsentatif de la fraction biodegradable, et, 
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[ A  \Sediments parcelle BAL] IB \Sediments parcelles d'experimentation 1 
Figure 4A Evolution du nombre de bacteries et des quantitts d'hydrocarbures 
dtgradts. 

Figure 4B Evolution des vitesses de dtgradation des hydrocarbures (exprimtes en n- 
hexadtcane) dans les parcelles d'exptrimentation. 

Tableau VI Activiti sptcifique, en mg n-hexadkcanelkg de stdiment/jour. 

Jours apr6s Activities specifiques 
I'kpandage 

Parcelle T Parcelle B Parcelle BA Parcelle BD 

0 
7 

13 
21 
28 
44 
58 
83 

0.19 
0.33 
0.62 

2.67 
4.1 

6.29 
2.78 

- 

0.19 0.19 
46 493 

122 570 

616 1,284 
551 1,276 

1,005 825 
956 689 

- - 

0.19 
31 

349 

869 
306 

1,322 
730 

- 
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d’autre part, que la numeration des batteries adapttes a biodegrader 
les hydrocarbures est sujette a une assez grande variabilitt, due A des 
aspects d’echantillonnage et de mkthodologie. Malgrt tout, la micro- 
flore specifique est toujours proportionnellement importante en fin 
d’experimentation (16 mois apres l’kpandage de petrole), alors que 
les taux de dtgradation (fraction n-alcanes) avoisinent 90%. 

CONCLUSION 

Le suivi chimique et bacthiologique de la degradaton d’un petrole 
brut et traitt incorport dans le sable d’une plage abritee a permis de 
mettre en evidence ou de confirmer les points suivants: 

- La dtgradation des hydrocarbures dans un stdiment peu oxygen& 
est un phknomene lent, essentiellement conditionnt par la tempt- 
rature de l’eau interstitielle. I1 a fallu attendre environ 16 mois 
pour observer la biodegradation complete des alcanes linkaires. 

- L’adjonction de produit de traitement au petrole brut (dispersant 
ou agent biodtgradant) ne provoque pas une acctleration de la 
dtgradation du petrole dans le sable: une grande partie de la 
source azotke est vraisemblablement perdue au cours des pre- 
mieres martes; toutefois, de ltgeres differences sont constattes en 
debut d’experimentation, mais a son terme, au bout de 16 mois, 
ces differences disparaissent. Ces similitudes de comportement 
entre le pttrole traitt et le petrole non traitt ont Cgalement ttk 
vkrifikes a partir des experimentations de laboratoire: les teneurs 
en n-alcanes dans les bacs contamints sont voisines, 80 jours 
apres l’tpandage. Par contre, en favorisant l’incorporation du 
pttrole dam le sable, le dispersant et I’agent biodkgradant ralen- 
tissent legerement le relargage et la dissolution des fractions 
petrolieres. Cette dissolution s’effectue en quelques semaines et se 
limite aux alcanes lineaires legers et aromatiques a 1 ou 2 noyaux. 

-Le traitement chimique du petrole sur une plage de sable abritee 
ne favorise donc pas son elimination. En provoquant 
l’incorporation du petrole dans le sable, l’addition de produit de 
traitement rendra plus difficile son elimination mecanique par des 
engins de recuperation. 
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