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Résumé 
 

Le but de ce travail était d’étudier les critères qui permettent à une bactérie marine de dégrader 

les hydrocarbures. 13 souches ont été sélectionnées dans cette étude, parmi une collection de 119 

souches isolées et identifiées dans un travail précédent (DJAHNIT et al., 2019).  

La caractérisation biochimique des souches a montré que 73% des bactéries utilisées sont à gram- 

et seulement 27% d’entre eux sont des bactéries a gram+, toutes les souches testées sont à 

catalase positif et oxydase positif à l’exception des souches Halomonas venusta et Gordonia 

hongkongensis qui sont des bactéries à oxydase négatif.  

La majorité des isolats ont manifesté une production significative de biosurfactants avec 

d'importantes activités d'émulsification utiles en biodégradation et un pouvoir de formation des 

biofilms. L'activité d'émulsification la plus élevée a été détectée chez Brevibacterium celere qui 

appartient au phylum Actinobactérie avec 35% d'émulsification, elle dépasse celle des bactéries 

appartenant au phylum Protéobactérie, Pseudomonas Taiwanensis et Alcanivorax borkumensis 

qui présentent 27% d’activité.  

La croissance bactérienne est faible dans les milieux supplémentés de 10 g/L de NaCl à travers 

toutes les bactéries, et à fur et à mesure que la concentration de NaCl augmente dans les milieux, 

la croissance bactérienne augmente jusqu’à ce que la bactérie attienne son seuil de tolérance (20 à 

30g/ NaCl) à l’exception de Gordonia hongkongensis qui peut croître à 40 g/L de NaCl. De plus, 

les souches utilisées montrent une croissance spécifique vis-à-vis le type d’hydrocarbure utilisé. 

À titre d’exemple, Erythrobacter citreus et Alcanivorax dieselolei montrent une croissance 

accrue en présence de l’hexadécane. Alcanivorax borkumensis, Alcanivorax xenomutans, 

montrent une meilleure croissance en présence de l’octadécane. Par contre Brevibacterium celere 

et Gordonia hongkongensis ont montrées une croissance accrue dans les milieux contenant du 

toluène.  En ce qui concerne la biodégradation, 73% des bactéries ont montrés des difficultés à 

dégrader les hydrocarbures aromatiques par rapport aux aliphatique avec Brevibacterium celere 

montrant le taux le plus faible avec seulement 13% de dégradation aromatique par rapport à 45% 

de dégradation aliphatique. Le genre Alcanivorax est le plus performant en termes de dégradation 

des HAPs avec des taux allant de 33% jusqu’à 67% à l’exception d’une des souches Alcanivorax 

borkumensis qui a montré un résultat de 19% de dégradation.  

 

Mots clés : Pétrole brut – Bactéries marines – Hydrocarbonoclaste – Biosurfactants – Biofilms – 

Bioremédiation – Alcanivorax  



Abstract 

The aim of this work was to investigate the criteria that allow a marine bacterium to degrade 

hydrocarbons. 13 strains were selected in this study from a collection of 119 strains isolated and 

identified in a previous work (DJAHNIT et al., 2019).  

The biochemical characterization of the strains showed that 73% of the bacteria used are gram- 

and only 27% of them are gram+ bacteria, all the strains tested are catalase positive and oxidase 

positive with the exception of Halomonas venusta and Gordonia hongkongensis strains which are 

oxidase negative bacteria.  

The majority of the isolates showed significant biosurfactant production with important 

emulsification activities useful in biodegradation and biofilm formation. The highest 

emulsification activity was detected in Brevibacterium celere which belongs to the phylum 

Actinobacteria with 35% emulsification, it exceeds that of bacteria belonging to the phylum 

Proteobacteria, Pseudomonas Taiwanensis and Alcanivorax borkumensis which present 27% 

activity.  

Bacterial growth is low in media supplemented with 10 g/L NaCl across all bacteria, and as the 

concentration of NaCl increases in the media, bacterial growth increases until the bacteria reach 

their tolerance threshold (20 to 30g/ NaCl) with the exception of Gordonia hongkongensis which 

can grow at 40 g/L NaCl. Moreover, the strains used show a specific growth towards the type of 

hydrocarbon used. For example, Erythrobacter citreus and Alcanivorax dieselolei show increased 

growth in the presence of hexadecane. Alcanivorax borkumensis, Alcanivorax xenomutans, show 

better growth in the presence of octadecane. On the other hand, Brevibacterium celere and 

Gordonia hongkongensis showed an increased growth in media containing toluene.  Regarding 

biodegradation, 73% of the bacteria showed difficulty in degrading aromatic hydrocarbons 

compared to aliphatic ones with Brevibacterium celere showing the lowest rate with only 13% 

aromatic degradation compared to 45% aliphatic degradation. The genus Alcanivorax performed 

best in terms of PAH degradation with rates ranging from 33% up to 67% with the exception of 

one of the strains Alcanivorax borkumensis which showed a 19% degradation result. 

Keywords: Crude oil - Marine bacteria - Hydrocarbonoclast - Biosurfactants - Biofilms - 

Bioremediation – Alcanivorax 



 ملخص

الهدف من هذا العمل هو التحقيق في المعايير التي تسمح للبكتيريا البحرية بتحلل الهيدروكربونات. تم اختيار   

. سلالات معزولة ومحددة في عمل سابق  19في هذه الدراسة من مجموع سلالة  13  

٪ فقط منها   27و  -البكتيريا المستخدمة هي غرام ٪ من  73أظهر التوصيف البيوكيميائي للسلالات أن 

بكتيريا غرام+، وجميع السلالات التي تم اختبارها هي كاتالاز إيجابية وأوكسيديز إيجابية باستثناء هالوموناس  

. فينوستا و جوردونيا هونغكونجينسيس  

تحلل البيولوجي وتكوين أظهرت غالبية العزلات إنتاجا حيويا كبيرا مع أنشطة استحلاب مهمة مفيدة في ال

الأغشية الحيوية. تم الكشف عن أعلى نشاط الاستحلاب في بريفيباكتريوم سيليري الذي ينتمي إلى الشعبة  

  بروتيوباكتيريا،فإنه يتجاوز ذلك البكتيريا التي تنتمي إلى الشعبة   استحلاب،٪  35أكتينوباكتيريا مع 

٪ النشاط 27منسيس التي تقدم  بوركو  وألكانيفوراكسبسيودوموناس تايوانينسيس   . 

ومع زيادة  البكتيريا،جم/لتر كلوريد الصوديوم عبر جميع  10نمو البكتيريا منخفض في الوسائط المكملة بـ 

  30إلى  20يزداد نمو البكتيريا حتى تصل البكتيريا إلى عتبة تحملها )  الوسائط،تركيز كلوريد الصوديوم في 

كلوريد من جم/لتر  40جم/ كلوريد الصوديوم( باستثناء جوردونيا هونغ كونغ التي يمكن أن تنمو عند 

تظهر السلالات المستخدمة نموا محددا تجاه نوع الهيدروكربون المستخدم. على   ذلك،الصوديوم. علاوة على 

ديسيلولي تظهر زيادة النمو في وجود هيكساديكان.   وألكانيفوراكسإريثروباكتر سيتريوس   المثال،ل سبي

تظهر نموا أفضل في وجود أوكتاديكان. من ناحية   زينوموتان،الكانيفوراكس  بوركومينسيس،الكانيفوراكس 

الوسائط التي تحتوي على  أظهر بريفيباكتريوم سيليري وغوردونيا هونغكونجينسيس نموا متزايدا في  أخرى،

٪ من البكتيريا صعوبة في تحلل الهيدروكربونات   73أظهرت  البيولوجي،التولوين. فيما يتعلق بالتحلل 

العطرية مقارنة بالهيدروكربونات الأليفاتية مع سيليرات البريفيباكتريوم التي تظهر أدنى معدل مع تحلل  

تحليل جنس ألكانيفوراكس أداء أفضل من حيث  قدم فاتي.٪ تحلل ألي  45٪ فقط مقارنة بـ   13عطري بنسبة 

٪ باستثناء واحدة من سلالات ألكانيفوراكس    67٪ تصل إلى  33مع معدلات تتراوح بين  هيدروكربونات ال

.٪19بوركومينسيس التي أظهرت نتيجة تدهور  . 
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Introduction générale 
 

     La pollution des mers et des océans par le pétrole est un fléau qui affecte profondément la faune et 

la flore marine mais le grand public ne s’y intéresse que quand des accidents spectaculaires 

surviennent (un pétrolier qui se brise ou une plateforme qui explose). Chaque année, plus de 400 000 

tonnes de pétrole sont délibérément déversées dans l’océan du fait des déballastages et dégazages. Le 

pétrole est devenu, à partir des années 50, la première source d’énergie dans le monde. Il satisfait plus 

de 30 % des besoins énergétiques. L’Algérie exporte 540 000 barils/jour sur une production totale 

d’environ 1,1 million de barils/jour. La mer méditerranée est particulièrement vulnérable à cette 

pollution, ses conséquences sur la faune et la flore sont à la fois physique (étouffement des habitats, 

engluement) et toxique (contamination des organismes par processus chimique) (Fingas et 

Fieldhouse, 2012). La gravité de cette pollution dépend des conditions environnementales, 

météorologiques de la sensibilité du milieu, la quantité et le type d’hydrocarbures déversés. Les 

hydrocarbures sont considérés comme des contaminants prioritaires des écosystèmes marins du fait de 

leur faible solubilisation dans les milieux aqueux et leur adsorption aux particules solides. De plus, ils 

présentent un risque toxicologique important même à des faibles concentrations, notamment par leurs 

propriétés mutagènes et cancérigènes (Duran et Cravo-Laureau, 2016). 

 

De ce fait des mesures efficaces sont nécessaire pour surveiller attentivement l’état de la pollution, 

mieux comprendre l’origine et la dynamique du polluant et surtout pour préserver et restaurer 

l’environnement. Il est donc nécessaire de développer des techniques fiables et efficaces de 

dépollution. La plupart des méthodes physique et chimique sont couteuses et non respectueuses de 

l’environnement (Azubuike et al., 2016). Toutefois, une approche biologique par bioremédiation peut 

être envisagée. Elle utilise le pouvoir épurateur des microorganismes de l’environnement, et présente 

l’avantage d’être peu invasive et moins onéreuse (Nikitha et al., 2017). Les recherches actuelles 

s’orientent vers l’élimination des hydrocarbures par des bioprocédés dont l’intérêt de ces nouvelles 

techniques réside surtout dans l’aspect non polluant et l’absence de sous-produits chimiques. La 

biodégradation par les populations naturelles de microorganismes est considérée comme le 

mécanisme principal par lequel la plupart des polluants xénobiotiques, notamment les hydrocarbures 

sont éliminés de l’environnement (Nikitha et al., 2017). Ce processus utilise des microorganismes 

pour dégrader ou éliminer les polluants, tels que les hydrocarbures et métaux lourds (Alisi et al., 2009 
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; Plociniczak et al., 2013) de l'environnement. Selon Molina et al., (2009), ces microorganismes 

montrent un potentiel élevé d’adaptation aux pollutions par les hydrocarbures dans les stations de 

traitement ainsi que les sites pollués. Les organismes les mieux adaptés pour la bioremédiation sont 

souvent les espèces indigènes d’un habitat pollué particulier. Ils peuvent survivre et se multiplier en 

présence de substances toxiques. En milieu marin les bactéries dégradant les hydrocarbures sont 

nombreuses. À titre d’exemple, Rhodococcus (Van Hamme et al., 2001), Alcanivorax (Liu et al., 

2010), Pseudomonas (Zhang et al., 2011), Dietzia (Xing-Biao et al., 2011), Acinetobacter lwoffi 

(Marchal et al., 2003), Exiguobacterium aurantiacum et Burkholderia cepacia (Gita et Mukherji, 

2008). Elles utilisent les hydrocarbures saturés (n-alcanes) comme unique source de carbone et 

d’énergie (Atlas et al., 1991 ; Zhang et al., 2011). Ces microorganismes ont la priorité d’émulsifier les 

hydrocarbures en solution en produisant des agents tensioactifs tels que les biosurfactants, augmentent 

l'adhérence des cellules au substrat et réduisent la tension interfaciale entre la phase aqueuse et la 

phase organique, entraînant une biodisponibilité accrue et une biodégradation ultérieure des 

hydrocarbures (Batista et al., 2006). 

L’objectif fixé dans ce travail est d’étudier les caractéristiques des bactéries marines capables de 

dégrader le pétrole. Une collection de 119 souches bactriennes a été isolées et identifier préalablement 

dans un travail précédent (Djahnit et al., 2019) dont on a sélectionné 13 souches dans le cadre de 

notre étude.  

Afin de présenter le contexte de l’étude et les principaux résultats obtenus, ce mémoire s’articulera 

autour de quatre chapitres.  

La partie bibliographique comporte deux chapitres. Le premier chapitre (I), concerne les 

hydrocarbures pétroliers, leur composition, devenir en milieu marin, toxicité et leurs impacts sur 

l’environnement marin. 

Le deuxième chapitre (II) concerne les bactéries marines hydrocarbonoclastes, l’impact de la 

pollution marine par les hydrocarbures sur la communauté microbienne, la biodégradation, les 

facteurs influençant la biodégradation en milieu aqueux, les critères d’une bactérie dégradante les 

hydrocarbures : les biosurfactants, les biofilms et le chimiotactisme. 

La deuxième partie, Matériels et Méthodes, qui correspond au troisième chapitre (III), expose les 

protocoles utilisés dans notre travail. 

La troisième partie, Résultats et Discussion, correspond au quatrième chapitre (IV), comporte :  

• La caractérisation biochimique des bactéries isolées ; 
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• Test de production des biosurfactants ; 

• Test de l’halotolérance ; 

• La croissance des bactéries sur différentes sources de carbone ;  

• La croissance des bactéries sur différentes concentrations en sel connues ; 

• Test de production des biofilms ; 

• Test de dégradation. 

 

Enfin, une conclusion générale ainsi que des perspectives de recherche finalisent ce manuscrit.
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I. Chapitre I : les hydrocarbures pétroliers et la pollution marine 

I.1 Le pétrole 

Le pétrole est un combustible fossile dont la formation date d’environ 20 à 350 millions d’années. 

Nommé aussi « huile » ou « pétrole brut », il provient de la décomposition d’organismes marins 

principalement le plancton accumulé dans les bassins sédimentaires, au fond des océans, des lacs et 

des deltas.  Il arrive tout de même que le pétrole apparaisse en surface c’est pourquoi il est déjà connu 

depuis l’antiquité. En matière de composition, il représente un mélange de nombreuses molécules 

gazeuses, organiques, liquides, solides et de divers hydrocarbures en fraction considérable entre 65% 

et 95% (Bouderhem, 2011), de soufre et de métaux (nickel, cuivre, vanadium. Etc.).  

 

I.2 La composition des hydrocarbures pétroliers 

I.2.1 La composition chimique 

Les hydrocarbures pétroliers renferment principalement des éléments composés d’atomes de carbone 

et d’hydrogène. Il s’agit d’alcanes non cycliques (ou paraffines) qui sont en général abondants tant les 

formes normales que les formes ramifiées, des cycloalcanes (ou naphtènes), d’alcènes (ou oléfines) et 

d’hydrocarbures aromatiques (Figure Ⅰ.1). 

 

Figure Ⅰ.1. Structure moléculaire de base des principaux hydrocarbures pétroliers (Colombano et al., 

2008). 
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D’autres composés mineurs sont aussi présents, comme les métaux et les composés polaires qui 

contiennent de l’azote, du soufre ou de l’oxygène. Les composés polaires de faible masse 

moléculaire sont appelés des résines, les plus lourdes sont les asphaltènes (Tableau Ⅰ.1). 

Tableau Ⅰ.1. Composition élémentaire des hydrocarbures pétroliers (Speight, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 Ⅰ.2.1.1 Les hydrocarbures aliphatiques 

Les hydrocarbures aliphatiques sont des composés chimiques constitués d’hydrogène et de carbone, 

mais peuvent également contenir de l’azote, d’oxygène du chlore et du soufre. Une molécule 

aliphatique peut être acyclique ou cyclique saturée ou insaturée, linéaire ou ramifiée. 

Les hydrocarbures aliphatiques rassemblent, les alcanes qui sont des hydrocarbures saturés répartis 

en deux groupes : les alcanes non cycliques, qui représentes les alcanes linéaires ou ramifiés, et les 

alcanes cycliques (cycloalcanes), de même connus sous le nom de naphtènes (Figure Ⅰ.1), Les 

alcènes qui sont des hydrocarbures insaturés distingués par la présence d’au moins une double 

liaison covalente entre deux atomes de carbone (Figure Ⅰ.1). Les alcènes non cycliques ne possèdent 

qu’une double liaison de formule brute CnH2n. L’alcène le plus simple est l’éthylène. La plupart des 

hydrocarbures aliphatiques sont hautement inflammables. 

 

 Ⅰ.2.1.2 Les hydrocarbures aromatiques 

 Les hydrocarbures aromatiques peuvent être monocycliques (benzène, toluène, xylène, styrène et 

leurs composés) ou polycycliques (hydrocarbures aromatiques polycycliques HAPs). Les HAPs 

constituent de véritables menaces et sont reconnus comme étant toxiques pour les organismes 

aquatiques et plusieurs pays ont établi des critères de qualité des sédiments pour ces derniers 

(Persaud et al., 1993 ; Swartz, 1999 ; USEPA, 2003). De manière globale les hydrocarbures 

Éléments 

 

Pourcentage % 

Carbone  83 à 87 % 

Hydrogène  10 à 14 % 

Azote 0.1 à 2 % 

Oxygène  0.05 à 6 % 

Soufre 0.05 à 6 % 

Vanadium, Nickel  < 0.1 %  
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aromatiques sont liquides et volatils à température ambiante. Ils sont souvent incolores avec une 

odeur relativement forte, inflammables, peu solubles dans l’eau, mais miscibles aux solvants 

organiques et aux huiles. 

 

 Ⅰ.2.1.3 Les résines 

Ce sont des éléments polaires, qui constituent un groupe hétérogène de composés aromatiques 

qui comprend les acides naphténiques, les cétones, les quinones et les phénols. Les résines sont 

caractérisées par une polarité élevée, qui les rend solubles dans l’eau, ce qui est à l’origine de leur 

biodisponibilité et de leur toxicité vis-à-vis des organismes en cas de déversement d’hydrocarbures 

en milieu marin (Melbye et al., 2009 ; Neff et al., 2000). Par ailleurs, les résines peuvent également 

contenir des produits issus de l’altération des hydrocarbures pétroliers, comme des composés 

polycycliques oxydés dont les concentrations sont souvent plus importantes dans des hydrocarbures 

altérés que dans des hydrocarbures frais (Ehrhardt et Douabul, 1989). Ces produits ont démontré un 

seuil de toxicité élevé et une persistance dans les milieux aquatiques (Hinga et Pilson, 1987). 

 

 Ⅰ.2.1.4 Les asphaltènes 

Les asphaltènes sont des mélanges complexes de composés polyaromatiques avec des espèces 

hétérotopiques (azote, oxygène, soufre) ainsi que des composés organométalliques comme le fer, le 

nickel et le vanadium. Ils sont généralement décrits comme la fraction de pétrole brut insoluble dans 

les alcanes (n-heptane ou n-pentane) mais solubles dans les solvants aromatiques (toluène ou 

benzène).  

Les asphaltènes sont ainsi constitués de centaines de composés qui ont des solubilités similaires, 

mais qui peuvent avoir des structures, tailles et formes différentes (Tharanivasan, 2012). Des 

exemples de la structure moléculaire des asphaltènes sont présentés à la Figure Ⅰ.2a et la Figure 

Ⅰ.2d. Ce sont des hydrocarbures aromatiques polynucléaires qui contiennent, en plus des chaînes n-

alcanes, des alcanes cycliques et des hétéroatomes, tels que le soufre, l’azote et l’oxygène, et des 

traces de métaux (vanadium, nickel, fer). Ils représentent la fraction des hydrocarbures la plus stable 

et jouent un rôle important dans la stabilisation de l’émulsion des hydrocarbures (McLean et 

Kilpatrick, 1997). 
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Figure Ⅰ.2. Exemples de structures moléculaires : a) asphaltène à structure condensée, b) résine, 

c) acide naphténique, et d) asphaltène à structure dispersée (Langevin et al., 2004 ; University of 

Alberta, s.d.) 

 

Tableau Ⅰ.2. Composition chimique des principaux hydrocarbures pétroliers (Fingas, 2013 ; 

Wang et Stout, 2007). 

Groupe Composés Unité 
Essen

ce 
Diesel 

Pétrole brut Mazout 

intermédia

ire 

Mazout 

n°6 Leger Lourd 

Alcanes 

Totaux 

 

 

% 

50-60 65-95 55-90 25 – 80 25 – 35 20 - 30 

Alcanes 

non 

cycliques 

45–55 35-45 40–85 20 – 60 10 – 25 10 – 20 

Cyclo 

Alcanes 
5 25–50 5 – 35 0 – 10 0 - 5 0 - 5 

Alcènes  % 5 - 10 0 – 10 - - - - 

Aromatiques 

Totaux 
 

% 

25–40 5 – 25 10 - 35 15 – 40 40 – 60 30 - 50 

BTEX 15–25 0,5 - 2,0 0,1-2,5 0,01-2,0 0,05 – 1,0 0,00 – 1,0 

HAP - 0 – 5 10 - 35 15 – 40 30 – 50 30 – 50 

Composés 

polaires 

Totaux 
 

% 

- 0 – 2 1 - 15 5 – 40 15 - 25 10 – 30 

Résines - 0- 2 0 - 10 2 – 25 10 -15 10 - 20 

Asphaltènes - - 0 – 10 0 – 20 5 -10 5 – 20 

Métaux  ppm - - 30-250 100–500 100 - 1000 100-2000 

Soufre  % 0,02 0,1–0,5 0 - 2 0 – 5 0,5 - 2 2 - 4 
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I.2.2 Les propriétés physiques 

 Ⅰ.2.2.1 La viscosité 
La viscosité des hydrocarbures représente la résistance à l’écoulement, et elle est fondamentalement 

déterminée par la fraction de composés légers et lourds contenues dans le pétrole. Plus le pourcentage 

de composés légers est élevé, plus le pourcentage d’asphaltènes est faible et plus la viscosité est 

faible. C’est le cas des pétroles légers tels que l’essence et le diesel, qui ont des viscosités de 0,5 et 

2,0mPas-1 respectivement, à 15ºC (Tableau Ⅰ.3). La propagation d’une nappe d’hydrocarbures à la 

surface de l’eau est liée et conditionnée par la viscosité de l’hydrocarbure en question. Les 

hydrocarbures pétroliers ayant une faible viscosité sont très fluides et se propagent rapidement, 

rendant leur confinement difficile. De plus, la viscosité est influencée par la température, plus la 

température est faible, plus la viscosité est élevée. Ultimement, la viscosité influence les processus 

d’évaporation et d’émulsification des hydrocarbures (Fingas, 2011).  

 

 Ⅰ.2.2.2 Densité 

Elle permet d’une part de distinguer les hydrocarbures légers des hydrocarbures lourds et d’autre part, 

elle est indispensable pour indiquer la flottabilité des hydrocarbures dans l’eau en cas de déversement. 

Les hydrocarbures ont tendance à s’écouler, Lorsque leur densité devient supérieure à celles de l’eau 

douce (1,0 g/cm3) ou marine (1,03 g/cm3). La majorité d’entre eux possèdent des densités comprises 

entre 0,7 et 0,99 g/ml à 15 °C (Tableau Ⅰ.3), et par conséquent, flottent sur l’eau. 

 

 Ⅰ.2.2.3 Le point d’écoulement 

Le point d’écoulement est la température minimale à laquelle le produit commence à s’écouler. En 

dessous de cette température les hydrocarbures ne coulent plus et prennent alors une forme semi-

solide. En effet, plus la température baisse, plus les alcanes non cycliques (paraffines) présents dans 

l’hydrocarbure forment des structures cristallines qui en compromettent l’écoulement (ITOPF, 2012). 

Cette caractéristique est liée d’une manière immédiate à la viscosité. Ainsi, plus le contenu en alcanes 

non cycliques (paraffines) est faible, comme dans le cas des mazouts intermédiaires et lourds, plus les 

hydrocarbures seront caractérisés par un point d’écoulement élevé, tel qu’il est indiqué dans le 

Tableau Ⅰ.3. 
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 Ⅰ.2.2.4 Solubilité 

La solubilité est la propriété d’une substance à se dissoudre dans la colonne d’eau. Les hydrocarbures 

les plus solubles sont principalement les composés aromatiques légers tels que le benzène. Dans 

certains cas, une fois que les hydrocarbures sont solubilisés, ils peuvent être toxiques pour les 

organismes marins (Fingas, 2013), même en concentrations minimales. D’ailleurs, la solubilité du 

produit pétrolier dans l’eau est significative, quand la fraction d’hydrocarbures légers est importante. 

C’est ce qui explique les différences de solubilité entre les différents hydrocarbures pétroliers présenté 

dans le Tableau Ⅰ.3. 

 

 Ⅰ.2.2.5 Point d’éclair 

Le point d’éclair, ou point d’inflammabilité correspond à la température la plus basse à laquelle le 

produit pétrolier émet suffisamment de vapeurs pour former avec l’air un mélange gazeux qui 

s’enflamme sous l’effet d’une flamme ou d’une étincelle. Beaucoup d’hydrocarbures fraîchement 

déversés peuvent facilement s’enflammer tant que les composés volatils ne se sont pas évaporés et 

dispersés dans l’atmosphère (Fingas, 2013). Selon le règlement sur les matières dangereuses du 

Québec, un liquide est considéré comme inflammable si le point d’éclair est inférieur à 61 °C. C’est 

le cas de l’essence, du diesel et de la majorité des pétroles bruts. 

 

 Ⅰ.2.2.6 La tension interfaciale 

C’est une force d’attraction ou de répulsion qui s’exerce à l’interface entre les hydrocarbures et l’eau. 

La tension interfaciale diminue lorsque la température augmente. Cette donnée permet d’évaluer la 

rapidité de la propagation des hydrocarbures sur l’eau. Plus la tension interfaciale est faible, plus les 

hydrocarbures se dispersent facilement sur l’eau (Fingas, 2013). 
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Tableau Ⅰ.3. Propriétés des principaux hydrocarbures pétroliers (Fingas, 2013). 

Propriété Unité Essence Diesel 

Pétrole brut 
Mazout 

intermédiaire 

Mazout 

lourd 

nº6 
Léger Lourd 

Viscosité 
mPas-1 

(15 °C) 
0,5 2,0 5 à 50 

50 à 

50000 
1000 à 15000 

10000 à 

50000 

Point 

d’écoulement 
°C - 

-35 à  

-10 
-40 à 30 

-40 à 

30 
-10 à 10 5 à 20 

Densité 
g/ml (15 

°C) 
0,72 0,84 

0,78 à 

0,88 

0,88 à 

1,00 
0,94 à 0,99 

0,96 à 

1,04 

Densité API 
Degré 

API 
65 35 30 à 50 

10 à 

30 
10 à 20 5 à 15 

Solubilité 

dans l’eau 
mg/l 200 40 10 à 50 5 à 30 10 à 30 1 à 5 

Point d’éclair °C -35 45 -30 à 30 
-30 à 

60 
80 à 100 > 100 

Tension 

interfaciale 

mN/m † 

(15 °C) 
27 27 10 à 30 

15 à 

30 
25 à 30 25 à 35 

 

* La viscosité se mesure en milli pascal/seconde (mPas-1).  

† La tension interfaciale se mesure en milli newtons/mètre (mN/m).   

 

I.3 Devenir des hydrocarbures 

À la suite d’un déversement pétrolier en milieu marin, les hydrocarbures vont se propager à la 

surface de l’eau et seront soumis à plusieurs processus d’altération physique, chimique et biologique 

qui modifient leur composition chimique et leurs propriétés physiques ainsi que leur comportement 

dans le milieu. Il s’agit des processus d’évaporation, d’émulsification, de dispersion, de dissolution, 

de photooxydation, de sédimentation, d’interaction avec des particules fines et de biodégradation 

(Fingas, 2013). La majorité de ces processus débutent dès le début du déversement et l’importance de 

chacun va dépendre de la composition chimique, des propriétés physiques des hydrocarbures et des 

conditions environnementales du milieu pollué (température, vent, courant).  
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Figure Ⅰ.3. Échelle temporelle des principaux processus d’altération et de transport des 

hydrocarbures pétroliers à la suite d’un déversement en milieu aquatique (la largeur de chaque 

bande indique l’importance du processus) (ITOPF, 2012). 

 

Les hydrocarbures commencent à s’étaler à la surface de l’eau dès qu’ils sont déversés. La vitesse à 

laquelle se produit l’étalement dépend de la viscosité des hydrocarbures, du volume déversé et des 

conditions du milieu. Les hydrocarbures liquides ont tendance à s’étaler rapidement sous forme de 

nappe fine et continue, tandis que les hydrocarbures semi-solides ou très visqueux se fragmentent en 

plaques qui peuvent atteindre une épaisseur de plusieurs centimètres (ITOPF, 2012). 
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Figure Ⅰ.4. Devenir des hydrocarbures pétroliers à la suite d’un déversement en milieu aquatique 

(http://www.cedre.fr/fr/lutte/lutte-terre/polluant.php).  

 

Le vieillissement des hydrocarbures commence immédiatement après leur déversement et se déclenche 

par le processus d’évaporation des composés les plus volatils, de la dissolution des composés solubles 

dans l’eau et de la photooxydation sous l’effet de l’énergie solaire (CEDRE, 2005 ; Fingas, 2013).  À la 

suite du déversement, les hydrocarbures émis se fractionnent en gouttelettes, les gouttelettes les plus 

fines (moins de 20 μm) sont maintenues en suspension dans la colonne d’eau sous l’action des vagues et 

des courants ce qui conduit à leur dispersion dans le milieu. Les plus grosses gouttelettes (plus de 100 

μm) ont tendance à remonter à la surface de l’eau et à reformer une nappe par assemblage avec d’autres 

gouttelettes. Il s’agit de la coalescence.  En présence d’énergie (courant, vagues), l’eau pénètre 

graduellement dans le pétrole et forme une mousse au chocolat. Il s’agit de l’émulsion inverse.  Au fil du 

temps les hydrocarbures lourds conduisent à la formation des galettes ou boulettes de pétrole. Ce sont 

des agglomérats de formes variables dont la taille varie de moins d’un millimètre à plusieurs dizaines de 

centimètres. Ces boulettes de pétrole ont tendance à flotter si leur densité est inférieure à celle de l’eau 

de mer. Elles sont généralement déposées par les vagues sur le littoral.  Cependant les hydrocarbures 

pétroliers rejetés dans l’environnement marin se dégradent au fur et à mesure par les microorganismes 

dont dispose le milieu, il s’agit de la biodégradation (NRC, 2003).  

 

 

 

 

 

http://www.cedre.fr/fr/lutte/lutte-terre/polluant.php
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I.4 L’impact de la pollution hydrocarbonée 

Le déversement d’hydrocarbures est une grave menace pour l’environnement marin, car un nombre 

important d’organismes vivants, liés par une chaine alimentaire complexe, sont endommagés. Son 

impact toxique est défini par le potentiel et la capacité à provoquer des effets nocifs létaux ou 

sublétaux sur les organismes (Environnement canada, 2000). Cet impact peut être difficile à établir en 

raison d’alternance variable du pétrole, ainsi que les différentes vulnérabilités des milieux et des 

organismes récepteurs. L’exposition des organismes marins aux hydrocarbures fait partie d’un des 

facteurs déterminants importants de la toxicité. L’exposition peut être aiguë (pour une courte période) 

ou chronique (pour une période prolongée). Cependant, en raison de la biodisponibilité des composés 

solubles et des composés aromatiques polycycliques persistants, organiques soufrés et 

hétérocycliques, les produits pétroliers légers (essences, diesel, pétrole brut léger) sont plus toxiques 

que les produits pétroliers lourds (pétrole brut lourd, pétrole altérés), qui ont plus tendance à engluer 

les organismes et le milieu récepteur (ITOPF, 2013a et GENIVAR, 2013). Les composés aromatiques 

sont plus toxiques que les composés aliphatiques, Les composés organiques volatils (COV) du pétrole 

brut sont extrêmement nocifs pour l’être humain. Les mollusques et les crustacés de mer (huître, 

moule, crevette, crabe) sont les plus susceptibles d’accumuler les hydrocarbures à cause de leur mode 

de vie. Ils ont une aptitude naturelle à bioaccumuler les contaminants même si la concentration est 

faible dans le milieu pollué ou si la source est éliminée. Les crustacés qui se nourrissent de détritus ou 

de particules en suspension seront affectés par perturbation de leur taux de reproduction (réduction du 

taux d’éclosion) ou leurs habitudes alimentaires. Par contre, les huîtres accumulent moins 

d’hydrocarbures que les moules, car elles sont capables de se fermer pendant des périodes assez 

longues une fois soumises à l’agression d’un agent chimique toxique.
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II. Chapitre II Les bactéries marines dégradantes les hydrocarbures 

II.1  Les bactéries marines hydrocarbonoclastes 

Une seule goutte d’eau de mer peut contenir des milliers de bactéries marines. Ces minuscules être 

vivants se différent en termes de fonction. On trouve parmi eux les bactéries hydrocarbonoclastes qui 

sont caractérisées par leur capacité à utiliser le carbone du pétrole comme unique source de carbone et 

d’énergie et d’avoir l’aptitude à biodégrader les hydrocarbures pétroliers selon un mode d’assimilation 

précis. Ces microorganismes font l’objet de recherche et d’application contre les marées noires. Une liste 

de 9 genres de cyanobactéries, 103 genres de champignons, et 14 genres d'algues et 79 genres bactériens 

ont été identifié leur pouvoir de dégrader ou transformer les hydrocarbures. Quelques genres tel que 

Acinetobacter, Alcanivorax, Alcaligenes, Cycloclasticus, Flavobacterium, Marinobacter, 

Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Thallassolituus, Oleispira et Vibrio présentent une abondance 

remarquable. Des essais ont montré que les souches Alcanivorax peuvent croître sur n-alcanes et les 

alcanes ramifiés, mais ne peuvent pas utiliser tous les sucres ou des acides aminés comme source de 

carbone. De même, les souches de Cycloclasticus poussent sur des hydrocarbures aromatiques, le 

naphtalène, le phénanthrène et anthracène, alors que les souches d’Oleispira et Oleiphilus poussent sur 

les hydrocarbures aliphatiques, alcanols et alcanoates.  Vibrio, Pseudoalteromonas, Marinomonas et 

Halomonas sont connues comme des bactéries marines capables de dégrader le phénanthrène ou 

chrysène (Engelhardt et al., 2001).  

 

II.2  Impact de la pollution pétrolière sur la communauté bactérienne 

Le pétrole peut être toxique ou peut changer les conditions physico-chimiques et le comportement des 

communautés bactériennes affectées. Les tapis microbiens sont caractérisés par une importante 

biodiversité et une grande richesse métabolique, ce qui permet de bien étudier ces fonctions 

métaboliques et les processus de modification de leur structure. À la suite d’une contamination par le 

pétrole les structures bactériennes se comportent différemment selon leur résistance à la contamination, 

de la manière de contamination, la quantité du polluant, le degré de sensibilité aux hydrocarbures 

pétroliers et la composition initiale de la communauté. Les bactéries qui dégradent les hydrocarbures 

dans un site non pollué présentent moins de 1% de la communauté bactérienne, leur pourcentage 

augmente de 1 à 10% dans un endroit pollué aux hydrocarbures pétroliers (Atlas, 1991). L’introduction 

de ces derniers facilite la prolifération des bactéries hydrocarbonoclastes et donc stimule la 
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biodégradation du polluant. Dans des essais in-situ, après contamination, la dominance de genres affiliés 

aux γ- et α-protéobactérie et aux Bacilli a été observée.  

 

II.3  La biodégradation 

Il s’agit d’une décomposition, et d’une dégradation moléculaire des substances organiques sous l’action 

des microorganismes.  En milieu marin, La biodégradation des hydrocarbures est un facteur déterminant 

de leur devenir (Leahy et Colwell, 1990). Elle est essentiellement réalisée par le métabolisme des 

microorganismes hétérotrophes, qu’il soit respiratoire ou fermentatif, et peut avoir lieu en aérobiose et en 

anaérobiose (Head et al., 2006). Les bactéries marines hydrocarbonoclastes aérobies sont principalement 

des Gammaproteobacteria et certaines bactéries à Gram-positif (Head et al., 2006). Les 

microorganismes ont dans le cas général une capacité de dégradation spécifique d’un type 

d’hydrocarbures (Berthe-Corti et Höpner, 2005). En aérobiose, ces bactéries ont développé des systèmes 

enzymatiques permettant l’incorporation d’un ou deux atomes d’oxygène à la molécule cible, 

l’introduction de groupements polaires les rendent plus facilement dégradables par le métabolisme 

bactérien d’où le cas de la plupart des n-alcanes qui sont oxydés par des monooxygénases/hydrolases par 

l’incorporation d’un atome d’oxygène dans la molécule pour former l’alcool primaire correspondant. 

Après l’oxydation initiale de l’alcane, l’alcool correspondant est ensuite oxydé par une déshydrogénase 

pour former l’aldéhyde, puis l’acide gras qui servira de substrat pour l’acétyle CoA synthétase, pour être 

ensuite transformé par la voie de la β-oxydation (Van Beilen et al., 2003). Dans le cas des composés 

aromatiques, deux étapes clés interviennent dans la biodégradation aérobie des hydrocarbures 

aromatiques, mono- ou polycycliques. La première est l’activation des noyaux benzéniques stables, par 

incorporation d’un ou deux atomes d’oxygène grâce à des monooxygénases et des dioxygénases, et la 

seconde étape correspond au clivage du noyau réalisé grâce à une enzyme du type extradiol- ou 

intradiol-dioxygénase. Les réactions enzymatiques suivantes entrainent la formation de métabolites qui 

seront ensuite transformés en intermédiaires du cycle des acides tricarboxyliques.  

La biodégradation du pétrole par les bactéries marines est un phénomène bien établi, bien que mal 

connu, et est considérée comme le mécanisme le plus efficace pour l’élimination de ce polluant.  
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II.4  Les facteurs influençant la biodégradation en mer 

II.4.1 La température 

La température a tendance à influencer la biodégradation et les hydrocarbures en affectant le 

comportement physico-chimique de ceux-ci, mais aussi la physiologie et la diversité des micro-

organismes indigènes.  À faible température la viscosité des hydrocarbures augmente ce qui empêche 

l’émulsification et la volatisation des composés toxiques à faible poids moléculaire tel que les alcanes ce 

qui limite la biodégradation microbienne en raison de la diminution du métabolisme microbien (Leahy, 

1990 ; Head et al., 2006). À des températures extrêmes la solubilité de l’oxygène augmente ce qui limite 

davantage la biodégradation microbienne aérobie. Tous les micro-organismes possèdent   un intervalle 

de tolérance et une température optimale de croissance caractéristique à laquelle ils ont leur seuil 

maximal de multiplication. Les bactéries marines dégradantes les hydrocarbures sont à l’état général des 

mésophiles, leur forme de vie prospère au milieu des conditions de température modérée comprise entre 

20 et 40°C avec un optimum de croissance entre 30 et 37°C. Des études ont montré que la dégradation 

dans des milieux à température mésophile est plus efficace que celle en zones froides ou chaude 

(Boopathy, 2000).   Au-delà de la limite supérieure, on observe la réduction du taux des activités 

enzymatiques et de la vitesse de croissance menant à un ralentissement voire absence du processus de la 

biodégradabilité favorisant la dispersion, et l’indisponibilité du pétrole accompagné par un degré de 

toxicité significatif.  

 

Figure Ⅱ.1. Températures optimales de biodégradation selon les différents milieux (sol, eau 

douce et marine) 
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II.4.2 Le PH 

Les fluctuations du pH varient de façon moindre dans les écosystèmes marins. Les bactéries 

dégradantes les hydrocarbures sont généralement des neutrophiles. Le métabolisme microbien est 

influencé par un pH extrêmement bas ou élevé (Leahy et Colwell, 1990). Selon Bamforth et Singleton 

(2005), 40 % de la dégradation du phénanthrène a été effectuée à pH 5,5 par Burkholderia 

cocovenenans. Cependant, la dégradation des hydrocarbures à pH neutre dans les mêmes conditions 

était de 80 %. Le pH approprié dépend des micro-organismes utilisés pour les bioremédiations 

environnementales. 

 

II.4.3 L’oxygène. 

La concentration en oxygène est définie comme étant le taux variable limite pour la dégradation des 

hydrocarbures dans l’environnement. L’oxygène est indispensable pour le fonctionnement du 

métabolisme des organismes et peut devenir un facteur limitant en milieu froid (Yang et al., 2009). Le 

catabolisme des hydrocarbures aliphatiques ou aromatiques par les bactéries et les mycètes se fait par 

l’oxydation des hydrocarbures et par une oxygénase ce qui nécessite la présence d’oxygène. Des 

conditions limitantes en oxygène n’existent normalement pas dans les niveaux supérieurs de la 

colonne d’eau (Leahy 1990 ; Juhasz et Naidu, 2000). Cependant, des zones hypoxiques peuvent 

apparaitre dans les eaux profondes (ex. zone hypoxique du chenal Laurentien) et limiter les capacités 

de biodégradation. La dégradation des hydrocarbures pétroliers est beaucoup plus efficace en 

conditions oxiques qu'en anoxie (Widdel et Rabus, 2001).  

II.4.4 L’apport en nutriments 

Les nutriments tels que l’azote et le phosphore, sont des éléments indispensables pour la croissance de 

la communauté bactérienne et le déroulement du processus de biodégradation. Un excès en ces 

substances peut être un facteur limitant pour la croissance bactérienne et la biodégradabilité mais, 

leurs absences ralenties et bloque la biodégradation.  

Dans l’écosystème marin, les proportions d’azote et de phosphore sont faibles. Lors d’un déversement 

pétrolier la concentration en carbone fournie par les hydrocarbures augmente par rapport aux 

concentrations d’azote et de phosphore disponibles, il se crée alors un déséquilibre entre la source de 

Carbone et les concentrations en nutriments qui conduit à des rapports C/N C/P élevés défavorables 

pour la croissance microbienne (Leahy et Colwell, 1990).  L’efficacité de l’azote et du phosphore 
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n’est significative que lorsque leurs concentrations dans le milieu permettent d’établir un rapport C/N 

C/P favorable. Des taux plus élevés de biodégradation du pétrole pourraient être obtenus par l'addition 

d'azote et de phosphore. Gibbs (1975), a déduit que 1 m3 d'eau de mer contient une quantité d’azote 

suffisante pour dégrader 30 g de pétrole par an à des températures estivales et 11 g de pétrole par an à 

des températures hivernales.  Atlas et Bartha (1972) ont démontré que les concentrations de 1 mg 

d'azote et 0,07 mg de phosphore par litre sont suffisantes pour la dégradation maximale du pétrole 

brut dans une eau de mer à une concentration de 8 g/L de pétrole.  

 

II.4.5 L’effet de la salinité 

 La salinité moyenne des zones océaniques est de 3,5 % avec un intervalle de variation de 3,3% et 

3,7%. Ces concentrations en sels sont compatibles avec la croissance des bactéries 

hydrocarbonoclastes (Bertrand et Mille, 1989). Ward et al., 1978, ont montrés que les fortes salinités 

dans les marais salants seraient un frein à la dégradation en raison du manque d’oxygène régnant dans 

ces zones. Bertrand et al (1993) ont étudié l’effet de la concentration en sel sur la biodégradation des 

hydrocarbures par deux communautés microbiennes, ils ont prouvé que la biodégradation est optimale 

pour une concentration de 0,4 M et diminue progressivement pour des valeurs supérieures et 

inférieures à celle-ci. Cet effet dépend de la nature du substrat utilisé comme source de carbone. 

Fernandez et al (1996) ont montré que la souche Marinobacter hydrocarbonoclasticus, bactérie 

marine halotolérante dégrade l’eicosane, avec un taux de biodégradation de 90% pour des 

concentrations en sels comprises entre 0,2 et 2,5 M. 

II.4.6 La pression hydrostatique 

À la suite d’un accident pétrolier, l’attention est généralement portée sur le pétrole qui s’étale à la 

surface de l’eau mais une grande partie de ce pétrole coule en profondeur. La profondeur moyenne 

des océans est de 3800 m ce qui correspond à une pression de 380 bar.  Jannash et al., 1971, ont 

montré que dans les zones benthique la dégradation des hydrocarbures par les microorganismes est 

réduite voir absente en raison du manque des conditions favorables pour la croissance de la 

communauté bactérienne. 
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II.4.7  La composition du pétrole 

Le pétrole brut est un mélange extrêmement complexe d’hydrocarbures saturés, aromatiques, 

asphaltènes et résines. L’aptitude des bactéries à le consommer comme source de carbone dépend de 

la composition qualitative et quantitative de chaque fraction en particulier les hydrocarbures saturés, 

viennent ensuite les aromatiques légers, les aromatiques à haut poids moléculaire, et enfin les 

composés polaires. Ratledge (1978), a rassemblé des règles à application générale pour l’ensemble 

des microorganismes : les hydrocarbures aliphatiques sont assimilés par une grande variété de 

microorganismes, les composés aromatiques peuvent être oxydés mais sont assimilés par quelques 

bactéries seulement.  Les n-alcanes à chaînes courtes, tel que le n-nonane ne sont pas toujours 

assimilés, mais peuvent être oxydés. Seules quelques bactéries ont la capacité de croître sur des 

alcanes plus courts tel que le n-octane.  Quand la longueur de chaîne augmente au-delà de C9, le 

facteur de production augmente, mais la vitesse d’oxydation décroît. Les composés saturés sont plus 

rapidement dégradés que les insaturés. Les composés ramifiés sont moins rapidement dégradés que 

les composés non substitués 

 

II.5  Critères d’une bactérie dégradante les hydrocarbures 

II.5.1 La production de biosurfactants 

Ⅱ.5.1.1 Définition 

Les biosurfactants sont des composés amphiphiles produits principalement sur les surfaces des 

cellules microbiennes, ou excrétés dans le milieu extracellulaire sous forme de fraction hydrophobe 

non polaires et de fraction hydrophile polaire (Karanth et al., 1999). Généralement, le groupement 

hydrophobe est constituée d'acides gras saturés ou non saturés, alors que le groupement hydrophile est 

constitué d'acides aminés, peptides ou de polysaccharides (mono ou di) (Desai et Banat, 1997). 

 

II.5.1.2 Classification des biosurfactants 

Les biosurfactants sont généralement catégorisés par leur composition chimique dictée par les différentes 

molécules formant les moitiés hydrophobes et hydrophiles, ainsi que leur origine microbienne. 

Rosenberg et al. (1999) ont suggéré que les biosurfactants peuvent être divisés en deux catégories :  
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• Biosurfactants de faible masse moléculaire, qui abaissent efficacement la tension 

superficielle et interfaciale. 

• Biosurfactants de masse moléculaire élevée, qui sont plus efficaces comme agents 

stabilisateurs d'émulsion. 

 

Tableau Ⅱ.1. Les différentes classes de biosurfactants et leurs importances économiques 

Biosurfactants 

Microorganismes Importance économique Références 

Groupe Class 

Glycolipides 

Rhamnolipides 

Pseudomonas 

aeruginosa, 

Pseudomonas sp., 

Burkholderia 

glumae, 

Burkholderia 

plantarii, 

Burkholderia 

thailandensis 

• Activité antimicrobienne 

contre Mycobacterium 

tuberculosis. 

• Activité antiadhésive contre 

plusieurs souches 

bactériennes et de levures 

isolées de Prothèse 

phonatoire. 

• Amélioration de la 

dégradation et de la 

dispersion de différentes 

classes d'hydrocarbures. 

• Emulsification des 

hydrocarbures et des huiles 

végétales. 

• Elimination des métaux du 

sol. 

Herman et 

al., 1995 ; 

Maier et 

al., 2000 ; 

Sifour et 

al., 2007 ; 

Whang et 

al., 2008 ; 

Dubeau et 

al., 2009 ; 

Hörmann et 

al., 2010 

Trehaloselipides 

Rhodococcus 

erythropolis, 

Nocardia 

erythropolis, 

Mycobacterium 

sp.,  

Arthobacter 

sp. 

• Amélioration de la 

biodisponibilité des 

hydrocarbures. 

• Activité antivirale contre le 

HSV et le virus de la 

grippe. 

Franzetti et 

al., 2010 

Sophorolipides 
Torulopsis 

bombicola, 

• Récupération 

d'hydrocarbure à partir de 

Whang et 

al., 2008 
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Torulopsis 

apicola, 

Torulopsis 

petrophilum 

boue. 

• Elimination des métaux 

lourds se trouvant dans les 

sédiments. 

• Amélioration de la 

récupération du pétrole. 

Lipides de 

mannosylerythrit

ol 

Candida antartica 

• Antimicrobien. 

• Propriétés immunologiques 

et neurologiques. 

Wakamatsu 

et al., 2001 

Cellobiolipides 
Ustilago zeae, 

Ustilago maydis 
• - 

Desai et 

Banat, 

1997 

Lipopeptide

s et 

lipoprotéine

s 

Surfactine/iturine

/fengycine 

Bacillus subtilis, 

Bacillus 

licheniformis 

• Amélioration de la 

biodégradation des 

hydrocarbures et des 

pesticides chlorés. 

• Elimination des métaux 

lourds des sols, des 

sédiments et des eaux 

contaminés. 

• Augmentation de l'efficacité 

de la phytoextraction. 

• Activités antimicrobienne et 

antifongique ; inhibition de 

la formation de caillots de 

fibrine ; hémolyse et 

formation de canaux 

ioniques dans les 

membranes lipidiques ; 

activité antitumorale contre 

des cellules de carcinome 

ascitique d'Ehrlich. 

• Activité antivirale contre le 

virus de l'immunodéficience 

humaine 1 (VIH-1). 

• Activité antimicrobienne et 

antifongique contre les 

effets profondes des 

mycoses sur la morphologie 

et la structure membranaire 

Tanaka et 

al., 1997 ; 

Awashti et 

al., 1999 ; 

Ahimou et 

al., 2001 
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des cellules de levure. 

• Augmentation de la 

conductance électrique des 

membranes biomoléculaires 

lipidiques. 

• Adjuvant immunologique 

non toxique et non 

pyrogène. 

Viscosine 
Pseudomonas 

fluorescens 
• Activité antimicrobienne 

Saini et al., 

2008 

Lichenysine 
Bacillus 

licheniformis 

• Amélioration de la 

récupération du pétrole. 

• Activité antibactérienne.  

• Propriétés chélatrices qui 

pourraient expliquer l'effet 

perturbateur de la 

membrane des lipopeptides. 

Sen, 2008 

Serrawettine 
Serratia 

marcescens 
• Chimio-répulsif 

Pradel et 

al., 2007 

Subtilisme Bacillus subtilis • Activité antimicrobienne 
Ghribi et 

al., 2012 

Gramicidine 
Brevibacterium 

brevis 

• Antibiotique  

• Contrôle des maladies 

Elad et 

Stewart, 

2007 

Polymixine Bacillus polymyxa 
• Activité bactéricide et 

fongicide 

www.cyber

lipid.org/si

mple/simp0

005.html 

Antibiotique TA 
Myxococcus 

xanthus 

• Activité bactéricide. 

• Applications chimio-

thérapeutiques. 

Karanth et 

al., 1999 ; 

Xiao et al., 

2012 

Acides 

gras/lipides 

neutres/phos

pholipides 

Acide 

corynomycolique 

Corynebacterium 

lepus 

• Amélioration de la 

récupération du bitume 

Gerson et 

al., 1978 

Acide 

spiculisporique 

Penicillium 

spiculisporum 

• Elimination des ions 

métalliques d'une solution 

aqueuse. 

• Action dispersante pour les 

pigments hydrophiles. 

• Préparation de nouveaux 

Hong et al. 

1998 ; 

Ishigami et 

al., 2000 

http://www.cyberlipid.org/simple/simp0005.html
http://www.cyberlipid.org/simple/simp0005.html
http://www.cyberlipid.org/simple/simp0005.html
http://www.cyberlipid.org/simple/simp0005.html
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organogels de type 

émulsion, de séquestrants 

de métaux lourds. 

Phosphatidylétha

nolamine 

Acinetobacter sp., 

Rhodococcus 

Erythropolis, 

Mycococcus sp. 

• Augmenter la tolérance des 

bactéries aux métaux lourds 

Appanna et 

al., 1995 

Tensioactifs 

Polymères 

Emulsan 
Acinetobacter 

calcoaceticus 

• Stabilisation des émulsions 

d'hydrocarbures dans l'eau 

Zosim et 

al., 1982 

Alasan 

Acinetobacter 

radioresistens 

 

• Stabilisation des émulsions 

d'hydrocarbures dans l'eau 

Toren et 

al., 2001 

Biodispersane 
Acinetobacter 

calcoaceticus A2 

• Dispersion du calcaire dans 

l'eau 

Rosenberg 

et al., 1988 

complexe 

polysaccharide-

protéine 

Acinebacter 

calcoaceticus 
• Bioémulsifiant 

Kaplan et 

al., 1987 

Liposan Candida lipolytica 

• Stabilisation des émulsions 

d'hydrocarbures dans l'eau 

Cirigliano 

et Carman, 

1985 ; 

Cameron et 

al., 1988 

Mannoprotéine 
Saccharomyces 

cerevisiae 

Protéine PA 
Pseudomonas 

aeruginosa 
• Bioémulsifiant 

Karanth et 

al., 1999 

Biosurfactan

ts 

particulaires 

Vésicules 

Acinetobacter 

calcoaceticus, 

Pseudomonas 

marginalis 
• Dégradation et élimination 

des hydrocarbures 

Karanth et 

al., 1999 ; 

Rosenberg 

et al., 1999 
Cellules 

microbiennes 

entières 

Cyanobacteria 

 

Ⅱ.5.1.3 Biosynthèse et importance des biosurfactants 

La synthèse des biosurfactants est généralement observée lors de la croissance des microorganismes 

sur des substrats insolubles dans l’eau (Pruthi et al., 1995) car ces derniers sont impératifs pour 

l’obtention d’une émulsion stable entre deux liquides non miscibles (Krepsky et al., 2007). 

Néanmoins Leur importance ne se limite pas uniquement à l’émulsification, en effet les biosurfactants 

jouent aussi un rôle très important dans l’adhésion aux surfaces solides et la formation de biofilms 
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(Alasan d’Acinetobacter), la régulation du niveau énergétique cellulaire (sophorose de T.bombicola), 

l’activité bactéricide (gramicidine, polymexine, surfactine), la pathogénicité de certaines bactéries 

(rhamnolipides de Pseudomonas), ainsi que le piégeage des métaux lourds (Vandecasteele, 2008). 

Ceci fait en sorte que leur utilisation s’étale sur différentes disciplines telle que, l’industrie 

pharmaceutique, cosmétique et même alimentaire, ils sont aussi utilisés en agriculture dans la 

fabrication des pesticides et des herbicides, dans l’industrie pétrochimique, et peut-être beaucoup plus 

important dans le domaine de La protection de l'environnement et la bioremédiation. Certaines des 

applications potentielles des biosurfactants dans le contrôle de la pollution et de l'environnement sont 

l’amélioration de la récupération microbienne du pétrole, la dégradation des hydrocarbures dans le sol 

et la dégradation de l'hexachloro cyclohexane, l'élimination des métaux lourds des sols contaminés et 

des hydrocarbures dans l'environnement aquatique (Singh et al., 2007), en facilitant la diffusion des 

hydrocarbures et leurs dérivés à l’intérieur de la cellule bactérienne pour qu’ils puissent être dégradés 

(Al-arajil et al., 2007). 

 

II.5.1.4 Les facteurs environnementaux influençant la synthèse des 

biosurfactants 
La synthèse des biosurfactants, comme toute autre réaction chimique, est influencée par un 

certain nombre de facteurs environnementaux qui augmentent sa productivité ou l'inhibent (Rahman 

et Gakpe, 2008). Différents facteurs environnementaux sont nécessaires pour la synthèse de 

biosurfactants, ce qui fait que les mêmes conditions ne conviennent pas forcément à tous les 

microorganismes, par exemple, certaines bactéries synthétisent un maximum de biosurfactant dans le 

n-hexadécane alors que d'autres ne le tolèrent même pas.  Les facteurs environnementaux tels que le 

pH, la température, la salinité, l'agitation et l'apport en oxygène affectent la production de 

biosurfactants (Rahman et al., 2002 ; Raza et al., 2007). Le type, la qualité et la quantité des 

biosurfactants produits sont aussi influencés par la nature du substrat carboné (Raza et al., 2007), la 

concentration en ions N, P, Mg, Fe, et Mn dans le milieu, ainsi que les conditions de culture 

(Kretschmer et al., 1982). 

II.5.1.5 Les avantages des biosurfactants 

Par rapport aux tensioactifs synthétiques, les biosurfactants présentent plusieurs avantages, 

notamment une biodégradabilité élevée, une faible toxicité, une faible irritation et une compatibilité 

avec la peau humaine (Banat et al., 2000 ; Cameotra et Makkar, 2004). L'avantage le plus significatif 



Chapitre II Les bactéries marines dégradantes les hydrocarbures 

 

25 
 

d'un tensioactif microbien par rapport à un tensioactif chimique est son acceptation écologique (Desai 

et Banat, 1997 ; Karsa et al., 1999 ; Banat et al., 2000). Parmi les autres avantages des tensioactifs 

biologiques par rapport aux synthétiques, citons la sélectivité et l'activité spécifique à des 

températures, pH et salinités extrêmes. 

 

II.5.2 Production des biofilms 

II.5.2.1 Définition 

 Les biofilms sont la forme la plus importante de vie microbienne et sont des matrices biologiquement 

actives de cellules et de substances extracellulaires en association avec une surface solide (Bakke et 

al., 1984). Les biofilms sont attachés à un substrat et consistent en de nombreuses bactéries 

implantées dans une substance de polymère organique.  

 

Figure Ⅱ.2. Représentation schématique des différentes étapes conduisant à la formation d’un 

biofilm en milieu marin (Haras, 2005). 

 

Les polysaccharides extracellulaires (EPS) sont une sécrétion insoluble et visqueuse libérée par les 

cellules bactériennes, qui encapsule des millions de cellules adjacentes dans une matrice bien 

organisée et structurée (Upadhyayula et Gadhamshet, 2010). L'encapsulation par les EPS offre trois 

avantages importants aux cellules qui résident dans les biofilms.  
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• L’EPS peut contribuer à la dissémination des nutriments nécessaires à la croissance 

cellulaire (Cheng et al., 2007). 

• En raison de la composition diversifiée des groupes polysaccharides chargés qui peuvent 

facilement se lier aux molécules nutritives, l'EPS piège les nutriments externes 

nécessaires à la subsistance et à la croissance des cellules (Cheng et al., 2007). 

• Les cellules encapsulées dans la matrice d'EPS bénéficient d'une meilleure protection 

contre les agressions environnementales externes contrairement aux bactéries 

planctoniques (Pang et al., 2005) 

 

Les avantages de la formation de biofilms sont les suivants :  

• La protection contre les antibiotiques (Goldberg, 2002). 

• La protection contre les désinfectants (Peng et al., 2002). 

• Et la protection contre les facteurs environnementales (Chen et al., 1998).  

La croissance des biofilms est régie par un certain nombre de facteurs physiques, chimiques et 

biologiques. 

 

II.5.2.2 Étapes et cycle de la formation du biofilm à l’interface 

Hydrocarbure-Eau 
Les biofilms formés aux interfaces Hydrocarbures-Eau, sont différents des modèles classiques ou les 

bactéries poussent sur des surfaces inertes non nutritives telles que du verre, différents plastiques, des 

métaux ou des biomatériaux. En effet, ceux-ci se développent sur une interface nutritive qui fournit 

l’énergie et le carbone nécessaires à la croissance bactérienne, alors que les autres éléments tel que 

l’eau et l’oxygène proviennent de l’autre face du biofilm (Mounier, 2013). Afin de décrire les étapes 

qui conduisent à la formation d’un biofilm à l’interface Hydrocarbure-Eau on prend l’exemple d’une 

étude de cas de la formation de biofilm par une bactéries du genre Marinobacter sur l’hexadécane 

(C16H34, liquide à température ambiante) qui est un alcane modèle, et sur l’eicosane. Les étapes 

initiales de perception, d’interaction et d’adhésion des cellules à l’interface sont primordiales pour la 

subséquente formation du biofilm. Cette étude a révélé que la bactérie atteint l’interface hexadécane-

Eau par simple diffusion, puis elle produit des composés aux propriétés tensio-actives (SACs) qui 

servent à diminuer la tension interfaciale (Figure Ⅱ.3) (Klein et al., 2010). 
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Figure Ⅱ.3. Effets des composés tensio-actives (Klein et al., 2010). 

 

Les observations par microscopie confocale du biofilm formé par la bactérie sur l’eicosane et sur 

l’hexadécane ont permis de suivre les différents stades de développement du biofilm.  

Dans un premier temps, le biofilm, d’environ 20 μm d’épaisseur, est constitué d’un ensemble de 

plusieurs couches de cellules englobées dans une matrice contenant un glyco-conjugué, 

probablement un polysaccharide, mis en évidence par la lectine PSA. Le biofilm est hétérogène car il 

ne recouvre pas entièrement la surface de l’hexadécane. Après 24 h d’incubation, des cellules isolées 

adhérées aux cristaux d’eicosane sont visibles. A 48 h, elles sont agencées en microcolonies et 

développent une matrice de polysaccharides qui est détectée par la lectine PSA. Il n’est pas encore 

établi si ce stade de microcolonies provient du rassemblement de bactéries par migration à l’interface 

et/ou d’une division cellulaire de cellules adhérées. De plus, des microcolonies de tailles et 

d’épaisseurs différentes sont présentes simultanément indiquant que la formation du biofilm ne se fait 

pas de manière homogène. Les jours suivants, le biofilm se développe par l’expansion des 

microcolonies. A 120 h, toute la surface de l’eicosane est recouverte par le biofilm. D’autre part, quel 

que soit l’hydrocarbure, il a été observé que le biofilm de Marinobacter se désagrège complètement 

au bout d’un certain temps d’incubation. Une hypothèse est que les cellules au plus près de 

l’interface n’ont plus accès à suffisamment d’oxygène pour maintenir ce style de croissance et 

entraînent le démantèlement de la structure (Mounier 2013). 
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II.5.2.3 Rôle écologique des biofilms bactériens dans les milieux marins 

contaminés d’hydrocarbures 
 La formation de biofilm est une stratégie aujourd’hui largement reconnue comme permettant de 

favoriser le transfert de masse d’un substrat hydrophobe et donc d’en améliorer sa biodégradation 

(Froehner et al., 2012 ; Jiménez et al., 2011 ; Ławniczak et al., 2011 ; Tribelli et al., 2012). En effet, 

dans les biofilms, les cellules sont typiquement situées à moins de 1 µm de l’interface et consomment 

le substrat directement dans sa couche limite (Johnsen et al., 2005). De plus, la matrice du biofilm et 

plus particulièrement les propriétés physicochimiques des composés qui la composent sont suspectées 

d’intervenir dans le maintien du contact du biofilm à l’interface Hydrocarbure-Eau, dans la 

solubilisation et le transfert des Hydrocarbures vers la cellule. Il est aussi envisagé que les 

polysaccharides de la matrice pourraient permettre l’adsorption et l’accumulation des Hydrocarbures 

au sein du biofilm, qui seraient alors métabolisés par les cellules (Fong et al., 2010 ; Zhang et al., 

2011). Par ailleurs, la production de biosurfactants qui peut s’opérer au sein d’un biofilm assure une 

solubilisation accrue de l’hydrocarbure pour une meilleure dégradation. Les biosurfactants peuvent 

aussi accroître la solubilité de certaines molécules signal qui sont sécrétées par les cellules d’un 

biofilm afin d’en améliorer leurs activités (van Hamme et al., 2006). 

 

II.6 Le chimiotactisme 

Pour survivre et se développer dans un environnement dont les conditions physicochimiques varient 

constamment, les bactéries doivent continuellement adapter leur métabolisme (Vladimirov et Sourjik, 

2009 ; Alexandre, 2010). Les facteurs tel que les nutriments, le dioxygène (accepteur final 

d’électron), la lumière ou la température sont métabolisables ou peuvent affecter le métabolisme. 

Tous ces facteurs peuvent agir comme des signaux pour les bactéries (Alexandre, 2010). La détection 

de signaux spécifiques dépend de la présence de récepteurs dédiés, qui sont caractérisés par leur 

spécificité vis-à-vis du signal détecté et la sensibilité de la détection (Alexandre, 2010). Le 

chimiotactisme est défini comme le mouvement dirigé de cellules mobiles dans des gradients de 

divers paramètres physico-chimiques (Alexandre, 2010). Que les signaux soient attractifs ou répulsifs, 

ils sont détectés par des récepteurs transmembranaires appelés MCP (« Methyl-accepting Chemotaxis 

Proteins »). Le chimiotactisme a pour fonction de réguler la probabilité de changement dans le sens de 
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rotation des moteurs flagellaires. Ce changement affecte à son tour la façon dont les bactéries nagent 

dans leur environnement. Chez les organismes modèles Escherichia coli et Bacillus subtilis, Le 

chimiotactisme repose sur la présence des MCPs, d’une histidine kinase particulière (CheA), de deux 

régulateurs de réponse (RR) (CheY et CheB, un RR à activité méthylestérase) et d’une 

méthyltransférase constitutive (CheR) qui permet la méthylation à partir de S-adénosylméthionine de 

résidus glutamates des récepteurs MCPs. La fixation d’une molécule attractive ou répulsive sur le 

récepteur modifie l’activité d’auto-phosphorylation normale de CheA, associée aux récepteurs par 

l’intermédiaire d’une protéine adaptatrice CheW. La formation de CheA-P permet la phosphorylation 

de CHeY. C’est la forme phosphorylée du RR CheY-P qui induit un changement du sens de rotation 

du flagelle en se fixant sur le moteur flagellaire (Prescott et al., 2003 ; Sourjik et Armitage, 2010 ; 

Wadhams et Armitage, 2004).   

 

Ce processus joue un rôle dans la biodégradation en mettant les cellules en contact avec les substrats 

de dégradation (Parales et Harwood, 2002 ; Parales et al., 2008). Les alcanes sont des sources de 

carbone et d'énergie pour de nombreuses espèces bactériennes et il a été démontré qu'ils fonctionnent 

comme des chimio-attractifs pour certains micro-organismes. Un isolat bactérien de Flavimonas 

oryzihabitans, obtenu à partir d'un sol contaminé par des hydrocarbures, s'est révélé chimiotactique 

vis-à-vis l'hexadécane (Lanfranconi et al., 2003). De même, Pseudomonas aeruginosa est 

chimiotactique à l'hexadécane (Smits et al., 2003). Le gène tlpS, qui est situé en aval du gène de 

l'alcane hydroxylase alkB1 dans le génome de P. aeruginosa, est prédit pour coder des récepteurs 

transmembranaires appelés methyl accepting chemotaxis proteins (MCP) qui peuvent jouer un rôle 

dans le chimiotactisme des alcanes (Smits et al., 2003). De même, le gène alkN est prédit pour coder 

une MCP qui pourrait être impliquée dans le chimiotactisme des alcanes dans P. putida (van Beilen et 

al., 2001). Une enquête sur la séquence du génome d'Alcanivorax dieselolei (Lai et al., 2012) a 

identifié la machinerie de chimiotaxie des alcanes d'Alcanivorax, qui consiste en huit protéines 

cytoplasmiques qui transmettent les signaux des protéines MCP aux moteurs flagellaires (Figure Ⅱ.4). 

Cette machinerie de chimiotactisme est similaire à celle d'Escherichia coli (Parales et Ditty, 2010). 

  



Chapitre II Les bactéries marines dégradantes les hydrocarbures 

 

30 
 

 

Figure Ⅱ.4. Schéma du système de signalisation chimio-sensoriel de A. dieselolei 
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III. Chapitre Ⅲ : matériel et méthodes 

Les souches utilisées dans cette étude proviennent d’anciens échantillons (Djahnit et al., 2019). 

III.1  La zone d’échantillonnage 

Les souches bactériennes caractérisées dans cette étude proviennent d’échantillons d’eau de mer 

et de sédiments prélevés du port de Sidi Fredj. Le choix s’est porté sur ce port, d’une part à cause 

de la facilité d’accès et d’autre part du fait que c’est un port soumis à une pollution chronique par 

les hydrocarbures qui constitue donc un modèle de choix pour comprendre les mécanismes 

microbiens impliqués dans la réponse à la présence d’hydrocarbures. 

 

III.2  Présentation du port de Sidi Fredj 

Formant le cap Est de la baie de Bou-Ismail et la limite Ouest de la baie d'El Djamila, Sidi 

Fredj est considérée comme une presqu'île entre 2° 50' 48" Est et 2° 50' 41" Est de longitude et 

36° 45' 17" Nord et 36° 45' 06" Nord de latitude. Située à environ 25 Km à l'Ouest d'Alger, 

étendue sur un kilomètre au bord de la mer, Sidi Fredj est orientée vers le Nord-Ouest. 

Commune de Staouéli, daïra de Zeralda et wilaya d'Alger ; Sidi Fredj est un promontoire rocheux 

en saillies, par rapport aux côtes sableuses limitrophes, caractérisée par deux pointes : 

❖ La pointe de Marabout à l'Est (port de plaisance). 

❖ La pointe de St Janvier à l'Ouest (baie d'El Djamila). 

 
Figure Ⅲ.1. Position géographique de la presqu’île de Sidi Fredj (Google Earth, 2021) 
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III.3  Techniques d’échantillonnage 

Le prélèvement des échantillons d’eau de mer et de sédiment, ont été effectuées depuis une 

embarcation durant le mois de mars 2016. Cinq différentes stations ont été choisies pour les 

prélèvements d’eau et de sédiments (Figure Ⅲ.2). 

Environ un litre d’eau a été collecté de chaque station, l’échantillonnage a été effectué 

manuellement dans des flacons préalablement stérilisés, à environ 30 cm sous la surface de l’eau. 

Les échantillons de sédiments ont également été prélevés à partir des mêmes stations à l'aide 

d'une benne de type Van Veen (Duncan et associés KC Scientific Instrument Corporation de KC 

Denmark). Tous les échantillonnages pour l’étude microbiologique ont été effectués dans des 

conditions stériles. 

Après la collecte, les échantillons ont été immédiatement transportés au laboratoire dans une 

glacière (4-8 ° C). Une fois au laboratoire, les échantillons ont été utilisés immédiatement comme 

inoculum pour la culture d'enrichissement dans un milieu minéral (ONR7a) additionné 

d'hydrocarbures comme unique source de carbone et d’énergie (Djahnit et al., 2019). 

 

 
Figure Ⅲ.2. Localisation des stations de prélèvement d’eau de mer et de sédiments du port de 

Sidi Fredj (Djahnit et al., 2019) 
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Au totale, 119 souches bactériennes ont été isolées de l’eau de mer et sédiments par cultures 

d’enrichissement sur le milieu minéral (ONR7a) additionné de pétrole brut comme source de 

carbone.  

Parmi cette collection, 13 bactéries ont été sélectionnées pour notre étude (Tableau Ⅲ-1) 

Tableau Ⅲ.1. Sources et stations d’échantillonnage 

Code de la souche Source d’échantillonnage Station 

PSF-5 L’eau de mer Sw3 

PSF-54 Sédiment Sed3 

PSF-14 L’eau de mer Sw2 

PSF-18 Sédiment Sed4 

PSF-12 L’eau de mer Sw3 

PSF-13 L’eau de mer Sw3 

PSF-21 L’eau de mer Sw3 

PSF-35 L’eau de mer Sw5 

PSF-90 L’eau de mer Sw1 

PSF-6 Sédiment Sed1 

PSF-42 Sédiment Sed1 

PSF-23 Sédiment Sed3 

PSF-26 L’eau de mer Sw1 

 

 

Préparation du milieu ONR7a. 

Solution 1 : 

NaCl 22.8 gr 

 Na2SO4 3.98 gr 

KCl 0.72 gr 

 NH2Cl 0.27 gr 

TRIS  1.3 gr 

NaBr (0,83 gr dans 10 ml) 1.3 gr 

 NaHCO3 (1,55 gr dans 50 ml) 1 ml 

 H3BO3 (1,35 gr dans 50 ml) 1 ml 

NaF (0,13 gr dans 50 ml) 1 ml 

Na2HPO4 (4,45 gr dans 50 ml) 1 ml 

Volume Final 600 ml 

 

• Transférer les constituants solides dans un bécher contenant de l’eau distillée (50 ml moins 

que le volume final) remuer avec un agitateur magnétique jusqu'à solubilisation complète. 

• Ajouter tous les éléments traces.  
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• Ajuster le pH à 7,6. 

• Porter au volume final (600 ml). 

• Autoclaver à 121 °C pendant 20 minutes. 

 

❖ Pour le milieu solide : ajouter 15 gr d’agar-agar directement dans la solution 1 

 

Solution 2 : 

 MgCl2, 6H2O 11.18 gr 

 CaCl2, 2H2O 1.46 gr 

 SrCl2, 6H2O (1,2 gr dans 50 ml) 1 ml 

Volume final 300 ml 

 

• Transférer les constituants solides dans un bécher contenant de l’eau distillée (30 ml moins 

que le volume final) remuer avec un agitateur magnétique jusqu'à solubilisation complète. 

• Ajouter tous les éléments traces. 

• Porter au volume final (300 ml). 

• Autoclaver à 121 °C pendant 20 minutes. 

 

 

Solution 3 : 

 FeCl2, 4H2O (0,1 gr dans 50 ml) 1 ml 

Volume final 100 

 

• Placer la quantité désirée de solution de FeCl2 dans un flacon de 50 ml.  

• Ajouter de l’eau distillée. 

• Stériliser la solution par filtration à travers le filtre de 0,22 µm directement dans la solution 2 

❖ Verser le tout dans la solution 1. 
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Figure Ⅲ.3. Filtration de la solution 3 dans la solution 2 

 

 

 

III.4   Revivification des bactéries 

Les souches fournies pour notre étude étaient conservées dans du glycérol (50%) à -20°C. Afin 

de les revivifier, les bactéries préalablement enrichies et isolées ont été inoculé dans le milieu 

ONR7a additionné d’hydrocarbures comme unique source de carbone. ONR7a est un milieu 

synthétique dont la composition imite celle de l’eau de mer mais qui manque, à lui seul, d’une 

source principale de carbone (Dyksterhouse et al., 1995).  

Les suspensions bactériennes ont été vortexés puis des aliquotes ont été transférés dans des tubes 

à essai stériles contenant 5 ml d’ONR7a additionné de 0.1% (v/v) de pétrole brut. Les cultures 

ont ensuite été incubé à 30°C sous agitation jusqu’à apparition de trouble signifiant une 

croissance bactérienne. 
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Figure Ⅲ.4. Suspensions bactériennes ensemencées dans des tubes à essai 

 

Un volume de (100µl) de chaque suspension bactérienne est ensuite étalé sur la surface des boites 

de pétri contenant du milieu ONR7a solide (ONR7a Agar) avec un papier filtre stérile imbibé de 

pétrole brut et placé sur le couvercle de la boite. Les boites ont été incubées à 30°C.  

 

 

Figure Ⅲ.5. Bactéries ensemencées sur des boites de pétri 
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III.5   Identification moléculaire 

Dans le cadre de notre étude, les souches ont été fournies avec leurs séquences brutes. La 

caractérisation moléculaire des isolats a été basée sur l’analyse de la séquence du gène de l’ARN 

ribosomal 16S (ARNr).  

L’ADN bactérien a été extrait suivant la méthode de « colonie PCR » (China et al., 1996). C’est 

une méthode basée sur le choc thermique. Les colonies isolées et purifiées sont immergées dans 

25 μl de TE dans des microtubes de 1,5 ml. Les tubes sont ensuite immergés dans de l'eau 

bouillante avec un flotteur pendant cinq minutes, puis mis sur de la glace pendant 5 minutes 

supplémentaires et enfin centrifugés pendant 5 minutes à 13 000 g. Au cours de ce processus, 

l’ADN est obtenu sous forme de surnageant. 

L'amplification PCR du gène de l'ARNr 16S a été réalisée en utilisant le couple d’amorce 

Bac27_F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) et de l'amorce inverse universelle Uni_1492R 

(5’-TACGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (Lane, 1991 ; Frank et al., 2008). La réaction 

d'amplification a été réalisée dans un volume réactionnel final de 30 μl contenant 1 μl d'ADN,  

0,6 μl de chaque amorce, 0,6 μl de desoxyribonucleoside triphosphate (dNTPs 0,2 mM) (Gibco, 

Invitrogen Co., Carlsbad, CA), 0,5 U de Taq polymerase (Qiagen, Milano, Italie) avec son 

tampon réactionnel 1× final. La PCR a été réalisée dans un thermocycleur (Mastercycler 

Gradient,Eppendorf) en suivant un programme de cycles bien définie. 

Les fragments d'ADNr 16S amplifiés ont été séquencés par le biais de Macrogen Europe Service 

(Amsterdam, Pays-Bas). 

Ayant les séquences de chaque bactérie (Annex 1), on les a comparés avec les séquences de la 

banque de données dans Genbank-BLASTn, pour une éventuelle identification moléculaire. 

 

III.6   Caractérisations biochimiques des bactéries isolées 

III.6.1 Coloration de Gram 

C’est un test qui permet la distinction entre deux groupes bactériens, les Gram + et les Gram-, 

Cette différence vient de la présence du maillage du peptidoglycane au niveau de la membrane, 

ce maillage est énorme chez les bactéries Gram+, et minuscule chez les bactéries Gram-.  
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Le mécanisme de cette coloration est connu. Le violet de gentiane se fixe sur des composants 

cytoplasmiques et après un temps de coloration, toutes les bactéries sont violettes. Chez les 

bactéries à Gram négatif, la paroi, riche en lipides, laisse passer l'alcool (ou le mélange alcool + 

acétone) qui décolore le cytoplasme alors que, chez les bactéries à Gram positif, la paroi constitue 

une barrière imperméable à l'alcool et le cytoplasme demeure coloré en violet. 

Un frottis fixé à la chaleur est coloré pendant une minute avec une solution de violet de gentiane, 

le frottis coloré est rincé rapidement avec une solution iodo-iodurée de Lugol, et il y est maintenu 

pendant une minute. Le frottis est ensuite décoloré avec l’alcool à 95 % pendant quelques 

secondes jusqu'à élimination de l’excès du colorant puis rincé immédiatement avec l’eau du 

robinet. Le frottis est ensuite traité avec un colorant qui est une solution de Fushine, rincé 

rapidement au robinet et séché. Après ce traitement, La lame est examinée au microscope optique 

(objectif 100 X sous immersion). Les cellules Gram négatif apparaissent roses et les cellules 

Gram positif apparaissent sous une couleur violette (Singleton et Sainsbury, 1984). 

 

 

Figure Ⅲ.6. Aspect des bactéries Gram+ et Gram- sous microscope 

 

III.6.2 Test de la catalase 

Principe 

La catalase est une enzyme contenant du fer, qui catalyse la décomposition du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) en eau et en oxygène. 
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Synthétisée par la plupart des bactéries aérobies, elle élimine le peroxyde d’hydrogène produit au 

cours du métabolisme aérobie. Le test de la catalase sert à détecter la production de cette enzyme 

par une souche bactérienne donnée (Singleton, 1999). 

 

Technique 

❖ On dépose à l’aide d’une pipette Pasteur stérile une goutte d’eau oxygénée à 10% au 

centre d’une lame propre et dégraissée. 

❖ On prélève une colonie à l’aide d’une anse stérile. 

❖ On dissocie la colonie dans la goutte d’eau oxygénée. 

 

 

Lecture 

Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles traduit la décomposition de 

l’eau oxygénée en oxygène gazeux sous l’action de la catalase (Guiraud, 1998). 

 

 
Figure Ⅲ.7. Lecture du résultat du test de la catalase 

 

III.6.3 Test d’oxydase 

Principe 

Le test de l’oxydase détecte un type particulier de chaîne respiratoire, qui comporte en fin de 

chaîne un cytochrome C et l’oxydase associée. Les bactéries qui possèdent une telle chaîne 

peuvent oxyder des composés chimiques (N-N diméthyle-p-phenylenediamine). Les électrons 
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sont transférés de ce réactif au cytochrome C et de là, via l’oxydase, à l’oxygène. Ainsi oxydé, le 

réactif développe une couleur violette intense (Singleton, 1999). 

Technique 

❖ On dépose stérilement le disque d’oxydase au centre d’une lame propre à l’aide d’une 

pince flambée. 

❖ On humidifie le disque d’oxydase par une goutte d’eau distillée stérile. 

❖ On prélève une colonie bactérienne (culture fraiche) recueillie sur gélose avec une pipette 

Pasteur et on l’étale sur le disque. 

Figure Ⅲ.8. Technique du test d’oxydase 

 

Lecture : 

Les espèces oxydase-positives donnent une coloration bleu/violette dans les 10 secondes 

(Singleton, 1999). 

Figure Ⅲ.9. Lecture des résultats du test d’oxydase 

 

III.7  Test de production de biosurfactants 

Les bactéries ayant la capacité de dégrader les hydrocarbures ont la propriété de l’émulsifier en 

solution en produisant des agents de surface tels que les biosurfactants qui augmentent 

l'adhérence des cellules sur le substrat et qui réduisent la tension interfaciale entre les phases 
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aqueuse et organique ce qui conduit à une biodisponibilité accrue et à la biodégradation des 

hydrocarbures (Batista et al., 2006). 

 

III.7.1 Drop collapse test 

Le drop collapse test ou test d’effondrement des gouttes a été réalisé en ajoutant 7 μl de pétrole 

brut dans chaque puits d’une plaque microtitre à 96 puits. Le couvercle a été équilibré pendant 1 

heure à température ambiante, puis 20 μl de culture bactérienne de chaque isolat ont été ajoutés à 

la surface du pétrole. Après une minute d'incubation, la forme de la goutte à la surface du pétrole 

a été observée. Si la goutte s’effondre, elle indique la présence de surfactant (résultat positif) ; si 

elle reste perlée, ceci indique l'absence de surfactant (réponse négative). L'eau distillée stérile a 

été utilisée comme contrôle négatif (Bodour et Miller-Maier, 1998 ; Mahjoubi et al., 2013). 

 

 
Figure Ⅲ.10. Schéma du test d’effondrement de la goutte. Le liquide testé (jaune) est mis en 

contact avec une goutte de pétrole (bleu). Soit les deux se mélangent (en haut) soit les deux 

restent distincts (bas) 

 

III.7.2 Indice d’émulsification E24 

L'indice d'émulsification (E24) de différentes cultures bactériennes a été déterminé en ajoutant 3 

ml d’éther de pétrole au même volume de culture bactérienne. Le mélange a été agité 
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vigoureusement (vortex) pendant 2 minutes. Le mélange est resté pendant 24 h avant la mesure. 

L'activité d'émulsification a été calculée en tant que pourcentage de la hauteur de la couche 

émulsionnée divisée par la hauteur totale de la colonne du liquide                                                         

𝐸24 =
Hauteur couche émulsionnée

Hauteur totale de la colonne
∗ 100  (Hassanshahian et al., 2012). 

 

  
Figure Ⅲ.11. Agitation du tube à essai dans le vortex 

 

III.7.3 Test de déplacement 

20 ml d'eau distillée ont été mis dans une boîte de Pétri vide (90 mm), 10 μl de pétrole brut ont 

été ajoutés à la surface de l'eau pour former une fine couche d'hydrocarbures à la surface. L'étape 

suivante consistait à appliquer 10 μl de culture bactérienne à la surface de l'huile. Le diamètre de 

la zone claire autour de la suspension bactérienne a été mesuré. (Cappello et al., 2016). Plus le 

diamètre est grand, plus la production de biosurfactants est importante. 
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III.8 Test de l’halotolérance 

Dans le but d’étudier la capacité des souches bactériennes à s’adapter aux différentes 

concentrations de salinité, 5 milieux ONR7 ont étaient préparés ayant comme variant la 

concentration d’NaCl qui va de 10 g/L puis 20,30,40 jusqu’à 50 g/L. 

Ensuite 100 µL de chaque suspension bactérienne ont étaient inoculées dans des tubes à essai 

contenant 5 ml du milieu, auquel on a rajouté 50 µL d’hexadécane C16H34, une fois toutes les 

souches ont étaient inoculés dans les 5 milieux, les tubes ont étaient mis dans un bain-marie 

agitateur (Figure Ⅲ-12) à une température de 30°C pour une durée de 10 jours, des blancs 

servant de contrôle négatif ont été préparés et soumis aux mêmes conditions. A la fin de la 

période d’incubation on a mesuré l’absorbance des échantillons à une densité optique (D.O) de = 

600 nm en utilisant un spectrophotomètre (UV-Visible JASCO V-730). 

 

Figure Ⅲ.12. Bain à agitation Memmert 
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III.9 La croissance des bactéries sur différentes sources de carbone 

Dans des tubes à essai stériles on a inoculé 100 µL de suspension bactérienne dans 5 ml de milieu 

ONR7a, puis on leur a rajouté 50 µL d’hydrocarbure (1% V/V). Pour cette étude on a utilisé 4 

différentes sources de carbone, deux aliphatiques étant l’Hexadécane et l’Octadécane, et deux 

autres aromatiques étant le Benzène et le Toluène. Des blancs ont été préparés pour chaque 

sources de carbone et ces tubes ont étaient soumis aux mêmes conditions. 

Les tubes ont été ensuite mis au bain marie agitateur à une température de 30°C pendant 10 jours. 

A la fin de la période on mesure leur absorbance par rapport au blanc à une D.O = 600 nm à 

l’aide d’un spectrophotomètre (UV-Vis JASCO V-730) (Figure Ⅲ.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure Ⅲ.13. Spectrophotomètre JASCO V-730 

 

 

III.10 Production des biofilms 

Préparation des bactéries 

Les bactéries ont été inoculés dans des tubes à essais stériles contenant 5 ml de milieu ONR7a. 

Ces suspensions ont été cultivés jusqu’à la phase stationnaire. 

Les cultures ont ensuite été diluées à 1/100 dans un milieu frais.  

On a prélevé 100 µl des cultures diluées à l’aide d’une micropipette et on les a déposés dans les 

puits de la microplaque, et on a rajouté un blanc qui va agir comme témoin.  Il est recommandé 

de faire 3 répliquât pour avoir des résultats statistiquement représentatifs. 
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On couvre la plaque à l’aide d’un couvercle s’il est disponible ou bien en utilisant du para-film et 

on l’incube à 30°C pendant 72h (O’toole et Kolter, 1998). 

 

Détection des biofilms 

Ces étapes sont effectuées à une température ambiante. 

Après l’incubation on jette le contenu des puits en inversant la microplaque et en la secouant 

doucement au-dessus d’une bassine poubelle contenant de l’eau de javel dilué. 

On rince ensuite la plaque en la submergeant dans une bassine contenant de l’eau claire, une fois 

submergée on frotte doucement la plaque avec les doigts tout en portant des gants, pour libérer 

les bulles d’air et assurer que l’eau pénètre tous les puits. On retire ensuite la plaque de la 

bassine, on l’inverse et on la secoue encore pour éliminer l’eau contenue dans les puits et on 

répète cette étape pour une deuxième fois. 

On inverse ensuite la plaque sur un chiffon et on tape doucement la plaque pour éliminer le 

maximum d’eau possible. 

En utilisant une micropipette on ajoute 125 µL de violet de gentiane à chaque puits. 

On laisse au repos pendant 10 minutes, puis on élimine le violet de gentiane en le déversant de la 

plaque dans une poubelle. 

On submerge la plaque dans une nouvelle bassine contenant de l’eau et on frotte doucement la 

surface de la plaque pour que l’eau pénètre dans les puits, puis on retire la plaque de l’eau on 

l’inverse et on secoue pour éliminer l’excès d’eau, on rince une deuxième fois pour éliminer le 

violet de gentiane en surplus. 

On rince ensuite encore 2 fois dans une nouvelle bassine contenant de l’eau claire et on inverse la 

plaque au-dessus de la poubelle pour éliminer l’eau des puits. 

 Enfin on tape doucement sur la plaque inversée sur un chiffon pour éliminer le maximum d’eau 

possible. 

A ce stade si on voit un anneau violet à l’interface air-eau ou au bout des puits cela indique qu’il 

y a eu une formation de biofilm (Coffey et Anderson, 2014). 
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Figure Ⅲ.14. a) Processus de coloration par le violet de gentiane. b) Lavage de la microplaque 

 

III.11 Test de dégradation 

On a inoculé 2 ml de onze suspensions bactériennes différentes dans des flacons stériles 

contenants 100 ml de milieu ONR7a supplémentés de 1 ml de pétrole brut, les flacons ont ensuite 

été mis dans le bain marie agitateur à une température de 30°C pendant 25 jours. 

Une fois la phase stationnaire est atteinte (10 jours) (Djahnit et al., 2019), on tente de séparer le 

pétrole brut du reste du milieu à l’aide d’une technique de séparation liquide-liquide, pour ce fait 

on a besoin d’une ampoule à décanter ainsi que son support. 

On s’assure que le robinet est bien fermé, on retire le bouchon et on introduit d’abord les 100 ml 

du milieu contenant notre suspension bactérienne et le pétrole brut dans l’ampoule assise sur le 

support, ensuite on rajoute 100 ml de dichlorométhane au mélange on ferme bien le bouchon et 

on prend l’ampoule avec les deux mains, une qui tient l’ampoule et la deuxième main contrôle le 

robinet, bouchon vers le bas et robinet visé vers un mur, on agite ensuite l‘ampoule avec 

prudence mais en faisant attention à libérer le gaz cumulé à l’intérieur tout simplement en ouvrant 

et en refermant le robinet, on peut répéter cette étape 2 à 3 fois jusqu’à ce que le gaz soit 

totalement libéré. Une fois cette étape terminée on s’assure encore une fois que le robinet est bien 

fermé on remet l’ampoule sur le support et on laisse décanter jusqu’à ce que le pétrole passe 

totalement du milieu vers le dichlorométhane. 

On s’aperçoit que le pétrole qui se lie au dichlorométhane se dépose en bas de l’ampoule alors 

que le milieu contenant les bactéries reste en haut, ce qui facilite la récupération. 

a b 
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Une fois la séparation finit on met un flacon dans lequel on veut récupérer le pétrole brut, on 

ouvre le robinet et on laisse passer que le pétrole contenu dans le dichlorométhane visiblement 

reconnu par sa couleur foncée et on referme le robinet, puis dans un bécher on récupère le milieu 

transparent qu’on va jeter par la suite. 

Une fois la phase organique récupérée, elle est desséchée avec du Na2SO4 anhydre, les 

hydrocarbures (HAP et alcanes) sont analysés par Chromatographie en phase gazeuse-

spectrométrie de masse CG-SM (QP5050 SHIMADZU), avec les conditions opératoires 

suivantes : Le gaz porteur, utilisé à un débit de 1 ml/min, est l’hélium. La température de 

l’injecteur a été fixée à 250 °C. Le programme du gradient de la température est comme suit : 2 

min à 50 °C, puis la température augmente jusqu’atteindre 280 °C à raison de 5 °C/min et se 

stabilise à cette température pendant 15 min. L’injection se fait en mode Split 1/52, le volume 

injecté est 1 μL. Le pourcentage de biodégradation des souches testées est calculé en incluant les 

valeurs résiduelles en GC-SM et le témoin abiotique. Cela correspond au rapport entre la quantité 

de substrat dosée par GC-SM dans les essais et le substrat présent dans les témoins abiotiques à la 

fin de la période d’incubation et la quantité de substrat initialement introduite afin de valider 

l’expérience. 

Figure Ⅲ.15. a) Décantation de la fraction contenant le pétrole vers le bas de l’ampoule 

b) Récupération du dichlorométhane contenant le pétrole dans un flacon stérile

b a 
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IV. Chapitre IV : résultats et discussion 

IV.1 Caractérisation morphologique des bactéries isolées 

Après la fin de la période d’incubation des bactéries ensemencées dans les boites de pétri, on a 

étudié l’aspect morphologique et la couleur des colonies qui se sont formées (Tableau Ⅳ-1). 

 

Tableau Ⅳ.1. Aspect morphologique des bactéries sélectionnées 

Code 

de la 

souche 

Forme Couleur Aspect morphologique 
Diamétre 

(mm) 

PSF-5 Bacille Jaune Circulaire, contour régulier, convexe, opaque 1.3 mm 

PSF-54 Bacille Beige Circulaire, contour régulier, convexe, opaque 1 mm 

PSF-14 Bacille Jaune Circulaire, contour irrégulier, convexe, translucide 1 mm 

PSF-18 Bacille Transparente Circulaire, contour irrégulier, convexe, translucide 1 mm 

PSF-12 Bacille Blanche Circulaire, contour régulier, convexe, opaque 1 mm 

PSF-13 Bacille Blanche Circulaire, contour régulier, convexe, opaque 1 mm 

PSF-21 Bacille Jaunâtre Circulaire, contour régulier, convexe, opaque 1.5 mm 

PSF-35 Bacille Jaune Circulaire, contour régulier, convexe, opaque, lisse 2 mm 

PSF-90 Bacille Blanche Circulaire, contour régulier, convexe, opaque 1 mm 

PSF-6 Bacille Orangé-rouge Circulaire, contour régulier, aplati, opaque 2 mm 

PSF-42 Bacille Blanche Circulaire, contour régulier, convexe, opaque 1.5 mm 

PSF-23 Cocci Jaune Circulaire, contour régulier, convexe, opaque, lisse 2 mm 

PSF-26 Bacille Beige Circulaire, contour régulier, convexe, opaque 1.4 mm 

Les souches ont un aspect circulaire, elles ont majoritairement le contour régulier et sont convexe 

avec des tailles qui varient de 1mm à 2mm. Ce sont des bacilles à l’exception de la souche PSF-

23. 

 

IV.2 Résultats de l’identification par BLAST 

 Après comparaison des séquences bactériennes avec les séquences de la banque de données dans 

Benbank-BLASTn on est arrivés aux résultats représentés dans le tableau (Ⅳ-2). 
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Tableau Ⅳ.2. Identification des séquences appartenant aux souches bactériennes choisis 

 

A l’exception de trois bactéries, la majorité des bactéries testées appartiennent aux 

Protéobactéries qui est un phylum majeur regroupant des bactéries à Gram-négatives. Nos 

résultats sont compatibles avec les recherches précédentes qui ont trouvées que les 

protéobactéries constituent le phylum le plus abondant dans plusieurs environnements, 

notamment le sol (Spain et al., 2009), les sédiments (Mason et al., 2014) et l'eau de mer (Feng et 

al., 2009). En outre, les protéobactéries se sont avérées être le phylum dominant dans les sites 

contaminés par des hydrocarbures pétroliers (Zhang et al., 2010 ; Mukherjee et al., 2014). La 

dominance de ce phylum peut être due à leur membrane lipopolysaccharide qui peut jouer le rôle 

de biosurfactant (Vasconcellos et al., 2009), ceci se passe en présence de biosurfactants qui 

peuvent rendre la surface cellulaire plus hydrophobe par la production de lipopolysaccharide, 

augmentant ainsi l'association de la cellule avec le substrat (Al-Tahhan et al., 2000). Cette étude 

soutient aussi les recherches existantes, où Gamma-protéobactérie, et dans une moindre mesure 

Alpha-protéobactérie, deviennent dominantes dans les communautés bactériennes des 

Code 

de la 

souche 

Phylum Famille Espèce 
Id. 

(%) 

Accession 

number 

PSF-5 Actinobactérie Brevibacteriaceae Brevibacterium celere strain KMM 3637 99% NR_025727.1 

PSF-54 Protéobactérie Alcanivoracaceae Alcanivorax xenomutans strain JC109 99% NR_133958.1 

PSF-14 Protéobactérie Erythrobacteraceae Erythrobacter citreus strain RE35F/1 99% NR_028741.1 

PSF-18 Protéobactérie Alcanivoracaceae Alcanivorax dieselolei strain B5 99% NR_074734.1 

PSF-12 Protéobactérie Alcanivoracaceae Alcanivorax borkumensis strain SK2 99% NR_074890.1 

PSF-13 Protéobactérie Halomonadaceae Halomonas venusta strain NBRC 102221 99% NR_114048.1 

PSF-21 Protéobactérie Pseudomonadaceae Pseudomonas taiwanensis strain BCRC 17751 99% NR_152090.1 

PSF-35 Protéobactérie Pseudomonadaceae Pseudomonas oceani strain DSM 100277 99% NR_116172.1 

PSF-90 Protéobactérie Alcanivoracaceae Alcanivorax borkumensis strain SK2 99% NR_074890.1 

PSF-6 Actinobactérie Gordoniaceae Gordonia hongkongensis strain HKU50 99% NR_152023.1 

PSF-42 Protéobactérie Alteromonadaceae Marinobacter nitratireducens strain AK21 99% NR_136469.1 

PSF-23 Actinobactérie Micrococcaceae Micrococcus yunnanensis strain YIM 65004 99% NR_116578.1 

PSF-26 Protéobactérie Alteromonadaceae 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain ATCC 

49840 
99% NR_074619.1 
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écosystèmes marins après une exposition aux hydrocarbures pétroliers (Head et al., 2006 ; 

Yakimov et al., 2007 ; Greer, 2010 ; Kostka et al., 2011). 

En revanche pour les deux bactéries Gram-positives elles appartiennent au phylum 

Actinobactérie qui est souvent présent dans les milieux marins contaminés par les hydrocarbures 

mais à des taux inférieurs à ceux des protéobactéries et le fait que ces deux bactéries appartenant 

au genre Brevibacterium et Gordonia ont pu pousser en ayant que du pétrole brut comme source 

unique de carbone est en accord avec les recherches de Yakimov et al (1999, 2004), De 

Domenico et al (2004) et Pini et al (2007) qui affirment avoir isolé des Actinobactérie à partir de 

milieux marins contaminés par des hydrocarbures. 

 

IV.3 Caractérisations biochimiques des bactéries isolées 

On a effectué Cet ensemble d’expériences dans le but d’étudier les différents mécanismes qui 

permettent aux bactéries de non seulement survivre dans le milieu marin, mais aussi de se 

défendre contre les différents risques, internes soit ils ou externes. L’objectif étant de mettre en 

évidence ce qui permet à de telles bactéries d’être performantes dans la dégradation des 

hydrocarbures dans le milieu marin par rapport à d’autres, et d’identifier ces derniers. 

 

IV.3.1 Coloration de Gram 

 

On a trouvé que 8 bactéries (82% des bactéries) étaient des bactéries à Gram- et seulement 2 

(18%) étaient des bactéries à Gram+ ce qui est en accord avec les résultats trouvés précédemment 

par l’identification des séquences ou on a trouvé que la majorité des bactéries appartenait au 

phylum des Protéobactéries. 
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Tableau Ⅳ.3. Résultats de la coloration de Gram 

Code de la souche Bactérie Résultat du test 

PSF-5 Brevibacterium celere Gram+ 

PSF-54 Alcanivorax xenomutans Gram- 

PSF-14 Erythrobacter citreus Gram- 

PSF-18 Alcanivorax dieselolei Gram- 

PSF-12 Alcanivorax borkumensis Gram- 

PSF-13 Halomonas venusta Gram- 

PSF-21 Pseudomonas taiwanesis Gram- 

PSF-35 Pseudomonas oceani Gram- 

PSF-90 Alcanivorax borkumensis Gram- 

PSF-6 Gordonia hongkongensis Gram+ 

PSF-42 
Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus 
Gram- 

 

IV.3.2 Test de la catalase 

Le tableau (Ⅳ.4) résume les résultats obtenus durant ce test pour onze différentes bactéries, 

parmi celles qui ont étaient les plus performantes en termes de dégradation d’hydrocarbures. 

Le résultat des onze bactéries testées revient positif sans exceptions, ce qui signifie que toutes ces 

bactéries ont la capacité de produire l’enzyme catalase. 

La présence de l’enzyme catalase chez une souche bactérienne pure, permet une première 

orientation dans l’identification de celle-ci, car du fait de la production de l’oxygène par la 

catalase, elle est absente chez les bactéries anaérobies strictes.  

Ce test est donc utile pour différencier entre les bactéries aérobies et anaérobies obligatoires, car 

ces derniers sont généralement dépourvus de l’enzyme catalase 
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Tableau Ⅳ.4. Résultat du test catalase 

Bactérie Résultat du test catalase 

Brevibacterium celere + 

Alcanivorax xenomutans + 

Erythrobacter citreus + 

Alcanivorax dieselolei + 

Alcanivorax borkumensis + 

Halomonas venusta + 

Pseudomonas taiwanesis + 

Pseudomonas oceani + 

Alcanivorax borkumensis + 

Gordonia hongkongensis + 

Marinobacter hydrocarbonoclasticus + 

Pour complétement identifier une bactérie il faut d’abord connaître le type respiratoire de cette 

dernière. Les bactéries Gram + possèdent majoritairement un type respiratoire aéro-anaérobie 

facultatif, sauf le genre Micrococcus qui est un type aérobie strict. Alors que la majorité des 

bactéries à Gram – ont un type respiratoire aérobie strict possédant donc une catalase positive.  

La détection de la présence de la catalase chez les bactéries est essentielle pour différencier 

différents genres (Staphylococcaceae et Micrococcaceae catalase-positive des Streptococcaceae 

catalase-négative). Elle permet aussi la distinction entre les espèces appartenant au même genre 

(Aerococcus urinae catalase positif et Aerococcus viridians catalase négatif). 

Mis à part l’utilité de la catalase dans l’identification des bactéries, elle permet aussi aux 

bactéries de réparer ou d’échapper aux dommages oxydatifs du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en 

facilitant la désintoxication cellulaire, en neutralisant les effets bactéricides du peroxyde. 

La catalase accélère la décomposition du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau et oxygène 

(2H2O2 + Catalase ➔ 2H2O + O2). 

Cette réaction est évidente par la formation rapide de bulles. 
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Figure Ⅳ.1. Formation de bulles lors d’un test catalase positif 

 

IV.3.3 Test d’oxydase 

La recherche de l’oxydase est un des critères les plus utilisés pour l'identification des bactéries, 

surtout celle des bacilles à Gram négatif 

Tableau Ⅳ.5. Résultats du test oxydase 

Bactérie Résultat du test Oxydase 

Brevibacterium celere + 

Alcanivorax xenomutans + 

Erythrobacter citreus + 

Alcanivorax dieselolei + 

Alcanivorax borkumensis + 

Halomonas venusta - 

Pseudomonas taiwanesis + 

Pseudomonas oceani + 

Alcanivorax borkumensis + 

Gordonia hongkongensis - 

Marinobacter hydrocarbonoclasticus + 
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Les résultats sont positifs pour les bactéries du genre Brevibacterium, pour les 4 différentes 

espéces d’Alcanivorax, pour le genre Erythrobacter ainsi que Marinobacter nitratiredusens et les 

2 espèces de Pseudomonas. 

Contrairement aux bactéries du genre Halomonas et Gordonia qui ont montrées l’incapacité à 

oxyder le dérivés méthylés du paraphénylène diamine ce qui a résulté en un test négatif. 

Ce test consiste à mettre en évidence la capacité de la bactérie testée à oxyder la forme réduite 

incolore de dérivés méthylés du paraphénylène diamine, en leur forme oxydée rose violacé, grâce 

à une enzyme dite phénylène diamine oxydase. 

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

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

héminiques.  

L’activité oxydasique ainsi déterminée est difficile à attribuer à tel ou tel élément de la chaîne 

respiratoire bien qu'une correspondance avec un cytochrome C soit avancée par plusieurs auteurs.   

Pour un certain nombre de bactéries oxydase négative, possédant donc une chaîne respiratoire 

complète et fonctionnelle comme les micro-organismes aérobies stricts Micrococcus, Bacillus, 

Acinetobacter. . . mais aussi des bactéries aéro-anaérobies comme les entérobactéries, le 

cytochrome C est remplacé par un autre cytochrome ne possédant pas la capacité de réagir avec 

le réactif utilisé.  

De ce fait le terme de cytochrome oxydase pose donc problème : la cytochrome oxydase est la 

dernière enzyme de la chaîne respiratoire qui assure le transfert des électrons sur l'oxygène (ou un 

autre oxydant minéral).  Le terme d’oxydase est, d'autre part, réservé aux enzymes utilisant 

l'oxygène comme substrat. . .  En bactériologie, il faut donc comprendre le terme d'oxydase 

comme la présence d'une enzyme réagissant avec un dérivé méthylé du paraphénylène diamine. 
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Figure Ⅳ.2. Aspect d’un résultat positif du test d’oxydase 

 

IV.4 Production des biosurfactants 

Les bactéries produisent une large gamme de produits extracellulaires aux propriétés et 

applications multiples. Les biosurfactants sont l'un de ces composés amphiphiles extracellulaires 

produits par les bactéries, les levures et les champignons, en particulier lorsqu'ils sont cultivés sur 

des substrats hydrophobes.  

Plusieurs méthodes différentes sont utilisées pour étudier les biosurfactants, parmi eux on a choisi 

trois méthodes différentes qui ont pour objectif, la mise en évidence et la quantification des 

biosurfactants produits par les micro-organismes.   

 

IV.4.1 Drop collapse test 

La méthode du drop collapse est une méthode sensible à la présence des biosurfactants et facile à 

réaliser, elle nécessite qu’un petit volume (~5µl) de culture bactérienne ou de solution de 

biosurfactants pour tester la propriété du tensioactif. 
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Tableau Ⅳ.7. Résultat du Drop Collapse Test 

Numéro 

du puits 
La bactérie Résultats 

D6 Témoin - 

A2 Halomonas venusta + 

A3 Alcanivorax dieselolei + 

A4 Alcanivorax borkumensis + 

A5 Erythrobacter citreus + 

A6 Pseudomonas taiwanensis + 

A7 Alcanivorax borkumensis + 

A8 Alcanivorax xenomutans + 

A9 Brevibacterium celere + 

A10 Gordonia hongkongensis + 

A11 Pseudomonas oceani + 

A12 
Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus 
+ 

Résultat + : l’apparition d’un mélange. 

Résultat - : l’apparition de deux phases 

 

Les résultats trouvés du drop collapse test étaient positifs pour tous les puits contenant les 

bactéries, à l’exception du blanc qui est dépourvu de suspension bactérienne, ce test ne permet 

qu’une mise en évidence et non pas la quantification des biosurfactants.  
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Figure Ⅳ.3. Résultat du drop collapse test sur microplaque 

 

IV.4.2 Indice d’émulsification E24 

L'indice d'émulsification E24 et l'activité d'émulsification sont des tests de dépistage pour 

mesurer la capacité d'émulsification de toute molécule tensioactive avec différents hydrocarbures 

(Jagtap et al., 2010). 

 

Tableau Ⅳ.6. Pourcentage d’émulsification E24 

Bactérie 

Phase 

émulsifiée 

(Cm) 

Phase totale 

(Cm) 

Pourcentage 

d’émulsification 

Brevibacterium celere 1.1 3.1 35% 

Alcanivorax xenomutans 0.1 3.3 3% 

Erythrobacter citreus 0.3 3 10% 

Alcanivorax dieselolei 0.5 3.5 14% 

Alcanivorax borkumensis 0.3 3.7 8% 

Halomonas venusta 0.5 3.5 14% 

Pseudomonas Taiwanensis 1 3.7 27% 

Pseudomonas oceani 0.3 3.2 9% 

Alcanivorax borkumensis 0.8 3 27% 

Gordonia hongkongensis 0.6 3.1 19% 

Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus 

0.5 3.1 16% 
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Selon les résultats obtenus on s’aperçoit que Brevibacterium celere qui appartient au phylum 

Actinobactérie est la souche la plus active de toutes nos bactéries avec un indice d’émulsification 

de 35%, dépassant ainsi les bactéries appartenant au phylum Protéobactérie avec ces deux 

représentants P. taiwanesis et A. borkumensis qui ont montrées le meilleur pourcentage 

d’émulsification du phylum avec 27% d’activité. 

En parallèle on trouve que les bactéries ayant les indices les plus faibles font non seulement 

partie des Protéobactéries, mais encore plus intéressant ils font partie des mêmes genres en tête 

du phylum qui sont Alcanivorax et Pseudomonas. Avec A. xenomutans montrant un pourcentage 

d’émulsification de 3% suivit d’Alcanivorax borkumensis et P.oceani qui ont montrées une 

activité de 8% et 9% respectivement. 

Cet indice augmente avec le taux de croissance bactérienne et la production de biosurfactant, ce 

qui représente la capacité de dégradation de la bactérie (Ebadi et al., 2021). 

 

Ces résultats sont compatibles avec ceux de Djahnit et al (2019), qui ont trouvés 

qu'A.Borkumensis était la souche la plus active du phylum Proteobacteria. Et de ceux de Ebadi et 

al (2021) qui ont montré que parmi 22 bactéries testés Brevibacterium celere était la souche la 

plus active en termes de production de biosurfactants avec l’indice d’émulsification E24 le plus 

important de l’étude.  
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Figure Ⅳ.4. Histogramme représentant l’indice d’émulsification E24 

 

 

Figure Ⅳ.5. a, c, d) Résultat positif du test d’émulsification et formation d’une couche 

émulsifiée. b) Résultat négatif et absence d’une couche émulsifiée 
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IV.4.3 Le test de déplacement 

Une des méthodes utilisées pour quantifier la production des biosurfactants par les bactéries 

hydrocarbonoclastes, est la méthode de déplacement du pétrole. Cette méthode ne nécessite pas 

d'équipement spécialisé ou de produits chimiques, elle est très simple à réaliser, mais elle s'est 

avérée plus rapide et plus fiable que les autres méthodes (Zhao et al., 2016). 

Selon Morikawa et al (2000), la surface de déplacement de l'huile dans le test est directement 

proportionnelle à la concentration du biosurfactant dans la solution. 

 

 

 

Figure Ⅳ.6. Test de déplacement effectué sur des boites de pétries 
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Tableau Ⅳ.8. Diamètre du test de déplacement du pétrole 

Les bactéries Le diamètre 

Témoin 0 cm 

Halomonas venusta 1.5 cm 

Alcanivorax dieselolei 2.1 cm 

Alcanivorax borkumensis 0.3 cm 

Erythrobacter citreus 0.5 cm 

Pseudomonas taiwanensis 3 cm 

Alcanivorax borkumensis 2.7 cm 

Alcanivorax xenomutans 0.2 cm 

Brevibacterium celere 1.2 cm 

Gordonia hongkongensis 1.6 cm 

Pseudomonas oceani 0.3 cm 

Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus 
0.3cm 

 

Les résultats obtenus au cours de ce test montrent qu’on a six bactéries qui ont dépassé les 1 cm 

de diamètre, qu’on considère comme étant de fortes productrices de biosurfactants, ces bactéries 

sont H. venusta, A. dieselolei, P. taiwanensis, A. borkumensis, Brevibacterium celere et G. 

hongkongensis. 

P. taiwanensis et A. borkumensis ont de loin étaient les plus performantes avec 3 cm et 2.7 cm de 

diamètre respectivement. 

Les résultats obtenus par ces trois méthodes de détection et quantification des biosurfactants, sont 

en corroboration les uns avec les autres, on n’a pas eu de résultats contradictoires entres ces tests 

ce qui est en accord avec les résultats obtenus par Thavasi et al (2011). 
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Dans certaines recherches, il a été trouvé que des résultats contradictoires pouvaient être 

enregistrés entre différentes méthodes de détection et de quantification des biosurfactants.  Cela 

pourrait s'expliquer par le fait que certaines cellules bactériennes agissent elles-mêmes comme 

des biosurfactants (Hommel, 1994) et présentent une hydrophobie cellulaire élevée, mais ne 

produisent pas de biosurfactants extracellulaires. 

 

IV.5 Test de l’halotolérance 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant : 

Tableau Ⅳ.9. La Croissance bactérienne en fonction de la concentration en NaCl 

Absorbance à une Densité-Optique de 600 nm 

N° 
Bactérie 

NaCl 

(10g/L) 

NaCl 

(20g/L) 

NaCl 

(30g/L) 

NaCl 

(40g/L) 

NaCl 

(50g/L) 

1 Brevibacterium celere 0.110 0.165 0.333 0.417 0.264 

2 Alcanivorax xenomutans 0.082 0.215 1.022 0.293 0.318 

3 Erythrobacter citreus 0.071 0.605 0.602 0.310 0.396 

4 Alcanivorax dieselolei 0.072 0.279 1.206 0.372 0.312 

5 Alcanivorax borkumensis 0.072 0.381 0.106 0.146 0.095 

6 Halomonas venusta 0.214 0.657 0.326 0.245 0.220 

7 Pseudomonas taiwanesis 0.086 0.121 0.212 0.129 0.195 

8 Pseudomonas oceani 0.062 0.276 0.130 0.095 0.114 

9 Alcanivorax borkumensis 0.068 0.531 0.235 0.089 0.122 

10 Gordonia hongkongensis 0.063 0.093 0.362 0.757 0.312 

11 
Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus 
0.101 1.049 0.117 0.276 0.221 
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Figure Ⅳ.7. Histogramme montrant la croissance bactérienne en fonction de la concentration en 

NaCl 

 

Les résultats obtenus par cette étude, indiquent que différentes bactéries ont différents optimums 

en ce qui concerne les taux de salinités, et qu’en s’éloignant de ces optimums que ça soit en 

augmentant ou en réduisant la salinité du milieu, on observe une diminution de la croissance 

bactérienne. 

On arrive à remarquer que la croissance bactérienne est faible dans les milieux supplémentés de  

10 g/L de NaCl à travers toutes les bactéries, et à fur et à mesure que la concentration de NaCl 

augmente dans les milieux, la croissance des bactéries suit en une relation de corrélation jusqu’à 

ce que l’optimum de salinité est atteint pour chaque bactérie. Cet optimum varie entre 20 g/L et   

30 g/L pour la majorité de nos bactéries à l’exception de Gordonia hongkongensis pour laquelle, 

le maximum de croissance a été enregistré à 40 g/L de NaCl. Ces résultats sont logiques, du fait 

que ces taux de salinité se rapproches le plus de la salinité de l’eau de mer, qui est en moyenne de 

35 PSU. Mais trop de NaCl a un effet toxique sur les bactéries, ce qui explique les résultats 

faibles obtenues dans les milieux dont la concentration en NaCl est de 50 g/L. Néanmoins le fait 

que ces bactéries ont pu pousser dans les différentes concentrations de salinité, signifie qu’une 

solution de bioremédiation peut être élaborée quelques soit la salinité du milieu contaminé, en 

ajustant la composition des bactéries de façon à ce qu’elle correspond à la salinité du milieu. Ces 

résultats sont en accord avec ceux obtenues par Bertrand et al (1993) et Reichelet et Baumann 

(1974). 

0.0000

0.2000

0.4000

0.6000

0.8000

1.0000

1.2000

1.4000

(10g/L) (20g/L) (30g/L) (40g/L) (50g/L)

NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

Croissance bactérienne selon la concentration en NaCl

Brevibacterium celere Alcanivorax xenomutans Erythrobacter citreus Alcanivorax dieselolei

Alcanivorax borkumensis Halomonas venusta Pseudomonas taiwanensis Pseudomonas oceani

Alcanivorax borkumensis Gordonia hongkongensis Marinobacter nitratiredusens



  Chapitre IV : résultats et discussion 

64 
 

Reichelet et Baumann (1974), ajoutent aussi que l'effet du NaCl sur le taux de croissance et le 

rendement varie selon la source de carbone utilisée, ce qui signifie que les optimums de salinités 

obtenues au cours de cette étude, peuvent être relatifs à la constitution et le type d’hydrocarbure 

utilisé. 

 

Figure Ⅳ.8. Histogramme représentant la croissance de chaque bactérie en fonction du taux de 

salinité 

 

IV.6 Croissance sur différentes sources de carbone 

Dans le but d’identifier si la composition des hydrocarbures avait un effet sur la croissance et le 

rendement des bactéries hydrocarbonoclastes, on a inoculé les bactéries dans des tubes à essaies 

contenant un de ces 4 hydrocarbures comme unique source de carbone : l’hexadécane, 

l’octadécane, le toluène et le benzène. 

 

L’hexadécane et l’octadécane étant des alcanes à chaine linéaire, ils sont définis en tant 

qu’hydrocarbures aliphatique, leurs formules chimiques sont respectivement C16H34 et C18H38. 
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Alors que le benzène et le toluène sont des hydrocarbures aromatiques, ces derniers ont un cycle 

benzène, qui est aussi appelé un anneau aromatique. Leurs formules chimiques sont 

respectivement C6H6 et C7H8. 

 

Tableau Ⅳ.10. Croissance bactérienne selon le type d’hydrocarbure (D.O = 600 nm) 

 

 

 

 

N° Bactérie Hexadécane Octadécane Toluène Benzène 

1 Brevibacterium celere 0.107 0.107 0.171 0.050 

2 Alcanivorax xenomutans 0.095 0.259 0.110 0.075 

3 Erythrobacter citreus 0.306 0.203 0.115 0.072 

4 Alcanivorax dieselolei 0.294 0.125 0.117 0.043 

5 Alcanivorax borkumensis 0.181 0.488 0.124 0.056 

6 Halomonas venusta 0.098 0.089 0.078 0.071 

7 Pseudomonas taiwanensis 0.113 0.496 0.119 0.058 

8 Pseudomonas oceani 0.276 0.264 0.125 0.068 

9 Alcanivorax borkumensis 0.122 0.200 0.103 0.073 

10 Gordonia hongkongensis 0.074 0.085 0.114 0.072 

11 Marinobacter hydrocarbonoclasticus 0.353 0.318 0.105 0.065 

12 Micrococcus yunnanensis 0.271 0.149 0.078 0.050 

13 Marinobacter hydrocarbonoclasticus 0.194 0.413 0.079 0.056 
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Figure Ⅳ.9. Histogramme représentant la croissance bactérienne selon l’hydrocarbure 

 

En regardant ce graphe, il est assez clair que chacune des bactéries montre une croissance 

spécifique au type d’hydrocarbure utilisé en tant que source de carbone unique. 

Les bactéries Erythrobacter citreus, Micrococcus yunnanensis et Alcanivorax dieselolei montrent 

une croissance accrue dans les milieux ou la source de carbone est l’hexadécane. 

Alors que les bactéries Alcanivorax borkumensis, Alcanivorax xenomutans, Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus et Pseudomonas taiwanesis semblent préférer l’octadécane comme source 

de carbone. 

Par contre Brevibacterium celere et Gordonia hongkongensis ont montrées une croissance accrue 

dans les milieux contenant du toluène comme hydrocarbure. 

On a d’autres bactéries comme Marinobacter nitratiredusens et Pseudomonas oceani qui 

montrent le même degré de croissance à la fois dans les milieux supplémentés par l’hexadécane 

et ceux supplémentés par l’octadécane, en plus de Halomonas venusta qui montre une croissance 

stable sur les 4 différentes sources d’hydrocarbures même si cette croissance est en quelques 

sortes faible. 
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Par contre on a observé une croissance réduite de toutes les bactéries sur les milieux ayant du 

benzène comme unique source de carbone. 

Ces résultats sont compatibles avec ceux trouvés par Rajaei et al (2013), qui indiquent que la 

majorité des bactéries hydrocarbonoclastes, sont capables d’utiliser les hydrocarbures 

aliphatiques comme source de carbone et d’énergie, alors que les hydrocarbures aromatiques 

posent souvent des problèmes lors de la bioremédiation car ils sont beaucoup plus résistants à la 

biodégradation. Ceci peut être due à l’expression de gênes spécifiques responsables de la 

dégradation des alcanes, et l’absence des gênes responsables de la dégradation des Hydrocarbures 

polycycliques chez ces bactéries. 

Figure Ⅳ.10. Histogramme représentant la croissance de chaque bactérie en fonction des 

différentes sources de carbone 

 

IV.7 Production de biofilms 

On a testé ces onze bactéries pour voir si elles sont capables de produire un biofilm bactérien, 3 

réplicas ont étaient effectués pour avoir des résultats statistiquement quantifiables. 

Pour faciliter la mise en évidence à l’œil nue on a comparé le degré de couleur à celui obtenu du 

blanc. 
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Tableau Ⅳ.11. Résultats du test de production des biosurfactants 

Bactérie Numéro des puits Production de biofilm 

Alcanivorax borkumensis A-1 A-2 A-3 ++ 

Alcanivorax dieselolei A-4 A-5 A-6 +++ 

Alcanivorax borkumensis A-7 A-8 A-9 ++ 

Halomonas venusta A-10 A-11 A-12 +++ 

Erythrobacter citreus B-1 B-2 B-3 ++ 

Pseudomonas taiwanensis B-4 B-5 B-6 ++ 

Alcanivorax xenomutans B-7 B-8 B-9 +++ 

Brevibacterium celere B-10 B-11 B-12 ++ 

Gordonia hongkongensis C-1 C-2 C-3 +++ 

Pseudomonas oceani C-4 C-5 C-6 +++ 

Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus 

C-7 C-8 C-9 +++ 

Témoin C-10 C-11 C-12 - 

 

Pas de production (-)  //  Faible (+)   //  Modérée (++)  //  Elevée (+++) 

 

Figure Ⅳ.11. Coloration et mise en évidence de la formation des biofilms par le violet de 

gentiane Blanc 
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On a eu des résultats positifs en ce qui concerne toutes les bactéries, cela signifie que ces 

bactéries sont capables de former des biofilms qui leurs permettent un meilleur accès aux 

hydrocarbures pour pouvoir facilement les dégrader et les utiliser comme source de carbone et 

d’énergie. Ceci est en accord avec les recherches précédentes qui ont trouvés, que les espèces 

d'Alcanivorax possèdent une multitude d'adaptations pour dégrader le pétrole à diverses 

températures et salinités (synthèse de biosurfactants et formation de biofilms sur les gouttelettes 

de pétrole (Schneiker et al., 2006)).  

 

IV.8 Test de dégradation 

Tableau Ⅳ.12. Résultat de la biodégradation des hydrocarbures aliphatique et aromatiques 

Provenance Bactérie 

% de 

dégradation 

aliphatique 

(C10-C39) 

% de dégradation 

aromatique 

Eau de mer Brevibacterium celere 45% 13% 

Sédiment Alcanivorax xenomutans 56% 33% 

Eau de mer Erythrobacter citreus 55% 57% 

Sédiment Alcanivorax dieselolei 52% 67% 

Eau de mer Alcanivorax borkumensis 39% 19% 

Eau de mer Halomonas venusta 20% 25% 

Eau de mer Pseudomonas taiwanesis 35% 21% 

Eau de mer Pseudomonas oceani 35% 23% 

Eau de mer Alcanivorax borkumensis 42% 39% 

Sédiment Gordonia hongkongensis 45% 26% 

Sédiment Marinobacter 

nitratiredusens 
40% 21% 

 

Pour les % de dégradation des aliphatiques ça part de C10 à C39 
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Pour les % de dégradation des aromatiques ça concerne le Naphtalene, phenantrene, pyrene, 

benzo(a)pyrene 

On a trouvé que les bactéries Alcanivorax xenomutans, Erythrobacter citreus et Alcanivorax 

dieselolei ont étaient les plus performantes en termes de biodégradation des hydrocarbures 

aliphatique. Suivit du reste des bactéries avec des taux de dégradations compris entre 35% et 45% 

à l’exception de Halomonas venusta qui était la plus faible avec uniquement 20% de dégradation 

aliphatique, ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Gao et al (2015) qui ont trouvé des 

taux similaires avec environs 50% de dégradation du pétrole pour la bactérie Erythrobacter 

citreus, et avec ceux de Abraham et al (1998) qui ont trouvés que les bactéries du genre 

Alcanivorax ont été confirmées comme étant d'importants dégradateurs d'alcanes marins. 

En ce qui concerne les taux de dégradation des hydrocarbures aromatiques on a observé que les 

deux bactéries Erythrobacter citreus et  Alcanivorax dieselolei ont eu d’aussi bons pourcentages, 

que ceux qu’on a eu pour la dégradation aliphatique avec des taux de 57% et 67% 

respectivement, alors que 73% des bactéries ont montrés des difficultés à dégrader les 

hydrocarbures aromatique par rapport aux aliphatique avec Brevibacterium celere montrant le 

taux le plus faible avec seulement 13% de dégradation aromatique par rapport à 45% de 

dégradation aliphatique. 

On constate aussi que le genre Alcanivorax est le plus performant en termes de dégradation des 

HAPs avec des taux allant de 33% jusqu’à 67% en excluant une des souches Alcanivorax 

borkumensis qui a montré un résultat plus ou moins faible avec 19% de dégradation. Cela 

explique la raison pour laquelle des souches du genre Alcanivorax sont considérés comme étant 

parmi les bactéries prédominantes dans la dégradation des HAPs dans l'eau de mer (Cui et Shao, 

2009). 

La capacité de ces bactéries à dégrader les hydrocarbures dépends d’un nombre de gênes, qui 

codent pour différentes protéines qui vont métaboliser les hydrocarbures en carbone et en 

énergie. 

Ces résultats ont montré qu’une solution de bioremédiation qui s’appuie sur l’utilisation de 

consortiums bactériens pour la dépollution des eaux de mers contaminés par les hydrocarbures 
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n’est pas à sous-estimé, car non seulement c’est une solution écologique et naturelle, elle est très 

efficace. 

Si on devait spéculer à partir de nos résultats sur une formation d'un consortium efficace formé à 

partir des bactéries étudiées dans ce travail, on pense qu'il est important d'avoir des bactéries 

performantes en termes de dégradation des hydrocarbures tel que Enythrobacter citreus et 

Alcanivorax dieselolei qui ont montrés d'importants taux de dégradation à la fois des 

hydrocarbures aliphatiques et aromatiques.  Mais il est aussi important d'avoir des bactéries 

performantes en termes de production des biosurfactants dans ce consortium tel que 

Brévibacterium celere, pseudomonas taiwanensis et Alcanivorax borkumensis, mais ceci n'est 

que spéculative et une étude convenable reste à être effectuer avec les bactéries mentionnées pour 

aboutir une affirmation de l'hypothèse avancée. 
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Conclusion et perspectives 
 

La dépollution biologique des milieux aqueux contaminés par les hydrocarbures pétroliers nécessite 

des microorganismes efficaces dans la remédiation biologique. Les bactéries hydrocarbonoclastes 

sont des microorganismes qui se nourrissent typiquement des hydrocarbures, ils ont la capacité de 

produire des surfactants naturels qui stimulent l’accès à la source de carbone complexe pour un bon 

processus de bioremédiation de l’écosystème pollué. 

À ce titre, l’objectif de notre travail consiste à déterminer des critères que possèdent ces bactéries. Les 

13 souches utilisées dans le cadre de notre travail ont été isolées à partir d’eau de mer et sédiment du 

port de Sidi Fredj (Alger), qui est soumis à une pollution chronique par les hydrocarbures et constitue 

donc un milieu propice à la croissance des bactéries hydrocarbonoclastes elles ont été identifiées par 

la suite dans un travail précédent (Djahnit et al., 2019). Les bactéries isolées et identifiées dans le 

présent travail pourraient servir à constituer des consortiums de microorganismes utilisables dans la 

bioremédiation de tels milieux. 

Les résultats obtenus ont montré que :  

 

• La majorité des souches utilisées sont des bacilles à Gram négatif appartenant au phylum des 

protéobacteries à l’exception de PSF-23 qui est cocci à Gram positif ; 

• La croissance bactérienne en présence de différent type d’hydrocarbure, montre que la 

majorité des bactéries sont capables d’utiliser ces hydrocarbures comme unique source de 

carbone. Les hydrocarbures aliphatiques sont rapidement et facilement biodégradés par 

rapport aux hydrocarbures aromatiques ; 

• Selon les trois méthodes de mise en évidence et quantification des biosurfactants, les résultats 

montrent que toutes les souches bactériennes utilisées possèdent le pouvoir de production de 

biosurfactant. La quantité de ce dernier différent d’une bactérie à une autre ;  

• La mise évidence de la formation des biofilms par le violet de gentiane montre que toutes les 

souches utilisées sont capables de former des biofilms ce qui facilite la dégradation des 

hydrocarbures.  

• L’étude de la biodégradation des hydrocarbures a montré que l’efficacité de ce processus 

dépend et de la souche utilisée et son affinité vis-à-vis l’hydrocarbure dominant dans la zone 

de pollution. 
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A la lumière des résultats synthétisés il est souhaitable de compléter ce travaille par des approches 

plus approfondies, à savoir : 

• L’étude de la cinétique de la croissance bactérienne en présence d’hydrocarbures pour 

optimiser les temps d’incubation par rapport aux bactéries utilisés pour une éventuelle 

utilisation dans la bioremédiation à grande échelle. 

• Etudier le pouvoir de biodégradation de consortiums bactériens au lieu d’une étude qui vise 

des bactéries individuellement isolées, car ceci est beaucoup plus représentatif d’une situation 

de remédiation naturelle dans le milieu marin, et elle peut s’avérer beaucoup plus efficaces 

aussi. 

•  Et pour complémenter le point précédent il serait intéressant de combiner entre différentes 

souches bactériennes pour aboutir aux meilleures combinaisons possibles pour la 

biodégradation des hydrocarbures 

• Il serait préférable aussi de compléter ce travail avec des études plus approfondies des 

paramètres physico-chimiques influençant la croissance et le rendement des bactéries 

hydrocarbonoclastes tel que la température, le pH, la pression, l’agitation...etc. 

•  Une étude des propriétés physico-chimiques des biosurfactants pour mieux comprendre leur 

nature et leur structure. 

• Une quantification réelle de la quantité de biofilm produite par les bactéries 

hydrocarbonoclastes. 

•  L’application d’une extraction plus efficace et fiable. 

•  Tester le pouvoir dégradant des souches avec d’autres rejets industriels. 

• Étudier la composition des communautés microbiennes aptes à dégrader le polluant pour 

comprendre le mode de fonctionnement de leur métabolisme afin de dégrader le pétrole. 
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Annexes 

 

Annex 1 : Forme Fasta des séquences des souches sélectionnées (16S) 

 

>PSF-­‐6S 

TGGCAATACAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATC 

TCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTACACCAACCACAA 

GGGAACGACTATCTCTAGCCGCGTCTGGTGTATGTCAAACCCAGGTAAGG 

TTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGC 

CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGG 

GG 

 

>PSF-­‐14Sw 

GGGTGAATCCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACTAGGCCTGGG 

AACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGCCTT 

CATGCTCTCGAGTTGCAGAGAACAATCCGAACTGAGACATCTTTTGGAGA 

TTAGCTAACCCTCGCGGGATCGCTGCTCACTGTAGATGCCATTGTAGCAC 

GTGTGTAGCCCAGCCTGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACC 

TTCCTCCGGCTTATCACCGGCAGTTTCCTTAAAGTGCCCAACTAAATGAT 

GGCAACTAAGGACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCT 

CACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCACTAGGTCCCCGA 

AGGGAAGGAATCTGTCTCCAGAAACCGTCCTAGGATGTCAAAGGCTGGTA 

AGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCA 

GGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGG 

CGGATAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCCAAGCTCCATGAGCCCGGAC 

AGCTAGTTATCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAACCTGT 

TTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAATAACTGTCCAGTGAGTCG 
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CCTTCGCCACTGGTGTTCTTCC 

 

>PSF-­‐18S 

GTTAGACTAACTACTTCTGGTGCAATCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGG 

TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATTCTGATCCGCGATT 

ACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACT 

ACGATTGGCTTTGAGAGATTAGCTCCGCCTCGCGACTTCGCAACCCTCTG 

TACCAACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGA 

CTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCAATTTGTCACCGGCAGTCTCCCTAG 

AGTTCCCACCCGAAGTGCTGGCAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTAC 

GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCA 

CCTGTCACTGCGCTCCCGAAGGCACCAATCTATCTCTAGAAAGTTCGCAG 

GATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACAT 

GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTG 

CGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCGTTAGCTGCGCCACCAAA 

GTCACTAAGGACCCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTAC 

CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAG 

TGTCAGTCCAGGAGGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCGATCTCTAC 

GCATTTCACCGCTACACCGGAAATTCCACCTCCCTCTACTGCACTCTAGC 

GTGCCAGTATCGGATGCAATTCCAAGGTTGAGCCCTGGGCTTTCACATCC 

GACTTAACACACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAAC 

GCTCGCACCTTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAATTAGCCGGTGC 

TTCTTCTGTAGGTAACGTCAAGTACTCCAGGGTATTAGCCCAAAGCCTTC 

CTCCCTACTGAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCA 

 

>PSF-­‐35Sw 

GTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGGGG 

TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATT 
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ACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACT 

ACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTG 

TACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGA 

CTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAG 

AGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTA 

CGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGC 

ACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCT 

GCATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA 

TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTT 

GCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAGTGCGTTAGCTGCGCCACTAA 

AATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTAC 

CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAG 

TATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGG 

 

>PSF-­‐42S 

CTAACCACTTCTGGTGCAATCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTA 

CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAACATTCTGATTTGCGATTACTAGC 

GATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATA 

CGTTTTATGAGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTTGCAGCCCTCTGTACGCA 

CCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACCTGAC 

GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCCTAGAGTTCT 

CA 

 

>PSF-­‐54S 

TTGTCACCGGCAGTCTCCCTAGAGTTCCCACCCGAAGTGCTGGCAACTAA 

GGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACG 

AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCACTGCGCTCCCGAAGGCACCAA 

TCTATCTCTAGAAAGTTCGCAGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGC 
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GTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCA 

ATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTA 

TCGCGTTAGCTGCGCCACCAAAGTCACTAAGGACCCCAACGGCTAGTAGA 

CATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCA 

CGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTGTCAGTCCAGGAGGCCGCCTTCGCCAC 

TGGTGTTCCTTCCGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCGGAAATTCCA 

CCTCCCTCTACTGCACTCTAGCGTGCCAGTATCGGATGCAATTCCAAGGT 

TGAGCCCTGGGCTTTCACATCCGACTTAACACACCGCCTACGCGCGCTTT 

ACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCTTTCGTATTACCGCGGCTG 

CTGGCACGAAATTAGCCGGTGCTTCTTCTGTAGGTAACGTCAAGTACTCC 

AGGGTATTAGCCCAAAGCCTTCCTCCCTACTGAAAGTGCTTTACAACCCG 

 

PSF-­‐90Sw 

GTTAGACTATCCACTTCTGGTGCAATCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGG 

TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATTCTGATCCGCGATT 

ACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACT 

ACGAACAGTTTTAAGGGATTTGCTTGGCCTCGCGACTTTGCTGCCCTCTG 

TACTGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGA 

CTTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCAAGTTTGTCACCGGCAGTCTCCCTAG 

AGTTCCCACCATTATGTGCTGGCAACTAGGGACAAGGGTTGCGCTCGTTA 

CGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGC 

ACCTGTCACTTGGCTCCCGAAGGCACCAATCTATCTCTAGAAAGTTCCAA 

GGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACA 

TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTT 

GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCGTTAACTTCGTCACCAA 

GAATACTAAGATTCCCAACGACTAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTA 

CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCA 

ATGTCAGTCCAGGAGGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCGATCTCTA 
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CGCATTTCACCGCTACACCGGAAATTCCACCTCCCTCTACTGCATTCTAG 

CCTGCCAGTTTCAAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATC 

TGACTTAGCAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAA 

CGCTCGCACCTTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAATTAGCCGGTG 

CTTCTTCTGTAGGTAACGTCAAGTACTCATCCGTATTAAGGATAAGCCTT 

CCTCCCTACTGAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCA 

 

>PSF-­‐5Sw 

TAGTCGAATTGCAGACTACGATCCGAACTGAGACTGGCTTTAAGGGATTC 

GCTGACCCTCACGGGTTCGCTTCTCTTTGTACCAGCCATTGTAGCATGCG 

TGAAGCCCAAGACATAAAGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTC 

CTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTCCTATGAGTTCCCACCATCACGTGCTG 

GCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC 

ACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTACACCAACCCCAAAG 

GGGAAGACCTGTTTCCAGGCCGGTCTGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGG 

TTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGC 

CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGG 

GGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAGAACGTGGAATGTCCCCCACA 

CCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 

CGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGTGTCAGTTACAGCCCAGAGTCCCGC 

CTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCA 

GGAATTCCAGACTCCCCTACTGCACTCTAGTCAGCCCGTACCCACTGCAC 

GCGCAACGTTAAGCGTTGCGTTTCCACAGCAGACGTGACCAACCACCTAC 

GAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTCGTACCCTACGTATTA 

CCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTACTTCTTCTGCAGGTACCGTC 

ACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGCGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCAT 

CCCGCA 
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>PSF-­‐12Sw 

ACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCAC 

CGCGGCATTCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGA 

GTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGAACAGTTTTAAGGGATTTGCTTGGC 

CTCGCGACCTCGCTGCCCTCTGTACTGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC 

CAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGT 

TTGTCACCGGCAGTCTCCCTAGAGTTCCCACCATTATGTGCTGGCAACTA 

GGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC 

GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCACTTGGCTCCCGAAGGCACCA 

ATCTATCTCTAGAAAGTTCCAAGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCG 

CGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTC 

AATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTT 

ATCGCGTTAACTTCGTCACCAAGAATACTAAGATTCCCAACGACTAGTAG 

ACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCC 

ACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAATGTCAGTCCAGGAGGCCGCCTTCGCCA 

CTGGTGTTCCTTCCGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCGGAAATTCC 

ACCTCCCTCTACTGCATTCTAGCCTGCCAGTTTCAAATGCAGTTCCCAGG 

TTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTGACTTAGCAAACCGCCTACGCGCGCTT 

TACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCTTTCGTATTACCGCGGCT 

GCTGGCACGAAATTAGCCGGTGCTTCTTCTGTAGGTAACGTCAAGTACTC 

ATCCGTATTAAGGATAAGCCTTCCTCCCTACTGAAAGTGCTTTACAACCC 

GAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCT 

 

>PSF-­‐21Sw 

CGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCG 

ACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTG 

TGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGT 

AGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCC 
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CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATA 

ACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCC 

AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAG 

TTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCC 

TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT 

GTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCC 

CCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATT 

CCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT 

CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGT 

GGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCT 

ACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGG 

ATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACC 

ACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCT 

GTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGT 

AACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAA 

GTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCA 

 


