
الشعبية الديمقراطية الجزائرية لجمهوريةا  
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE 

العلمي البحث و العالي التعليم وزارة  
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUE 

عنابة -مختار باجي جامعة   

UNIVERSITE BADJI MOKHTAR - ANNABA 

 

  

FACULTE DES SCIENCES 
DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE 

LABORATOIRE D’ANALYSES BIOGÉOCHIMIQUES ET ECOLOGIQUES DES 
ENVIRONNEMENTS AQUATIQUES 

 

N°       /2017                                     THÈSE 
 

Présentée en vue de l’obtention du diplôme de Doctorat Es sciences  

 
En MICROBIOLOGIE 

Option : Microbiologie Appliquée 

 
THEME 

  

  
  

 
 
 
 

 
Présentée par : FEKNOUS Nesrine 

 
 
Directeur de thèse : M. BRANES Zidane  Professeur, Université d’Annaba 

Membres de Jury: 

Présidente : Mme. ABBACI Nafissa Professeur, Université d’Annaba 

Examinateurs : Mr. HOUHAMDI Moussa Professeur, Université de Guelma 

 Mme. GRARA Nedjoud MC A,         Université de Guelma 

 

Année universitaire : 2016/2017  

Essais d’isolement et d’identification des souches 

bactériennes à pouvoir auto-épurateur vis-à vis des 

hydrocarbures  

 



Remerciements 

 
Je ne s’aurais comment exprimer ma reconnaissance et toute ma gratitude à mon Directeur 

de thèse Professeur Z. BRANES pour m’avoir guidée, dirigée, orientée et suivie tout au long 

de la thèse malgré ses nombreuses responsabilités. 

Qu’il trouve ici l’expression de ma profonde reconnaissance et mes sincères remerciements. 

Je tiens à remercier Madame ABBACI Nafissa, Professeur à l’université BADJI- Mokhtar 

d’Annaba pour m’avoir fait le grand honneur d’accepter de présider le jury de soutenance. 

Je remercie  Mr. HOUHAMDI Moussa, Professeur à l’université de Guelma, Mme. GRARA 

Nedjoud Maitre de Conférences A à l’université de Guelma pour m’avoir fait honneur 

d’accepter de juger et évaluer ce travail en qualité d’examinateurs. 

Un grand Merci au Professeur OUNISSI  Makhlouf directeur du laboratoire d’Analyses 

Biogéochimiques et Écologiques des Environnements Aquatiques à l’université  BADJI 

Mokhtar d’Annaba pour m’avoir beaucoup aidée à réaliser mon projet de thèse. 

Je tiens à remercier vivement le Professeur Christian AMBLARD  Directeur de recherche au 

CNRS et Isabelle  BATISSON Maitre de Conférence  au laboratoire Micro-organismes 

Génome et Environnement (LMGE) de l’université BLAISE Pascal, Clermont Ferrand II, 

France pour l’identification moléculaire des souches bactériennes isolées.  

Je remercie également Mr. Zaghdoudi Halim, Maitre de conférence A à l’université Badji- 

Mokhtar de Annaba, pour son aide à réaliser l’analyse statistique de cette étude. 

J’adresse mes vifs remerciements à l’ensemble du personnel du laboratoire du département de 

Biochimie en particulier : Sakina, Adra, Nedjoua, Lazhar, Mohamed, Mounira, Naouri, 

Sabrina, et Hssen. 

Un immense merci à tous mes amis (es) et collègues  qui m’ont soutenue aidée et 

encouragée en particulier: Mahieddine, Faiza, Sameh, Wafa, Mehdi,  Lydia et Alima. 

 

  



Dédicaces 

 

 

Je tiens à exprimer mes sentiments les plus respectueux et ma profonde 

reconnaissance  à mes très chers parents, pour leur présence, leur aide et leur 

compréhension et grâce à qui j’ai pu mener à bien ce travail que Dieu me les 

préserves. 

 

 À  Sandra, Lamine et à mon beau-frère Ramdhane pour les encouragements 

constants qu’ils ont déployé tout au long de ces années de recherche.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

i 

 

Liste des figures 

Figure 1. Composés hydrocarbonés et non hydrocarbonés présents dans le pétrole brut 

(Bianchi et al.,  1988) ................................................................................................................. 6 

Figure 2. La structure chimique des BTEX  (Badjagbo, 2009) .................................................. 8 

Figure 3. Structure et nomenclature des HAP. (Les seize HAP prioritaires de la liste de l'EPA)

 .................................................................................................................................................... 9 

Figure 4. Composition chimique de l’essence et du gazole  (Colombano et al.,  2008)  .......... 13 

Figure 5. Processus physico-chimique et biologique affectant le devenir des hydrocarbures 

pétroliers au sein de la colonne d’eau et des sédiments (Mirales,  2007) ................................ 16 

Figure 6. Les taxons microbiens qui dégradent le pétrole. les phyla microbiens qui dégradent 

le pétrole, en rouge, ont été identifiés à partir des trois domaines de la vie  (Prince et al., 2007)

 .................................................................................................................................................. 17 

Figure 7. Phylogénie des principaux groupes de bactéries hydrocarbonoclastes marines. En. 19 

Figure 8. Communauté microbienne impliquée dans la dégradation des hydrocarbures 

pétroliers  (Head et al.,  2006) .................................................................................................. 26 

Figure 9. Sites d'étude et localisation des stations d'échantillonnage (Source: Google Earth 

images modified, 2015) ............................................................................................................ 28 

Figure 10. Technique d’identification par une galerie API 20E .............................................. 38 

Figure 11. Technique d’identification par une galerie API 20NE............................................ 39 

Figure 12. Protocole réalisé pour les essais de croissance des bactéries sélectionnées avec les 

hydrocarbures ........................................................................................................................... 47 

Figure 13. Protocole général réalisé ......................................................................................... 47 

Figure 14. Culture  timide des bactéries sélectionnées  (a: 9.1, b: 1.3 sur gélose eau de mer  

synthétique-hydrocarbure (pétrole brut+ N/P=1).  .................................................................... 52 

Figure 15. Culture de la souche  3.1 (a : sans biostimulation, b : avec biostimulation N/P=1)  

sur gélose eau de mer  synthétique -pétrole brut). .................................................................... 52 

Figure 16. Aspects macroscopiques des cultures de bactéries sélectionnées : (a) : Souche 9.1, 

(b) : Souche 8.8, (c): Souche 1.3, (d): Souche 3.1 .................................................................... 53 

Figure 17. Aspect  des cellules après coloration de Gram. (a) : Souche 9.1, (b) : Souche 8.8, 

(c): Souche 1.3, (d): Souche 3.1 ............................................................................................... 53 

Figure 18. Résultats d’identification biochimique de la souche bactérienne « 1.3 » 

sélectionnée par  la galerie biochimique  Api 20 NE ............................................................... 55 



 

ii 

 

Figure 19. Résultats d’identification biochimique de la souche bactérienne « 9.1 » 

sélectionnée  par  la galerie biochimique  Api 20 E ................................................................. 55 

Figure 20. Relations évolutives entre les 4 espèces expérimentées et les 11 taxons identifiés  57 

Figure 21. Croissance de V.alginolyticus  PB-WC 11099  en présence  de  (a:Hexane, b: 

Heptane, c: Décane  d: Cyclo-hexane)  comme  seule  source  de  carbone  et d’énergie  ....... 58 

Figure 22. Croissance  de  Exiguobacterium  aurantiacum strain NB11_3A en présence  de  

(a:Hexane, b: Heptane,  c: Décane  d: Cyclo-hexane)  comme  seule  source  de  carbone  et 

d’énergie. .................................................................................................................................. 60 

Figure 23. Croissance de Halomonas  venusta  strain  NY-8 en présence de  (a: Hexane, b: 

Heptane, c: Décane  d:  Cyclo-hexane)  comme  seule  source  de  carbone  et d’énergie  ...... 61 

Figure 24. Croissance  de  Dietzia sp CNJ898PLO4  en présence  de (a:hexane, b: heptane,  . 62 

Figure 25. Croissance  de  V.alginolyticus  PB-WC 11099   en présence de : (a: essence 

normale, b : essence sans plombs)............................................................................................ 64 

Figure 26. Croissance  de  Exiguobacterium  aurantiacum strain  NB11_3A  en présence de : 

(a : essence normale, b : essence sans plombs) ........................................................................ 65 

Figure 27. Croissance  de   Halomonas  venusta  strain  NY-8 en présence de l’essence (a : 

essence normale, b : essence sans plombs) .............................................................................. 66 

Figure 28. Croissance  de   Dietzia  sp CNJ898 PLO4  en présence de : (a : essence normale, b 

: essence sans plombs) .............................................................................................................. 67 

Figure 29. Croissance  de  V.alginolyticus  PB-WC 11099   en présence  de  l’essence a : sans  

bio-stimulation,  b : avec   bio-stimulation (N/P=1/1).............................................................. 69 

Figure 30. Croissance  de  Exiguobacterium  aurantiacum strain  NB11_3A  en présence de 

l’essence  a : sans  bio-stimulation  ,b :  avec  bio-stimulation (N/P=1/1) ............................... 70 

Figure 31. Croissance  de   Halomonas  venusta  strain  NY-8 en présence de l’essence a : sans  

bio-stimulation, b : avec    bio-stimulation (N/P=1/1).............................................................. 71 

Figure 32. Croissance  de   Dietzia  sp CNJ898 PLO4  en présence de l’essence a : sans  bio-

stimulation, b : avec bio-stimulation (N/P=1/1) ....................................................................... 72 

 

 

  

 

  



 

iii 

 

Liste des tableaux 

Tableau I. Concentrations des hydrocarbures pétroliers totaux (HPT) dans les sédiments 

portuaires en Algérie (www.eea.europa.eu.2006) .................................................................... 15 

Tableau II. Les facteurs affectant la biodégradation des hydrocarbures pétroliers (Oliveira et 

al.,  2015) .................................................................................................................................. 27 

Tableau III. Méthodes de mesure des hydrocarbures totaux, azote total et phosphore total .... 31 

Tableau IV. Les primeurs ARN 16S couples d’amorces utilisées lors des PCR ..................... 42 

Tableau V. Résultats d’analyse physico-chimiques des échantillons d’eau de mer................. 48 

Tableau VI. Résultats de  test de sélection des bactéries autochtones suite à leur croissance sur 

gélose eau de mer synthétique –hydrocarbure.......................................................................... 50 

Tableau VII. Évolution des cultures des espèces sélectionnées sur gélose Eau de mer 

synthétique-hydrocarbure ......................................................................................................... 52 

Tableau VIII.Caractères morphologiques et biochimiques des souches sélectionnées ............ 54 

Tableau IX. Résultats global de la croissance des bactéries sélectionnées avec les 

hydrocarbures testés ................................................................................................................. 72 

Tableau X. Quantités des  hydrocarbures  totaux   après croissance des souches bactériennes  

sélectionnées ............................................................................................................................. 73 

 

 

 

 

 

  



 

iv 

 

Liste des annexes 

Annexe 1. Formes Fasta des sequences des souches isolées identifiées .................................. 99 

Annexe 2. Analyse statistique par MANOVA ....................................................................... 117 

 

 

 

 

 

  



 

v 

 

Liste des abréviations  

ADN :  Acide désoxyribonucléique 

ADNr :  Acide désoxyribonucléique ribosomal 

ADNr 16S :  ADN codant la sous unité 16 S de l’ARN ribosomal 

API :  Analytical Profile Index 

ARN :  Acide ribonucléique 

ARNr :  Acide ribonucléique ribosomique 

RNase :  Ribonucléase 

BLAST:  Basic Local Alignement  Search Tool 

BTEX:  BTEX Benzène, Toluène, Ethylbenzène, Xylènes (ortho, méta et para)  

C :  carbone. 

CTAB:  Bromure  d’hexadécyl  triméthylammonium 

C:  Cytosine 

d :  densité 

DNAPL:  Dense Non Aqueous Phase Liquid. 

d’NTPs:   Desoxyribonucléoside tri-phosphate 

DO:  Densité Optique. 

E:  Est 

Eau milli-Q:  eau ultra pure. 

Eps : Exopolysaccharides 

ETBE:   Ethyl Tert Butyl Ether. 

G:  Guanine 

HAP :  Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques. 

HCB :  Hydrocarbonoclastic  Bacteria 

HPT :  Concentration d’hydrocarbures pétroliers totaux. 

LNAPL :  Light Non Aqueous Phase Liquid. 

MDO:  Marine Diesel Oil 

MEGA05:  Molecular Evolutionary Génétics Analysis. 

MTBE:   Méthyl Tert Butyl Ether. 

N:   Azote  

NaCl:  Chlorure de sodium 

NT :  Azote total 



 

vi 

 

O2 :  Oxygène moléculaire 

P :  Phosphore 

PT :  Phosphore total 

PCR :  Polymérase Chain Reaction 

UV :  Ultra-Violet 

RDP :  Ribosomal Database Project  ӀӀ 

TE :  Tris Ethylène Diamine Tétra Acétique 

THT :  Taux d’hydrocarbures totaux 

SDS :  Dodécylsulfate de Sodium 

16S :  16 Svedberg 

sp. :  Espèce non précise 

Unités de mesures 

H, min :  Heure, minute. 

L, ml, µl :  Litre, millilitre, microlitre. 

mM :  milli-molaire. 

Nm :  nanomètre. 

ppm :  partie par million.  

pH :  potentiel hydrogène. 

U :  unité. 

rpm :  rotation par minutes. 

°C :  degré Celsius. 

Kg, mg :  kilogramme, milligramme. 

Km, m, mm, µm :  kilomètre, mètre, millimètre, micromètre.  

t :  tonne. 

Liste des acronymes 

DDBJ:  DNA Data Bank of Japan 

EMBL:  European Molecular Biology Laboratory. 

EPA:  American Environmental Protection Agency. 

LMGE :  Laboratoire Micro-organismes Génome et Environnement . 

NCBI :  National Center for Biotechnology Information . 

  



 

vii 

 

Résumé 

Le littoral algérien est exposé à plusieurs types de pollution, y compris celle des 

hydrocarbures. Cet environnement riche en huile pourrait être la source de la prolifération des 

bactéries hydrocarbonoclastes. L'objectif de l'étude était d'isoler et d'identifier les souches 

bactériennes indigènes des eaux marines de deux ports de la côte Est et de tester leur 

croissance en présence d'hydrocarbures avec et sans biostimulation tout au long de la prise 

d'azote et de phosphate. Cinquante-trois souches bactériennes ont été identifiées, dont quatre 

ont été sélectionnées pour effectuer les tests de croissance. Les résultats ont montré que la 

croissance et la biodégradation diffèrent d'une espèce à l'autre. Ainsi, les souches testées 

(Halomonas venusta NY-8, Exiguobacterium aurantiacum NB11-3A, Vibrio alginolyticus 

Pb-WC11099 et Dietzia sp. CNJ898 PL04) ont été très actives, ce qui a permis d'obtenir une 

meilleure croissance avec les deux dernières souches pendant la supplémentation en azote et 

phosphate. De telles souches sont suggérées de participer beaucoup à la biodégradation du 

pétrole sur les sites pollués. 

Les souches les plus performantes ont été identifiées en utilisant les caractères 

morphologiques, microscopiques,  les galeries biochimiques ainsi que par méthodes 

moléculaires à travers l’ADNr 16S. Enfin, Une analyse par le logiciel MEGA5.05 a permis de 

générer une matrice de distance élaborée par comparaison des séquences d’ADN selon la 

méthode de Neighbors joining. Cette matrice est ensuite représentée sous forme d’un arbre 

phylogénétique. Des analyses de bootstrap avec 1000 itérations ont été effectuées pour 

vérifier la robustesse de l’arbre.  

 Le dosage des hydrocarbures avant et après croissance des souches testées a révélé 

que toutes les souches semblent dégrader les hydrocarbures avec des taux différents. Ainsi, la 

dégradation maximale est obtenue avec Halomonas venusta  strain NY-8 en présence de 

heptane, suivi  par  la dégradation  d’hexane  avec Exiguobacterium  aurantiacum  strain  

NB11_3A    de  Vibrio alginolyticus PB- WC 11099   avec heptane et  Dietzia  sp CNJ898 

PLO4 avec l’essence.  

 

 

Mots clés: Bactéries Hydrocarbonoclastes, Croissance, Biodégradation, Cote Est Algérienne.  
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Abstract  

The Algerian coastline is being exposed to several types of pollution, including that of 

hydrocarbons. This environment rich in oil could be the source of proliferation of 

hydrocarbonoclastes bacteria. The objective of the study was to isolate and identify 

indigenous bacterial strains from marine waters of two ports in the Eastern coast, and to test 

their growth in the presence of hydrocarbons with and without biostimulation throughout the 

intake of nitrogen and phosphate. Fifty three bacterial strains were identified from which four 

were selected to perform the growth tests. Results showed that the growth and the 

biodegradation differ from one species to another. Thus, the strains tested (Halomonas 

venusta NY-8, Exiguobacterium aurantiacum NB11-3A, Vibrio alginolyticus Pb-WC11099 

and Dietzia sp CNJ898 PL04) were very active, in which better growth was obtained with the 

last two strains during nitrogen and phosphate supplementation. Such strains are suggested to 

participate a lot in the biodegradation of oil at polluted sites.  

The most efficient strains were identified using morphological, microscopic, 

biochemical galleries as well as molecular methods through 16S rDNA. Finally, an analysis 

by the MEGA5.05 software made it possible to generate a distance matrix elaborated by 

comparing the DNA sequences according to the method of Neighbors joining. This matrix is 

then represented as a phylogenetic tree. Bootstrap analyzes with 1000 iterations were carried 

out to check the robustness of the tree. . 

The determination of the hydrocarbons before and after growth of the tested strains 

revealed that all the strains appear to degrade the hydrocarbons with different rates. Thus, the 

maximum degradation is obtained with Halomonas venusta  strain NY-8in the presence of 

heptane, followed by the degradation of hexane of Exiguobacterium  aurantiacum  strain  

NB11_3A  and Vibrio alginolyticus PB-WC 11099 for heptane and Dietzia  sp CNJ898 

PLO4 with gasoline. 

 

 

Keywords: Hydrocarbonoclastics Bacteria, Growth, Biodegradation, Algerian coast.  
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 ملخص

نعذة أَىاع يٍ انخهىد، بًب فٍ رنك انُفػ وانغبص. ًَكٍ أٌ حكىٌ هزِ انبُئت  َخعشض انسبحم انجضائشٌ

. وكبٌ انهذف يٍ هزِ انذساست هى عضل hydrocarbonoclastesانغُُت ببنُفػ يصذس اَخشبس انبكخُشَب 

ببس وححذَذ انسلالاث انبكخُشَت الأصهُت فٍ انًُبِ انبحشَت يٍ ارٍُُ يٍ انًىاَئ عهً انسبحم انششقٍ واخخ

فٍ جًُع أَحبء جٍُ انُُخشوجٍُ  bioestimulationًَىهب فٍ وجىد انهُذسوكشبىَبث يع وبذوٌ 

وانفىسفبث. وقذ حى ححذَذ رلارت وخًسىٌ انسلالاث انبكخُشَت، وقذ حى اخخُبس أسبعت يُهب لأداء فحىصبث 

ٌ انًُى وانخحهم انبُىنىجٍ حخخهف يٍ َىع إنً آخش.  زا، فئٌ سلالاث اخخببس وهكانًُى. وأظهشث انُخبئج أ

(Halomonas venusta 8-َُى NB11-3A Exiguobacterium  aurantiacum ، WC11099   

Vibrio alginolyticus  و Dietzia  .طCNJ898 PL04 كبَج َشطت جذا، يًب أدي إنً ًَى أفعم )

ٍ وانفىسفبث انخكًُهُت. واقخشحج هزِ انسلالاث ٍ خلال انُُخشوجُ نهًشبسكت فٍ انعذَذ  يع سلالاث انًبظُُ

 يٍ انخحهم انبُىنىجٍ نهُفػ فٍ انًىاقع انًهىرت.

وقذ حى انخعشف عهً أفعم سلالاث أداء ببسخخذاو انًىسفىنىجُت وانًجهشَت وانًعبسض انبُىكًُُبئُت 

. وأخُشا، وححهُم يٍ قبم انبشَبيج 61Sوكزنك الأسبنُب انجضَئُت عٍ غشَق انحًط انُىوٌ انًؤحهف 

MEGA5.05 ونذث يصفىفت يٍ انًسبفت انخٍ وظعخهب يقبسَت حسهسم انحًط انُىوٌ وفقب نطشَقت  قذ

الاَعًبو انجُشاٌ. رى َخى عشض هزِ انًصفىفت يزم شجشة انُشىء وانخطىس. وأجشَج ححهُم انخًهُذ يع 

 انخكشاساث لاخخببس يخبَت الأشجبس. 6111

بس أٌ جًُع سلالاث َبذو أٌ حخحهم انًىاد كشفج جشعت يٍ انهُذسوكشبىَبث قبم وبعذ ًَى سلالاث اخخب 

 Halomonasوببنخبنٍ، َخى انحصىل عهً انحذ الأقصً نهخذهىس يع انهُذسوكشبىَُت يع أسعبس يخخهفت. 

venusta  سلانتYN-8 ٌحهُهب حذهىس يع  فٍ وجىد هُبخبٌ، انهكسبExiguobacterium  aurantiacum  

NB11_3A , alginolyticus PB- WC 1109 Vibrio   ٌيع هُبخبDietzia  4طYL8 8 8JNC  يع

 انبُضٍَ.

 

 ، انًُى، انخحهم انبُىنىجٍ، انسبحم انششقٍ انجضائش.Hydrocarbonoclastesكهًبث انبحذ: انبكخُشَب 
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Introduction  

La civilisation moderne et l'activité de l'homme sont indéniablement les causes 

principales de la contamination de l'hydrosphère (Lambert et al., 1981; Salomon, 2003 & 

Houma et al., 2005 a). Le milieu marin sert de réceptacle mondial à l’ensemble des déchets 

produits par les activités humaines, qu’ils proviennent de l’urbanisation, de l’agriculture, de 

l’industrialisation et du transport maritime. Ces déchets rejetés dans le milieu marin ne 

deviennent véritablement polluants que s’ils portent atteinte aux organismes marins et par 

voie de conséquence à l’espèce humaine qu’exploite les ressources marines (Ramade, 1982).  

Ramade, (1982) définit  la  pollution marine comme  une altération de la qualité du 

milieu marin, le plus vaste des écosystèmes de la biosphère.  

La mer est le lieu privilégié de  toutes sortes de pollutions dont 80% proviennent des activités 

terrestres et  01 % des activités maritimes. Ces dernières sont génératrices de divers types de 

pollutions : atmosphériques (cheminées des navires), marines (substances liquides nocives, 

chute à la mer de la cargaison contenant des substances toxiques ou rejets de déchets 

domestiques). Toutefois, la plus symbolique, la plus ancienne et la plus médiatisée des 

pollutions marines restent  sans doute ,pour l’opinion publique, la pollution par hydrocarbures 

(Borloo,  2009). 

Pulgarin, (2012) rapporte que le déversement d’hydrocarbures pétroliers est une 

problématique environnementale fréquente dans le monde entier; en effet, plus de 10 000 

galons de pétrole ont été reportés dans la base de données internationale des déversements 

pétroliers. Ces déversements entraînent une dégradation dans les écosystèmes et représentent 

un risque pour la santé  humaine. 

D’après  Baillache et al.,  (1974) la pollution marine par les hydrocarbures est de deux 

types, la première connue sous le terme de déballastage, est produite essentiellement par les 

pétroliers. Elle est composée d’eau de mer mélangée à du pétrole et provient des cuves de 

transports. Les autres rejets d’hydrocarbures en mer, appelés communément dégazage, 

correspondent aux rejets d’huiles de vidange et² de résidus de fioul générés par les moteurs de 

l’ensemble des navires. 

         L’impact des incidents de déversements d'hydrocarbures sur les milieux marins est 

énorme et  les méthodes physiques et chimiques éliminent rapidement la majorité du pétrole 

échoué, mais une part importante  reste sur  le site pollué (Roling et al.,  2002). Les méthodes 

conventionnelles pour enlever le pétrole des écosystèmes aquatiques sont: nettoyage 
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mécanique, nettoyage chimique et la dégradation microbienne. La biodégradation 

microbienne est le mécanisme majeur pour éliminer le pétrole et les produits dispersants des 

environnements aquatiques (Ventikos et al., 2004).  Selon Alexander, (1994) ; Bertin et al., 

(2007) & Massalha et al., (2007) le processus biologique comme la bioremédiation 

constituerait une technologie propre et prometteuse parce qu’elle est simple, efficace, et 

moins couteuse en comparaison avec d’autres alternatives comme les méthodes physiques et 

chimiques. La biodégradation des hydrocarbures est l’un des premiers mécanismes conduisant 

à la transformation de ces polluants en produits moins toxiques (Soltani, 2004). La 

bioremédiation est un processus qui utilise des microorganismes pour dégrader ou éliminer 

différents polluants, tels que les composés organiques (Wang et al., 2014 ; Cao et al., 2015)  

hydrocarbures et métaux lourds (Alisi et al.,2009 ; 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 hydrocarbures pétroliers dans la nature sont dégradés par divers groupes de micro-

organismes, qui sont capables d’utiliser les hydrocarbures comme nutriments (Das et al., 

2011).Les microorganismes capables de biodégrader des hydrocarbures saturés (n-alcanes) 

sont largement répartis dans la nature (Atlas et al., 1991, Zhang et al., 2011) tels que 

Rhodococcus (Van Hamme et al., 2001), Alcanivorax (Liu et al.2010) , Pseudomonas 

(Zhang et al., 2011), Dietzia DQ12-45-1b (Xing-Biao et al., 2011), Acinetobacter lwoffi 

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

Al., 2008). Une étude  sur la biodégradation des hydrocarbures aromatiques de Moxley et al., 

(2010) rapporte la capacité de Vibrio sp. KM1 à croître avec l'acide benzoïque comme seule 

source de carbone et d'énergie, la polyvalence métabolique de Halomonas a également été 

associée à un grand potentiel biotechnologique (Arahal et al., 2006 ; Simon et al., 2008), 

Halomonas sp. et Marinobacter sp. ont dégradés plusieurs HAP, dont le naphtalène, le 

phénanthrène, l'anthracène, le fluoranthène, le fluor, le pyrène, le benz [a] anthracène et le 

benzo [a] pyrène comme seules sources de carbone (Dastgheib et al., 2012).  

De nombreux micro-organismes parviennent dans des conditions particulières, à se 

développer  sur des  substrats organiques de synthèse. Cette  propriété  est à la base de la 

bioremédiation (dépollution biologique) qui consiste à éliminer de l’environnement des 

polluants chimiques grâce a des micro-organismes capables d’utiliser ces polluants comme 

source de carbone et/ ou d’énergie (Perry et al.,  2004) . Tout échantillon de sol renferme en 
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abondance des organismes capables de dégrader des hydrocarbures et il en est de même pour 

le milieu marin (Pelmont, 2005).  

La  biodégradation par les populations naturelles de micro-organismes est le  

mécanisme le plus fondamental et le plus fiable par le biais duquel des milliers de polluants 

xénobiotiques, y compris le pétrole brut, sont éliminés de l’environnement (Cappello et al .,  

2007). Selon Roling et al., (2002) dans le  processus de dégradation naturels qui élimine le 

pétrole  restant, les bactéries sont les agents prédominants de la dégradation des 

hydrocarbures dans l'environnement . 

Mc Genity et al.,  (2012)  affirme que   le devenir de ce pétrole dans le milieu dépend de sa 

propre composition et des conditions climatiques. L’élimination des hydrocarbures qui le 

composent est gouvernée par des facteurs abiotiques (dispersion, évaporation, dissolution, 

émulsification…) et biotiques (biodégradation). Même s’il est relativement lent, ce processus 

permet une dégradation quasi-complète (transformation en CO2) des hydrocarbures (Sauret, 

2011). L’effet des hydrocarbures sur les communautés microbiennes fait intervenir des 

mécanismes complexes dépendant de leurs capacités métaboliques, influencés par les 

paramètres environnementaux et la durée d’exposition aux polluants (Rölling et al.,  

2002 ;Yakimov et al., 2004 ;  Bordenave et al., 2007) . 

Selon Van der Meer et al., (1992) l’activité humaine, au travers des multiples sources de 

pollution et par la mondialisation des déplacements, favorise l’apparition de nouvelles 

souches capables de biodégrader des hydrocarbures. 

 D’après Yakimov et al., (2005) & Head et al., (2006) de nombreuses études ont 

montré que des microorganismes hydrocarbonoclastes (HCB : hydrocarbonoclastic bacteria) 

étaient sélectionnés suite à une contamination. Aussi, dans de nombreux écosystèmes il existe 

déjà une communauté microbienne indigène capable d’une importante biodégradation de 

pétrole. Olajire et al., (2014)  affirme qu’il  y a de nombreux avantages de ces micro-

organismes indigène pour la dégradation des hydrocarbures. L’évolution a permis 

l’émergence d’une grande diversité de micro-organismes présentant de larges  capacités de 

biodégradation. Les organismes les mieux adaptés pour la bioremédiation sont souvent les 

espèces indigènes d’un habitat pollué particulier. Les micro-organismes indigènes peuvent par 

définition survivre et se multiplier en présence de substances toxiques. Bien que certaines 

souches microbiennes aient été sélectionnées pour leur capacité de bioremédiation, elles sont 

généralement moins  efficaces que les populations natives. De plus, il est en fait illégal 

d’introduire des bactéries génétiquement modifiées dans des environnements naturels en 
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raison des effets potentiels inconnus sur les populations naturelles et la difficulté de prévenir 

leur propagation dans d’autres niches d’environnementales (Perry et al., 2004). Les 

microorganismes dégradant les hydrocarbures existent généralement en très faible abondance 

dans les environnements marins. L'identification des organismes clés qui jouent un rôle dans 

la biodégradation des polluants est importante pour la compréhension, l'évaluation et le 

développement des stratégies de bioremédiation in situ. Il est donc très essentiel de 

caractériser les communautés bactériennes, d'identifier les dégradants responsables et 

d'élucider le potentiel catalytique de ces dégradants (Sivaraman, 2011). 

L’objectif fixé dans ce travail est d’isoler et identifier des bactéries autochtones  

hydrocarbonoclastes  du littoral Est-Algérien à partir des milieux marins exposés de manière 

chronique à la pollution par les hydrocarbures. 

Des essais de culture in vitro  au  laboratoire  ont été réalisés avec des suivis de la croissance 

des souches bactériennes sélectionnées en  présence de  concentrations connues de différentes 

classes d’hydrocarbures. 

La  présentation de ces  résultats  s’articule autour de deux  parties : 

   alcanes   : Hexane C6H14, Heptanes C7H16, Décane C10H22,  Cyclo- hexane  C6 H 12 

comme seule source de carbone et d’énergie. 

  hydrocarbures raffinés   les carburants « essences ». 

Par ailleurs, nous avons  aussi estimés  les taux d’hydrocarbures biodégradés par les 

différentes souches bactériennes sélectionnées en fin de croissance.  
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1 Le pétrole  

 Le pétrole brut ou le pétrole est une ressource précieuse et il est formé par  

conversion anaérobie  de la biomasse sous haute pression et de la température (Atlas et al.,  

1998). Le pétrole brut est constitué d’un mélange de milliers de composés organiques formés 

à partir de différents matériaux organiques. Ces matériaux subissent des transformations 

chimiques sous l’effet de diverses conditions géologiques qui ont lieu pendant de longues 

périodes de temps (Wang et al.,  2003). 

              Les pétroles bruts sont des mélanges extrêmement complexes d’hydrocarbures et de 

composés non-hydrocarbonés (Lefebvre,  1978).Les hydrocarbures, au sens chimique du 

terme, sont des composés organiques exclusivement constitués d’hydrogène et de carbone, 

associés sous la forme de molécules d’une grande diversité, de la plus simple, le méthane 

(CH4), constituant principal du gaz naturel, aux plus complexes que l’on trouve dans les 

fractions lourdes des pétroles bruts et dans les schistes bitumineux (Vandecasteele,  

2005).Les hydrocarbures font partie de la vie quotidienne, ils sont présents de façon ubiquiste 

dans l’environnement en raison de la multiplicité de leurs origines à la fois naturelles et 

anthropiques (Commendatore et al.,  2004;  Volkman et al.,  1992) . 

Les pétroles bruts sont constitués de différentes familles des composés dont la composition 

chimique varie énormément selon leur origine géographique et géologique (Tissot et al., 

1984). Les hydrocarbures  constituent la fraction la plus importante d’un brut  pétrolier, ils 

représentent entre 65 et 95 % de la plupart des pétroles bruts. Les  composés pétroliers 

peuvent être classés en quatre familles principales qui sont présentes en proportions variables 

selon  l’origine : les hydrocarbures saturés (30 à 70 %), les hydrocarbures aromatiques et 

poly-aromatiques (20 à 40 %), les composés polaires (5 à 25 %) et les asphaltes (0 à 10 %) 

(Figure 1)  (Soltani,  2004). 
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Figure 1. Composés hydrocarbonés et non hydrocarbonés présents dans le pétrole brut (Bianchi et al.,  1988)  

2 Les principales familles des hydrocarbures  

2.1    Les  hydrocarbures saturés   parmi lesquels on distingue  

2.1.1      Les alcanes linéaires (n-alcanes)  

  Leur  longueur varie de 7 à 40 atomes de carbones, constituent une des classes les plus 

abondantes (10à 40 % des hydrocarbures totaux d’un brut pétrolier léger et peuvent atteindre 

dans certains cas 60 %) (Soltani, 2004). 

2.1.2      Les alcanes ramifiés  

  Les plus abondants sont les iso-alcanes (groupement méthyles en position 2), les 

autres composés ramifiés antéiso (groupement méthyle en position 3) ou polyramifiés  tels 

que les isoprénoїdes (exemples : pristane, phytane) sont beaucoup moins nombreux. Ces 

composés se trouvent dans le pétrole  brut dans des proportions sensiblement égales à celles 
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des n-alcanes.Le pétrole brut d’origine fossile ne contient en général pas d’alcènes (Figure 1) 

(Soltani, 2004). 

2.1.3 Les cycloalcanes  

Les cycloalcanes  renferment des composés cycliques (à 5 ou 6 atomes de carbone) 

saturés et le plus souvent substitués. Quelques dérivés polycycliques sont aussi présents et 

certains d’entre eux tels les stéranes et les triteranes sont caractéristiques d’un pétrole brut. 

Cette famille peut représenter entre 30 et 50 % des hydrocarbures totaux d’un pétrole brut 

(Figure 1) (Soltani,  2004).  

2.2  Les hydrocarbures aromatiques   

           Plusieurs familles d’hydrocarbures aromatiques et poly-aromatiques dont le nombre de 

noyaux varie de 2 à 6 sont présentes dans le pétrole brut. Ces composés sont dominés par des 

composés mono-, di- et tri- aromatiques (Figure 1) (Neff, 1979). En général, les 

hydrocarbures aromatiques sont moins abondants que les alcanes, et ne représentent que 10 à 

30 % des hydrocarbures totaux d’un brut pétrolier (Bertrand et al., 1989). Les hydrocarbures 

aromatiques sont séparés en 02 groupes distincts: 

  Les hydrocarbures mono-aromatiques ; 

 Et les hydrocarbures aromatiques polycycliques  

2.2.1     Les hydrocarbures mono-aromatiques  

Les hydrocarbures mono-aromatiques forment une des grandes classes de composés 

aromatiques  présents dans l’environnement avec les hydrocarbures chloro-aromatiques. 

(Vandecasteele, 2005).La production naturelle principale de composés mono-aromatiques  

provient de la dégradation de la lignine (Vandecasteele, 2005). Ces hydrocarbures mono-

aromatiques peuvent aussi avoir une origine biosynthétique. C’est le cas par exemple, du p-

cymène (ou p-isopropyltoluène), un composant des huiles essentielles. C’est aussi celui du 

styrène, présent dans divers produits naturels comme certains fruits, ou encore certaines 

plantes. Cependant, ce dernier est aussi un produit pétrochimique de gros tonnage et 

représente un polluant important (Phale et al., 2007). En fait, les quantités considérables 

d’hydrocarbures mono-aromatiques rencontrées dans l’environnement sont en grande majorité 

d’origine pétrolière, ou pétrochimique, et sont la conséquence des pollutions très nombreuses 

engendrées par l’activité humaine (Andreoni et al., 2007). Parmi ceux-ci, le benzène, le 

toluène, l’éthylbenzène et les xylènes, désignés sous le sigle de BTEX. Les structures de 
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certains hydrocarbures BTEX  sont présentées dans la figure 2, sont particulièrement 

importants du fait de leur abondance dans les essences, et de leurs utilisations en pétrochimie 

(Phale et al., 2007). Les BTEX existent à l’état naturel dans le pétrole brut, le goudron et le 

charbon. Leurs sources d’émission dans l’environnement sont principalement d’origines 

industrielles et anthropiques. Ils sont utilisés massivement comme réactifs de synthèse et 

solvants dans divers secteurs industriels (Kelly et al., 2005). Ils servent d’additifs 

antidétonants   dans l’essence pour améliorer l’indice d’octane (Forget, 1997). Ils entrent 

également dans la composition des peintures, caoutchouc, adhésifs et résines. Ces composés 

ont une solubilité dans l’eau importante, et une volatilité notable qui décroissent 

respectivement avec le nombre d’atomes de carbone (Andreoni  et al., 2007). Leur solubilité 

élevée leur confère ainsi une mobilité importante, dans les eaux et les sols (transfert et 

migration dans les aquifères) et une accessibilité importante pour les microorganismes. 

Cependant, leur hydrophobicité provoque une forte toxicité pour la membrane cytoplasmique 

(ils vont ainsi modifier la structure de la membrane et diminuer son efficacité).Les 

hydrocarbures mono-aromatiques sont ainsi toxiques pour les cellules eucaryotes. 

 

Figure 2. La structure chimique des BTEX  (Badjagbo, 2009) 
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2.2.2 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) 

Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) sont des composés organiques 

hydrophobes issus de la combustion incomplète des matières carbonées. Ces molécules sont 

constituées, au sens strict, d'atomes de carbone et d'hydrogène. Leur arrangement en structure 

cyclique comporte au moins deux cycles aromatiques condensés de type benzène (Blumer, 

1976; Cerniglia, 1992; Meinschein, 1961). Les HAP sont des polluants ubiquistes détectés 

dans tous les écosystèmes, des régions polaires aux tropiques (Blumer et al., 1975;  Keith et 

al., 1979; Wilcke, 2007). Les activités anthropiques constituent la part la plus importante des 

émissions de HAP : processus de production et de dispersion de matières créosotées (chemins 

de fer), industries des hydrocarbures et associé(e)s (brai de goudron, asphalte et épandage de 

boues),déversements accidentels, trafic routier, effluents domestiques, dépôts atmosphériques 

(Björseth et al., 1979; Cerniglia, 1992; Denier van der Gon et al., 2007; Edwards, 

1983;Johnsen et al., 2007; Kim et al., 2003; Shuttleworth et al., 1995; Whitacre et 

al.,2008). Les HAP sont classés en deux catégories : les « légers » à faible poids moléculaire, 

2 à 3 cycles aromatiques, et les « lourds », à 4 cycles et plus (Cerniglia, 1992). Seize d’entre 

eux ont été jugés comme prioritaires à éliminer des sols dès les années 70 (Keith et al., 1979). 

Les structures des 16 HAP non substitués retenus comme polluants prioritaires par l’American 

Environmental Protection Agency (EPA) sont présentés dans la figure 3.  

 

Figure 3. Structure et nomenclature des HAP. (Les seize HAP prioritaires de la liste de l'EPA) 
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2.3 Les composés polaires (les composés N, S, O) 

Ce sont, en général, des constituants mineurs d’un pétrole brut (Lefebvre, 1978), à 

l’exception des pétroles très lourds ; les dérivés soufrés sont dans la plupart des cas plus 

abondants que les composés oxygénés ou azotés (Bertrand et al., 1989) ;  

       - Composés azotés : pyridines, quinoléines,…. 

 - Composés soufrés : mercaptans, sulfures, disulfures,… 

       - Composés oxygénés : phénols, acides carboxyliques, alcools, aldéhydes,…. (Figure1) 

(Soltani, 2004) 

2.4  Les asphaltènes et les résines 

Les  asphaltènes et les résines sont des composés lourds et fonctionnalisés (composés 

non-hydrocarbonés), de structure chimique complexe à base de cycles aromatiques condensés, 

de naphténo aromatiques, de ramifications et d’hétéroatomes (Boukir et al., 1998); 

constituent  une faible partie du pétrole brut, 1 à 5 % du pétrole léger alors qu’un pétrole lourd 

peut contenir plus de 25 % d’asphaltènes et 20 % de résines (Fig.1) (Soltani, 2004).  Enfin, 

des métaux sont présents dans les pétroles bruts à l’état de traces. Le vanadium, le nickel sont 

généralement les plus abondants mais du fer, du cuivre et de l’uranium ont également été 

détectés (Bertrand et al., 1989; Escobar et al., 2012; Lefebvre, 1978).  

 

3 Origine des hydrocarbures pétroliers dans l’environnement 

marin 

L’eau, compte tenu de ses propriétés physico-chimiques, est trop souvent utilisée 

comme un vecteur d’évacuation de déchets  (Emilian Koller,  2004). Les eaux douces et 

océaniques sont devenues le réceptacle de pollutions multiples chimiques, organiques, 

radioactives, microbiologiques d’origines variées : urbaine, industrielle, agricole  (Emilian 

Koller,  2004). 

 Les hydrocarbures sont très répandus dans les milieux marins. Chaque année, des 

millions de tonnes d'hydrocarbures entrent les milieux marins, principalement à partir de 

sources anthropiques, mais aussi à partir de sources naturelles comme les plantes, les algues et  

les bactéries. La pollution marine  par le  pétrole brut provient des accidents de pétroliers, des 

opérations de déballastage, de lavage des citernes,  de l'infiltration naturelle. (Samiullah, 

1985) et des rejets  volontaires  de raffineries (Sauret, 2011), ainsi que l’huile de cale usagée 
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qui s’accumule en petites quantités à l'intérieur des parties inférieures du  navire. La  décharge 

illégale de  l'huile de cale  dans  la mer représente environ 10 % du total  des huiles qui 

entrent dans  la pollution de la mer. Nievas et al., 2006  soulignent que les eaux d'huile de 

cale sont toxiques dans la nature et ils sont préoccupants en raison de leur longue persistance 

dans l'environnement. 

3.1 Origine anthropique  

3.1.1 Les suintements naturels  (sources géochimiques)  

 Selon Pelmont, 2005 il existe des suintements  naturels de produits pétroliers à 

partir des sédiments marins. La dispersion annuelle des hydrocarbures sur toute la surface des 

océans se chiffrerait par milliers de tonnes, les mers ont depuis fort longtemps l’habitude de 

cette pollution discrète. Ponctuellement ou chroniquement, ces gisements présentent des 

résurgences (cas du golfe du Mexique -USA et du golfe de San Jorge - Argentine) qui libèrent 

du pétrole dans les milieux marins sus-jacents.  Néanmoins d’après Sauret, (2011) là où un 

écoulement naturel n’a que peu de conséquences sur l’écosystème marin car il est 

généralement adapté à cet apport continu.  

3.1.2 Les accidents pétroliers  

Les aspects les plus évidents sont les grandes catastrophes très médiatisées comme les 

marrées  noires qui provoque une forte mortalité de la faune aquatique, bords de mers englués 

sans oublier les conséquences économiques engendrées pour  les riverains vivant de la pêche 

ou du tourisme (Soltani, 2004), les pollutions les plus redoutables émanent des fiouls lourds, 

formant des goudrons et des gommes  récalcitrants comme lors du naufrage de l’Erika, le 11 

Décembre 1999 au sud du Finistère, ou encore celui du Prestige au large des côtes espagnoles 

survenu le 13 Novembre 2002 qui a été particulièrement catastrophique suite à la rupture d'un 

pétrolier en charge (77 000 t de fioul lourd) au large de la Galice : le plus grand déversement 

de fioul lourd (estimé à 64 000 t) en venant souiller plus de 3000 km de littoral (Albakjaji, 

2011). Les composants les plus légers ont en effet une meilleure tendance à s’évaporer dans 

l’atmosphère. Les accidents maritimes ne sont pas les seuls responsables de la souillure  des 

mers car ils interviennent pour moins de 10% de la pollution par le pétrole, mais leur gravité 

vient du caractère massif des épandages et des effets dommageables spectaculaires sur 

l’environnement (Pelmont, 2005). 
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3.1.3 Le déballastage (Slops) 

 Il s’agit  d’une pollution produite essentiellement par les pétroliers, elle est composée 

de l’eau de mer mélangé à du pétrole, et provient des cuves de transport.  Une fois sa 

cargaison déchargée, un pétrolier doit ballaster c’est-à-dire remplir d’eau de mer ses cuves 

pour assurer la stabilité du navire lorsqu’il fait route. Le ballast représente en volume environ 

1/5 du navire. Lorsqu’il se prépare de nouveau à charger, le pétrolier doit donc vider ses cuves 

de l’eau de mer qu’elles contiennent. Cette opération de déballastage théoriquement réalisée  

dans les installations portuaires prévues à cet effet, a lieu en réalité souvent en mer de façon 

illégale, à l’approche des ports (Noémie et al., 2003). 

3.1.4 Le dégazage  (Sludges)  

Les  produits  pétroliers  sont  introduits  dans  l’environnement marin  sous  forme  de  

produits  raffinés : carburants  et huiles, leurs  compositions  dépendent de l’origine  du  

pétrole  et  des  opérations  subites  au  cours  du  raffinage. On  dénombre  environ  230  

composants  pour  l’essence  et  de  l’ordre  de  2000  pour  un  fuel  lourd (Soltani, 2004) . 

On distingue deux types de carburants : les carburants lourds tels que le naphta et les fuels 

lourds, et les carburants légers tels que les essences et les gazoles (Figure 4). Les carburants 

lourds ont une densité (d) supérieure à 1 et vont donc s’accumuler au niveau du plancher de la 

nappe. En quantité suffisante, ils vont constituer une phase non miscible appelée DNAPL 

(Dense Non Aqueous Phase Liquid). Au contraire, les carburants légers ont une densité (d) 

inférieure à 1 et vont donc s’accumuler à la surface de la nappe. La phase non miscible sera 

appelée LNAPL (Light Non Aqueous Phase Liquid) (Saada et al.,  2004). 

L'essence est  composée de quatre  principales classes structurales d'hydrocarbures :Les n- 

alcanes ou des n-paraffines (hydrocarbures saturés linéaires); Isoalcane  ou isoparaffines  

(hydrocarbures saturés  ramifiés); Cycloalcanes ou des naphtènes (saturés alcanes cycliques); 

et les aromatiques (Figure 4)  (Marchal et al., 2003). 
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Figure 4. Composition chimique de l’essence et du gazole  (Colombano et al.,  2008) 

Le dégazage  correspond  aux rejets d’huiles de vidange et de résidus de fuel générés par les 

moteurs de l’ensemble des navires. Les pollutions dues aux vidanges des moteurs, aux huiles 

et résidus de fuel concernent en effet tous les types de navires : transport de cargaison 

(tankers, vraquiers, porte-containers..), transport de passagers (bateaux de croisières, ferry..) 

et bateaux de pêche. Compte tenu de l’utilisation d’un fuel brut de bas de gamme pour la 

propulsion du navire, seule une partie du fuel peut être consommée par les machineries 

lorsqu’un navire fait route. Outre ces résidus de fuel, un navire consomme une importante 

quantité d’huiles de graissage, qui fuient des machineries et s’accumulent dans les fonds de 

cales des navires  (Noémie  et al., 2003). 

3.2 Origine biogénique  

Albro, (1976) ; Bachofen, (1982) & Saliot, (1981) signalent qu’une quantité non négligeable 

d’hydrocarbures peut provenir de l’activité de nombreux micro-organismes et des plantes  

aquatiques (phytoplancton, macrophytes). 

Les espèces phytoplanctoniques et les macro-algues synthétisent des n-alcanes dont les 

longueurs de chaînes varient respectivement de n-C14 à n-C32 et de n-C20 à n-C30 (Saliot, 
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1981), avec un maximum à n-C15 ou n-C17 (Blumer et al., 1971 ; Gelpi et al.,1970 ;  

Clarck et al. ,1967;  Youngblood et al.,1971). 

4 Le littoral  algérien  

Les principaux problèmes  de pollution  du littoral algérien  incluent les eaux usées 

urbaines et industrielles non traitées, les nappes d’hydrocarbures de pétrole et l’érosion côtière 

(www.eea.europa.eu.2006).La pollution par les hydrocarbures de pétrole est très courante le 

long du littoral algérien, compte tenu des voies du trafic maritime pétrolier qui passent à 

proximité, selon le  rapport réalisé par l’AAE en 2006 (www.eea.europa.eu.2006) 150 

millions de tonnes d’hydrocarbures y sont transportées chaque année sur les 500 millions de 

tonnes/an d’hydrocarbures transportées au total en mer méditerranée, ce qui correspond au 

transit de 1800 pétroliers par an. En outre, plus de 50 millions de tonnes d’hydrocarbures 

empruntent chaque année les terminaux pétroliers des principaux ports algériens (Arzew, 

Bethioua, Bejaia et Skikda), avec d’importantes  fuites  en mer (10 000 tonnes/an). Selon 

JORA N°63 du 08 Octobre 2006 la méditerranée restera une route importante pour le 

transport d’hydrocarbures et de gaz. Par ailleurs d’importantes quantités d’hydrocarbures sont 

exportées à partir des ports algériens et tunisiens. Les opérations de déballastage sont 

également responsables de déversement de quelques 12 000 tonnes supplémentaires 

d’hydrocarbures par an dans les eaux côtières du fait que les installations de réception 

disponibles ne peuvent pas répondre aux quantités de ballast. De plus, une pollution par les 

hydrocarbures est imputable aux rejets d’eaux usées industrielles et urbaines de boues 

toxiques provenant de raffineries de pétrole à Alger, Oran  et Skikda et de la production de 

gaz naturel. En  raison  de la présence d’activités pétrolières en Algérie, les sédiments 

portuaires et côtiers présentent de fortes concentrations en hydrocarbures pétroliers totaux 

ainsi qu’en hydrocarbures aromatiques polycycliques «HAP» (tableau 1) 

(www.eea.europa.eu.2006). 
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Tableau I. Concentrations des hydrocarbures pétroliers totaux (HPT) dans les sédiments portuaires en Algérie 

(www.eea.europa.eu.2006) 

Principaux  ports d’Algérie 
Concentrations d’hydrocarbures pétroliers totaux  

 (HPT en mg/kg) 

Oran 1500-17 000 

Arzew 930-8600 

Bethioua 67-940 

Mostaganem 1600-8800 

Ténès 680-990 

Alger 1900-31000 

Bejaia 140-260 

Jijel 180-430 

Ancien port de Skikda 450-2000 

Nouveau port de Skikda 79-120 

Annaba 130-6200 

 

En raison de l’ampleur des dégâts, la pollution d’origine anthropique est donc devenue une 

préoccupation mondiale (Megharaj et al., 2011). Un large corpus de recherche sur la 

bioremédiation  de ces molécules s’est mis en place ces dernières décennies (Head et al 

.,1999 ). Les pollutions liées aux hydrocarbures entraînent un nombre considérable d’effets 

négatifs sur la santé humaine, la qualité de l’air et de l’eau, la détérioration des écosystèmes 

terrestres et marins, la biodiversité, la contamination des chaînes alimentaires (O'Rourkeet et 

al.,  2003). Parmi les différents processus impliqués dans le devenir des hydrocarbures, la 

biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les micro-organismes est considérée comme  

un processus majeur (Leahy et al.,  1990). 
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1 Les micro-organismes hydrocarbonoclastes 

 On sait depuis quelques décennies qu’une fois déversé  dans l’eau de mer, le pétrole 

est soumis à l’action d’un certain nombre de facteurs physico-chimique conduisant à son 

élimination partielle. On note  ainsi successivement (Figure 5) des phénomènes de dispersion 

du pétrole, d’évaporation des molécules les plus volatiles, de photo-oxydation des 

hydrocarbures lourds, d’émulsification des composés hydrophobes, d’adsorption et 

d’agrégation des hydrocarbures avec la matière organique particulaire et de dissolution de ses 

composés en matière organique dissoute (Bianchi et al., 1988). Mais en plus de ces facteurs 

physico-chimiques, la biodégradation par les micro-organismes est indéniablement le 

processus le plus abouti dans l’élimination des polluants d’origine pétrolière  (Atals, 1981). 

 

Figure 5. Processus physico-chimique et biologique affectant le devenir des hydrocarbures pétroliers au sein de la 

colonne d’eau et des sédiments (Mirales,  2007) 

 De nombreux micro-organismes (procaryotes et eucaryotes) présentent la capacité 

de dégrader les hydrocarbures, ils sont qualifiés d’hydrocarbonoclastes (Figure 6). Ces micro-

organismes sont largement répandus dans le milieu marin, à la fois dans la colonne d’eau et 

dans les sédiments (Bertrand et al., 1989). Prince, 2005  à répertorié  une liste de  9 genres 
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de cyanobactéries, 103 genres de champignons, 14 genres d'algues qui sont connus pour 

dégrader ou de transformer  d'hydrocarbures et 79 genres bactériens qui peuvent utiliser des 

hydrocarbures comme source unique de carbone et d'énergie. Parmi ces derniers  quelques 

genres majoritaires sont : Acinetobacter,Alcanivorax, Alcaligenes, Cycloclasticus, 

Flavobacterium, Marinobacter, Pseudoalteromonas, Pseudmonas, Thallassolituus, Oleispira 

et Vibrio , il à été établi que les bactéries étaient qualitativement et quantitativement les plus 

efficaces dans cette fonction. Les bactéries qui dégradent les hydrocarbures ont été isolés il y 

a près d'un siècle (Naughton et al., 1999), ils constituent le groupe de bactéries marine  

hydrocarbonoclastes  (Klein et al., 2008).Les bactéries constituent le groupe le plus important 

d'un point de vue taxonomique , non seulement en raison de  vaste nombre d' espèces et de 

genres  de biodégradation existants ,mais aussi à cause de  leur polyvalence métabolique 

(Abalos  et al., 2004).  

 

 

Figure 6. Les taxons microbiens qui dégradent le pétrole. les phyla microbiens qui dégradent le pétrole, en rouge, ont été 

identifiés à partir des trois domaines de la vie  (Prince et al., 2007) 

Les bactéries sont capables de dégrader de nombreux hydrocarbures sous des 

conditions aérobies et anaérobies (Head et al.,  2014 ; Prince et al., 2007),et différents 

endroits dans l'environnement marin abritent ces  endroits physiologiques distincts. Ainsi, la  

dégradation aérobie des hydrocarbures par les  bactéries dans la colonne d'eau de mer et 

sédiments  oxiques  même dans les profondeurs d’eau  (Prince et al., 2013).Alors que la 

dégradation anaérobie des hydrocarbures se réalise principalement dans les sédiments 
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anoxiques et à l'intérieur. La biodégradation de l'huile  d' hydrocarbures  se produit facilement 

dans une profondeur de 2000-5000 m  (Bazylinski et al., 1989 ; Schwarz et al., 1974) dans   

l’arctique (Mc Farlin  et al., 2014) et l'antarctique (Delille et al .,  1998). 

La dégradation aérobie  des  hydrocarbures par des micro-organismes a été largement étudiée  

et les bactéries marines  capables de  dégrader le pétrole ont été  isolées  à partir de différents 

sites dans le monde entier (Head et al., 2006) montrant la nature cosmopolite de ces 

bactéries. Les  micro-organismes qui dégradent les hydrocarbures existent généralement en 

très faible abondance en milieu marin. Cependant  la pollution par les hydrocarbures de 

pétrole, peut stimuler leur croissance et  cause des  changements  dans la structure des 

communautés microbiennes de la zone contaminée  (Caruso  et al., 2004) exemple  selon 

(Hassanshahian et al .,2010) la contamination par le pétrole peut induire des changements 

majeurs dans les communautés microbiennes marines dans le golfe persique et la mer 

Caspienne , car lorsque la pollution  par  le pétrole brut se produit, le nombre de bactéries qui 

dégrade  les hydrocarbures augmente .   

2 Les groupes  de  bactéries  hydrocarbonoclastes  marines 

(BHCM) 

 Des groupes bactériens typiques sont déjà connus pour leur capacité à dégrader les 

hydrocarbures dans les milieux marins comprennent Pseudomonas, Marinobacter, 

Alcanivorax, Microbulbifer, Sphingomonas, Micrococcus, Cellulomonas, Dietzia, et  

Gordonia (Barth, 2003). Ils ont été isolés  sous forme  de dégradeurs d'alcanes ou de 

composés aromatiques tels que le toluène, le naphtalène et phénanthrène. Plusieurs bactéries 

marines capables de dégrader les hydrocarbures pétroliers ont été nouvellement isolées 

(Fig.7).Ceux-ci sont des bactéries des genres Alcanivorax (Ghanavati et al., 2008), 

Cycloclasticus (Yakimov et al., 1998) ,Marinobacter (Dyksterhouse et al., 1995), 

Neptunomonas, Oleiphilus (Gauthier et al., 1992) and Oleispira (Golyshin et al., 2002) 

parmi les γ-Proteobacteria, et le genre  Planococcus  parmi les bactéries Gram positif 

(Yakimov et al., 2003) .Par exemple, les souches Alcanivorax  peuvent  croître sur n-alcanes 

et les alcanes ramifiés (Figure 7), mais ne peut 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 (Figure 7), alors  
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que les souches  d’ Oleispira et  Oleiphilus  poussent sur les hydrocarbures aliphatiques, 

alcanols et alcanoates (Figure 7) . 

 Vibrio, Pseudoalteromonas , Marinomonas et Halomonas ont été isolés comme des bactéries 

marines capables de dégrader  le phénanthrène ou chrysène (Engelhardt et al., 2001). 

Certaines bactéries  isolées à partir d' environnements marins  qui dégradent les hydrocarbures  

ont été classés en plusieurs genres qui incluent les souches de bactéries  terrestres  exemple le   

naphtalène est dégradé  par  le genre  Staphylococcus et Micrococcus (Melcher et al., 2002) 

,le  2 - methylphenanthrene par  Sphingomonas (Zhuang  et al., 2003) et  les  alcanes par 

Geobacillus (Gilewicz et al., 1997)  .  

 

 

Figure 7. Phylogénie des principaux groupes de bactéries hydrocarbonoclastes marines. En 

Légende:  

1. Bacillus  megaterium 

2. Listeria  monocytogenes 

3. Planomicrobium  alkanoclasticum 

4.  Clostridium  cellulosi 

5. Desulfovibrio  desulfuricans 

6. Geobacter  sulfurreducens 

7. Paracoccus  denitrificans 

8. Sphingomonas  subarctica 

9. Nitrosomonas  europaea 

10. Rhodoferax fermentans 

11. Cycloclasticus  pugetii  

12. Marinobacter  hydrocarbonoclasticus 

13. Oleiphilus messinensis  

14. Alcanivorax  borkumensis 

15. Halomonas  pantelleriensis 

16. Pseudomonas putida 

17. Pseudomonas stutzeri 

18. Oleispira  Antarctica 

19. Thalassolituus  oleivorans 

20. Neptunomonas  naphtovorans 

21. Oceanospirillum  multilobuliferum 

22. Oceanospirillum  linum 

23. Escherichia coli 
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3 Adaptation des bactéries hydrocarbonoclastes (HCB) aux 

hydrocarbures 

L’adaptation  de certaines communautés  bactériennes aux hydrocarbures  s’explique par 

trois mécanismes majeurs : 

 Le pétrole stimule la prolifération des hydrocarbonoclastes (les milieux pollués 

chroniquement sont plus riche en hydrocabonoclastes). En cas d’apport soudain de 

pétrole, l’abondance relative des ces HCB permet d’assurer la mise en place rapide 

d’un consortium de dégradation ; 

 Les bactéries sont capable de transférer les gènes de catabolisme des hydrocarbures 

par conjugaison, la probabilité pour que ce type d’échange survient dans un 

environnement chroniquement pollué est plus grande (Hada et al.,  1981, Leahy et 

al.,  1990) ; 

 Enfin, dans les zones polluées, des mécanismes d’induction des enzymes d’intérêt  ont 

été retrouvés en présence de pétrole (Suzuki et al., 2001, Priefert et al., 2004). 

4 Les  consortiums  bactériens   

La biodégradation totale d’un pétrole n’est donc possible que grâce à la mise en place 

d’un consortium bactérien comprenant des groupes dont les équipements enzymatiques 

complémentaires permettent la biodégradation quasi-totale de ces différents types 

d’hydrocarbures (Head et al., 2006).Depuis de nombreuses études effectuées autant en 

microcosmes (Rolling et al., 2002, Sei et al., 2003 , Cappello et al., 2007) que sur des 

échantillons naturels (Peterson et al., 2003 ,Yakimov et al., 2004, Mascarelli, 2010) ont 

confirmé qu’après un apport soudain de pétrole, le ratio entre HCB et bactéries totales 

augmentait fortement. On assiste en générale à une baisse de la diversité totale des 

communautés bactériennes au profit de certaines espèces avantagées sélectivement par la 

nouvelle source de matière organique et particulièrement bien adaptées à la présence de 

certains hydrocarbures. L’élimination conjointe des bactéries sensibles au pétrole et la 

stimulation des HCB conduit souvent à une augmentation de l’abondance bactérienne et à un 

regain d’activité globale de la communauté dans les premiers jours après la pollution (Atlas, 

1981). Rapidement un consortium de biodégradation se met en place. Les bactéries capables 
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de métaboliser les molécules les plus simples sont sélectionnées en premier. Lorsque ces 

composés viennent à disparaitre, d’autres bactéries ayant eu le temps de s’acclimater aux 

molécules les plus complexes (les hydrocarbures aromatiques polycycliques par exemple) 

prolifèrent à leur tour et prennent l’ascendant sur le reste de la communauté. cela se traduit 

par une alternance de différents groupes qui se poursuit jusqu’à l’élimination quasi-complète 

des hydrocarbures (Head et al., 2006). Toutes les espèces bactériennes ne présentant pas un 

taux similaire de dégradation des hydrocarbures, la biodégradation des différents composés 

entraine une variation des sources de carbone disponibles dans le milieu au fur et à mesure du 

processus de biodégradation (Head et al., 2006 ; Coulon et al., 2007 ; Dubinsky et al., 

2013). Cette évolution constante des sources de carbone disponibles entraine elle aussi une 

modification de la diversité au sein de la communauté microbienne indigène au cours du 

temps. 

4.1 Les facteurs limitant  l’action des HCB 

Deux facteurs essentiels viennent limiter ou ralentir l’action des micro-organismes sur les 

hydrocarbures :  

 leur faible solubilité dans l’eau et ; 

 leurs effets toxiques sur les cellules vivantes.  

Dans le premier cas intervient un problème d’accessibilité. Les substrats hydrophobes ont 

tendance à former une phase distincte, et la faible vitesse de leur diffusion en milieu aqueux 

retarde leur biodégradation. Cet inconvénient est amoindri par dispersion en émulsion (Iqbal  

et al., 1995). Le caractère lipophile des hydrocarbures est la principale source des effets 

toxiques  en provoquant des altérations de la structure membranaire (Sikkema et al., 1995) 

Les aliphatiques à courte chaîne et les aromatiques légers sont plus diffusibles et sont plus 

toxiques pour la faune et la flore que le pétrole lui-même(Pelmont, 2005)..  

4.2 Facteurs  environnementaux affectant  l’activité des HCB 

Des conditions environnementales défavorables à la croissance bactérienne, et par 

conséquent à la métabolisation des hydrocarbures, représentent donc le principal obstacle à la 

biodégradation in situ (Juhasz et al.,  2000 ; Coulon et al., 2007 ; Dash et al.,  2013). 

1.1 Les  facteurs physico-chimiques 
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Les facteurs physico-chimiques influant sur la vitesse de biodégradation microbienne sont : la 

température, l’oxygène disponible, le pH, la salinité et la pression hydrostatique (Leahy et al., 

1990 ; Atlas, 1981). 

4.2.1     La température  

La température est un facteur important pour la biodégradation.  L'activité 

microbienne ralentit à basse températures et en raison à des diminutions du  taux  d'éléments 

nutritifs et le transport des déchets à travers la membrane (Whyte et al., 1998). Une 

diminution de température est généralement accompagnée par une diminution de la vitesse de 

biodégradation qui peut être expliquée par une décroissance de l’activité enzymatique . Des 

températures plus élevées ont pour effet d’augmenter la vitesse de biodégradation (Sandvik et 

al., 1986 ;  Song et al., 1990 ; Walworth et al., 2001 ). 

La température affecte également : 

 la viscosité et la solubilité des  hydrocarbures : à basse températures la viscosité du 

pétrole augmente et l’émulsification est plus difficile. 

 la volatilisation des composés de faible  poids  moléculaire : à basse températures la 

volatilisation  des composés de faible poids  moléculaire toxiques pour les micro-

organismes, ralentit. 

  par son effet direct sur la chimie des polluants  (Venosa et al.,  2003).  

Pour les buts de  biodégradation, les températures peuvent aller de 15 à 45 ° C (coïncidant 

avec la température optimale  des  micro-organismes mésophiles) (Feitkenhauer et al., 2003)  

cependant, l'optimum est à 30-40 ° C. L’oxydation des hydrocarbures a été observée à la fois 

à des températures proches de zéro (Zobell, 1973 ;  Dellile, 2000) et à des températures 

autour de 70 °C (Mateles et al., 1967). 

4.2.2   Oxygène 

Les ressources en oxygène constituent un facteur particulièrement important dans la 

biodégradation des hydrocarbures (Cerniglia, 1992).L’étape initiale du catabolisme des 

hydrocarbures aliphatiques, cycliques et aromatiques par les bactéries et les champignons 

inclut l’oxydation de ces substrats par l’intermédiaire d’hydroxylases et d’oxygénases, pour 

lesquelles l’oxygène moléculaire est indispensable (Leahy et al., 1990 ; Atlas, 1981 ; 

Bertrand et al., 1989). Les conditions aérobies sont, par suite, nécessaire pour cette voie 

d’oxydation microbienne des hydrocarbures dans l’environnement. Le problème de la 

limitation de l’oxygène moléculaire dans les couches superficielles des colonnes d’eau est 
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inexistant, en effet la concentration en oxygène est suffisamment élevée pour assurer l’activité 

des micro-organismes hydrocarbonoclastes (Soltani, 2004). En milieu anaérobie, l’oxygène 

est remplacé par d’autres types d’accepteurs d’électrons mais le rendement y est donc 

particulièrement réduit, la dégradation y est donc particulièrement lente (ex : sédiments) 

(Coates et al., 1997). Les sédiments aquatiques, sont  généralement anoxiques, à l’exception 

de la fine couche superficielle. Bertrand et al., (1986)  Leahy et al., (1990) ont trouvé que la 

dégradation des hydrocarbures a lieu essentiellement dans la partie superficielle des sédiments 

(0-1cm),où la concentration en oxygène est de 8 ppm, alors qu’elle est plus faible en 

profondeur. La dégradation anaérobie des hydrocarbures par les micro-organismes peut se 

produire mais à des vitesses négligeables et son importance écologique est considérée comme 

de moindre importance (Soltani, 2004).La dégradation des hydrocarbures pétroliers est 

beaucoup plus  efficace en conditions oxiques  qu’anoxiques (Widdel et al.,  2001). 

4.2.3   Le pH 

L’influence du pH a été très peu étudiée, mais il ne semble jouer qu’un rôle 

relativement mineur en milieu marin. Contrairement à la plupart des écosystèmes aquatiques, 

les sols peuvent avoir des valeurs de pH très variables, allant de 2,5 à 11,0. Des valeurs 

extrêmes de pH, ce qui est le cas pour quelques types de sols, pourraient avoir une influence 

négative sur la capacité des micro-organismes à dégrader les hydrocarbures. La croissance des 

bactéries hétérotrophes et des champignons étant favorisée par un pH proche de la neutralité 

(Leahy et al., 1990). Dibble et al., (1979) ; Hambrick et al., (1980) ont trouvé que la 

dégradation des hydrocarbures est plus élevée dans des conditions légèrement basiques. 

Quelque soit la valeur qu’il peut atteindre, le pH des milieux marins n’atteint jamais des 

valeurs suffisamment extrêmes pour inhiber la biodégradation. 

4.2.4  La salinité  

La salinité moyenne des milieux océaniques est de l’ordre de 3,5 % et l’intervalle de 

variation se situe en général entre les limites de 3,3 % et 3,7%. Ces concentrations en sels sont 

compatibles avec la croissance des micro-organismes hydrocarbonoclastes (Bertrand et al., 

1989). La présence de très fortes salinités dans les marais salants seraient un frein à la 

dégradation  en raison du manque d’oxygène régnant dans ces zones (Ward et al., 1978). 
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4.2.5 La pression hydrostatique 

C’est un facteur important dans la dégradation des hydrocarbures. Dans le cas 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 au fond de la mer. Or la profondeur moyenne 

des mers et océans est de 3800m , ce qui correspond à une pression de 380 bars, un 

environnement qui ralentit fortement l’activité métabolique des micro-organismes, le manque 

d’oxygène, et la faible température qui règnent au fond des océans s’ajoutent à la forte 

pression et rendent la dégradation des hydrocarbures particulièrement lente par rapport à la 

surface (Leahy et al., 1990) .  

4.3 La composition  chimique  des hydrocarbures  

La composition d’un pétrole détermine sa toxicité et son potentiel de dégradation. La 

vitesse de biodégradation est plus élevée pour les hydrocarbures saturés, viennent ensuite les  

hydrocarbures aromatiques légers, les hydrocarbures  aromatiques à haut poids moléculaire, 

les composés polaires ayant la vitesse de dégradation la plus faible. Les hydrocarbures saturés 

incluent les n-alcanes, les alcanes ramifiés et les cycloalcanes (naphtènes). Les alcanes 

normaux ou à chaînes linéaires sont les plus abondants et les plus dégradables : les n- alcanes 

à nombre de carbone supérieur à  44 peuvent être métabolisés par les micro-organismes mais 

ceux ayant de 10 à 24 atomes de carbone (C10-C24) sont généralement plus facilement 

dégradables. Les alcanes ramifiés  sont plus récalcitrants à la biodégradation que les n-alcanes 

et plus le nombre de ramifications augmente, moins ces composés sont susceptibles à la 

dégradation microbienne. Les hydrocarbures cycliques constituent une fraction importante des 

hydrocarbures dans la plupart des bruts pétroliers, ils sont plus difficilement dégradables que 

les deux séries précédentes à cause de leur toxicité suite à l’interaction avec la membrane 

cellulaire des micro-organismes (Sikkema et al., 1995). Les expériences montrent sans 

équivoque que la biodégradation des cycloalkanes est très limités (Atlas, 1981).Les 

polyaromatiques sont moins toxiques pour les micro-organismes, mais ils sont rarement 

métabolisés et quand ils le sont leur biodégradation est lente : ce qui explique leur 

accumulation dans l’environnement. Les asphaltènes et les résines constituent une faible 

partie du pétrole brut, 1 à 5 % du pétrole léger alors qu’un pétrole lourd peut contenir plus de 

25 % d’asphaltènes et 20 % de résines. Cette dernière classe de composés pétroliers n’est pas 

biodégradable ou très lentement dégradable.  
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 La biodégradabilité des pétroles bruts est très fortement dépendante de leur 

composition (Atlas, 1975) ; à une température déterminée, un pétrole léger est plus 

susceptible d’être biodégradé qu’un pétrole lourd, et plus le pétrole est raffiné plus il est 

dégradé rapidement (Sauret, 2011).Une fois déversé dans l’eau, le pétrole prend diverses 

formes qui conditionnent fortement le temps qu’il sera nécessaire pour l’éliminer. Selon sa 

consistance, il va former un film hydrophobe à l’interface eau-air, former des émulsions dans 

la colonne d’eau ou couler au fond des océans sous forme de goudron sous l’action de 

processus hydrodynamiques (Cooney, 1984). Sous l’action du vent et des vagues, le pétrole 

dans l’eau et l’eau dans le pétrole peuvent former des émulsions, ce qui augmente la surface 

du pétrole et par conséquence favorise l’attaque microbienne. Par contre les grandes masses 

ou les nappes de mousses pétrolières de viscosité très importante et qui ont un rapport surface/ 

volume faible inhibent la croissance (Soltani, 2004). 

4.4 La concentration  du pétrole  

Plus le pétrole est déversé rapidement et en quantités importante (accidents pétroliers 

par exemple) plus les dommages sur la faune marine macro et microscopique sont importants, 

et plus l’élimination totale des polluants est lente et longue (Sauret,  2011). 

4.5 Les biosurfactants  

 Les biosurfactants sont des composés amphiphiles produites par les bactéries, les 

champignons et les levures. Ils appartiennent à différentes classes y compris les glycolipides, 

les lipopeptides, les acides gras, des phospholipides, des lipides neutres et des 

lipopolysaccharides  (Rosenberg, 1986) .La croissance des micro-organismes présents sur les 

hydrocarbures pause des problèmes particuliers, car les hydrocarbures ne sont pas miscibles 

dans l'eau, de nombreuses bactéries sont capables d'émulsionner les hydrocarbures en solution 

en produisant des agents tensio- actifs biologiques qui augmentent  l'adhérence des cellules au 

substrat(Figure 8). Les biosurfactants  réduisent la tension superficielle, ce qui augmente la 

surface des composés insolubles  et ce qui conduit à l’augmentation de la biodisponibilité et la 

biodégradation subséquente des hydrocarbures (Batista et al .,  2006) .  

4.6 Les éléments nutritifs  

Lors de déversements, le pétrole fournit une grande quantité de carbone utilisable par 

les bactéries alors qu’il ne contient que très peu d’azote et de phosphore (sous forme de 

molécules particulièrement récalcitrantes à la dégradation la plupart du temps).Il se crée alors 
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un déséquilibre entre les sources de carbone, azote et phosphore, les rapports 

stœchiométriques classiques entres les différents éléments sont bouleversés (C : N : P 

=106 :16 :1). Le développement des bactéries hydrocarbonoclastes est alors drastiquement 

limité par les ressources en nutriments inorganiques (Atlas et al.,1972) la biodisponibilité des 

nutriments limitant  pour la croissance et la biomasse, en particulier l’azote et le phosphore, 

est un facteur clé dans le processus de bioremédiation naturelle des hydrocarbures (Figure 8). 

Il semblerait que la disponibilité des nutriments puisse avoir un rôle important dans la 

structuration des communautés dégradant le pétrole. De plus, en milieu limité les bactéries 

hydrocarbonoclastes seraient en compétition pour les nutriments avec les bactéries non 

dégradantes et le phytoplancton (Sauret,  2011). 

 

 

Figure 8. Communauté microbienne impliquée dans la dégradation des hydrocarbures pétroliers  (Head et al.,  2006)  
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Tableau II. Les facteurs affectant la biodégradation des hydrocarbures pétroliers (Oliveira et al.,  2015) 

Facteurs Rôle dans la décomposition des hydrocarbures pétroliers 

Biodisponibilité 
La composition et la concentration en hydrocarbures affectent le 

taux et l'efficacité de la biodégradation microbienne 

Température 

Affecte le comportement physicochimique des hydrocarbures (la 
viscosité, la diffusion, la solubilité). 
Affecte la physiologie et la diversité des microorganismes indigènes 

pH Inhibe l'activité microbienne en régulant le métabolisme microbien 

Nutriments 
Affecte la croissance microbienne et par conséquent les taux de 
biodégradation. 

Oxygène 

Bien que la biodégradation des hydrocarbures puisse s'effectuer en 
conditions anaérobies et aérobies, la biodégradation aérobie 

présente un rendement beaucoup plus élevé. 
Une réduction du la concentration en oxygène entraîne donc une 

réduction de l'efficacité de la biodégradation 

Salinité 

Les variations de salinité modifient la structure et la diversité des 
communautés microbiennes indigènes en sélectionnant pour des 
espèces halophiles ou halotolérantes. Ceci peut avoir un effet 

indirect sur la biodégradation des hydrocarbures dans les milieux de 
transition comme les milieux estuariens en ajoutant un facteur de 

sélection supplémentaire sur les communautés indigènes 

Matière 

Organique 

La présence de matière organique entraine une séquestration des 
hydrocarbures, diminuant ainsi leur disponibilité pour la 
biodégradation microbienne. 

Diversité de la 

communauté 

microbienne 

indigène 

La présence de bactéries hydrocarbonoclastes au sein de la 
communauté bactérienne indigène favorisera une réponse rapide et 
efficace lors de l'introduction d'hydrocarbures pétroliers dans le 

milieu. 
Une communauté "adaptée" présentera donc une efficacité de 

dégradation des hydrocarbures supérieure à celle d'une communauté 
"non-adaptée 
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1 Sites d’étude et échantillonnage  

Les échantillons d’eau de mer  ont été  prélevés des  deux ports situés au  niveau  du  

littoral  Est - algérien dans  les  villes côtières d’Annaba et d’El-Kala (Figure 9). 

Le  port d’Annaba fait partie des dix   principaux ports de commerce d’Algérie, il est limité à 

l’ouest par le mont de l’Edough, au nord par Cap de Garde, au sud par les dunes qui se 

prolongent vers l’Est jusqu'au Cap Rosa.  

Le port d’El-Kala  est un petit port caractérisé  par une très forte activité de pèche,  situé à 80 

km à l’Est d’Annaba et proche de la frontière algéro-tunisienne.   

Les  échantillons  d’eau  de  mer ont  été  prélevés  au  niveau  des ports dans des stations 

polluées  par  des  huiles  de  moteurs  et  d’hydrocarbures. Nous avons choisis deux sites à 

fortes activités maritimes avec quatre  stations de prélèvements pour le port de Annaba : 

station 1: 36°54'15.21"N  7°46'28.72"E,  station   2: 36°53'47.71"N  7°45'40.39"E,  station   

3: 36°53'45.52"N  7°46'70.26"E et  station   4 : 36°54'10.09"N  7°46'39.68"E et deux stations 

pour le port d’El-Kala : station 1 : 36°54'05.91"N  8°25'15.07"E,  station 2 : 36°53'56.62"N  

8°25'25.84. 

 

Figure 9. Sites d'étude et localisation des stations d'échantillonnage (Source: Google Earth images modified, 2015)  
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1.1 Analyse des échantillons  de  l’eau de mer  

1.1.1  Analyses physico-chimiques  

Les sources de pollution en milieu portuaire sont multiples. Les plans d’eau portuaires, situés 

parfois en aval de bassins versants, constituent le réceptacle naturel de nombreuses pollutions  

d’origine extérieure. Les polluants le plus souvent déversés en zone portuaire appartiennent 

aux familles de produits suivants : 

 Substances chimiques ou pétrochimiques 

 gas-oil et produits assimilés : Marine Diesel Oil (MDO), mazout… 

 fiouls lourds ; pétrole brut lourd, léger ; huiles de lubrification (le plus souvent 

usagées). 

 essences et produits assimilés : essence auto, supercarburant, super sans plomb, super 

95, super 98, essence avion (Kremer, 2007). 

Les échantillons d’eau de mer des deux sites (port d’Annaba et port d’El-Kala) ainsi que l’eau 

du Cap de garde (utilisée ici dans cette étude pour effectuer  les tests de croissance) sont 

prélevés dans des flacons de capacité d’un  litre  et acheminés au laboratoire  d’analyses 

physico-chimiques des sols et des eaux   pour déterminer le taux d’hydrocarbures totaux, les 

concentrations en azote total et celui du  phosphore total. Les dosages sont réalisés  dans les 

24 heures qui  suivent le prélèvement. 

Le cap de Garde est localisée dans la partie Nord Est du massif de l’Edough et plus 

précisément au Nord Est de la ville de Annaba, se prolonge dans la mer méditerranée avec 

une longueur de 1785 m et une largeur de 785 m. La zone est limitée au Nord-Ouest et Sud- 

Est par la mer méditerranéenne et au Sud- Ouest par le prolongement du massif de l’Edough. 

1.1.2 Le  dosage  des hydrocarbures totaux   

1.1.2.1 Principe  

Les hydrocarbures totaux sont des  composés organiques provenant de la distillation du 

pétrole. Il est important  de connaître leur concentration  pour déterminer  le degré de 

pollution de l’eau de mer.  

Le dosage des hydrocarbures totaux à été réalisé par une méthode alternative (Tableau 3) 

faisant l’objet d’un brevet Mn qui n’utilise pas les hydrocarbures halogénés. 

 

Le  but du dosage dans cette étude est pour déterminer : 

 le degré de pollution en hydrocarbures totaux dans les échantillons d’eau de mer  

prélevés des deux  ports  d’Annaba et  d’El-Kala. 
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1.1.2.2 Technique 

Les hydrocarbures  sont détectés en 5 étapes : 

 Extraction des hydrocarbures dans l’échantillon d’eau avec du pentane dans une 

ampoule à décanter. 

 Elimination des substances polaires par filtration de l’échantillon  avec  un filtre 

millipores de 45 µM de diamètre. 

 Evaporation du solvant d’extraction (le pentane) dans un bloc chauffant à une 

température de 70°C pendant 30 minutes. 

 Décomposition oxydative  de l’échantillon dans un bloc chauffant durant 2 heures à 

une température de 148°C. 

 Dosage des hydrocarbures totaux à l’aide d’un  spectrophotomètre UV visible  à  une  

longueur d’onde de 436 nm.  Le taux d’hydrocarbures totaux est exprimé en mg par  

litre. 

1.1.3 Le dosage  de l’azote total (NT) 

1.1.3.1 Principe  

Le dosage de l’azote total (NT) consiste en l’estimation de la somme des différentes 

formes de l’azote : l’azote de Kjeldahl (ammonium, ammoniac et azote organique), les nitrites 

et les nitrates dans l’eau (Junqua et al., 2009).  

La somme des différents composés azotés comme l’ammonium, nitrite, nitrate et les 

composés organiques d’azote est appelée azote total. L’azote total est  un indicateur de 

pollution organique. Le dosage de l’azote total à été réalisé par une réaction chimique 

conforme aux  normes (Tableau 3).  

Technique 

 Minéralisation  oxydative  de tous les composés azotés organiques et inorganiques  

en bloc chauffant pendant une heure à 100°C (dans un milieu acide toutes les 

substances azotées organiques et minérales sont oxydées et donnent des nitrates).  

 Laisser réagir les nitrates  en milieu acide avec du 2,6-diméthylphénol pour former du 

4-nitro-2,6-dimethylphenol. 

 Détermination par spectrophotomètre du taux de l’azote total à une longueur d’onde 

de 365 nm. Le taux de  l’azote  total  est exprimé en mg par  litre. 

1.1.4 Le dosage du  Phosphore total (PT) 

1.1.4.1 Principe 

Le phosphore total (PT) est la somme des orthophosphates, des polyphosphates et des 

phosphates organiques (Junqua et al., 2009).  
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Le phosphore présent dans l’eau de mer à l’état soluble ou particulaire existe sous plusieurs 

formes : phosphore inorganique, composé essentiellement d’orthophosphates et de 

polyphosphates et phosphore organique présent dans les nucléoprotéines, les 

phosphoprotéines, les combinaisons sucres phosphates et leurs produits d’oxydation (Rodier, 

2005). 

Les composés phosphorés sont de bons indicateurs de la pollution aussi bien diffuse que 

ponctuelle, la teneur en orthophosphates, phosphonates et composés organiques du phosphore 

doivent être déterminés, la somme de ces composés est appelée phosphore total. Cette 

technique est conforme aux normes (Tableau 3). 

1.1.4.2   Technique 

 Faire réagir les ions orthophosphates  avec le molybdate d’ammonium pour donner 

de l’acide phosphomolbydique. 

 Réduire  l’acide phosphomolbydique  en bleu molybdène. 

 Minéralisation oxydative à 100-120°C pour libérer les polyphosphates et le 

phosphate organique. 

 Détermination du taux  de phosphore total par spectrophotomètre à une longueur 

d’onde de 690 nm.  Le taux  du  phosphore total (PT) est exprimé en mg par  litre. 

Tableau III. Méthodes de mesure des hydrocarbures totaux, azote total et phosphore total 

Paramètres Méthodes Norme 

Hydrocarbures totaux 

(mg/l) 

Détermination de la DCO après 

extraction avec le pentane 

Spectrophotométrie Article N 

931 241 

Azote total (mg/l) 
Digestion peroxodisulphate et 2,6- 

diméthylphénol 

Digestion : DIN EN ISO 

11905- 1H36. 

Détermination : ISO 7890-1. 

DIN 38405 D9 

Phosphore total (mg/l) Bleu de Molybdenum 
EPA 365,2+3 ; APHA 4500-

PE ; DIN EN ISO 6878-D11 

 

1.2 Analyses  bactériologiques  

1.2.1 Isolement bactériologique  

  L’isolement permet d’obtenir les cultures pures indispensables à toute étude  et 

identification bactériologique (Marchal et al., 1988). Le but de l’isolement bactériologique 
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est d’obtenir des souches pures des bactéries autochtones du littoral Est-algérien, de les 

identifier et de réaliser  des essais de croissance des souches isolées  in vitro en présence de 

différentes classes d’hydrocarbures car selon (Atlas, 1981; Leahy et al.,1990; Watanabe, 

2001 &Van Hamme et al., 2003) de nombreuses souches bactériennes capables de dégrader  

les différents hydrocarbures ont été isolés à partir des écosystèmes côtiers et océaniques . 

  Les échantillons d’eau de mer des deux sites (au nombre de 4 échantillons  pour le  

port de Annaba et 2 échantillons pour le port d’El- Kala) ont été prélevés dans des flacons en 

verres de capacités de 250 ml préalablement stérilisés, acheminés au laboratoire de 

microbiologie du département de biochimie de l’université de Badji- Mokthar de Annaba et 

conservés à +4°C avant analyse. L’échantillonnage  pour analyse bactériologique  à été réalisé 

dans 2 périodes de l’année, une première période comprise entre Mars et Juillet, la seconde 

entre Septembre et Novembre. L’isolement à été réalisé dans les 24 heures qui ont suivi le 

prélèvement des échantillons.  

1.2.1.1 Technique  

 Prélever stérilement à l’aide d’une pipette graduée stérile 1 ml de chaque échantillon 

et ensemencer  à la surface des 3 types de milieux de culture 

bactériologiques (géloses : Nutritive, Chapman et Mac-Conkey) (Marchal et al., 

1982).  

 Incuber dans  l’étuve  bactériologique réglée à la température de 30 °C (Feitkenhauer  

et al., 2003) pendant 24-72 heures.  

1.2.2 Sélection bactérienne  

Le but de cet essai est de sélectionner  des bactéries qui  sont capable d’utiliser  le pétrole brut 

comme seule source de carbone et d’énergie pour réaliser leur croissance parmi les souches 

bactériennes autochtones isolées. 

1.2.2.1 Technique  

 On prépare à partir de chaque culture pure  de bactérie   isolée une suspension 

bactérienne dans un tube à vis contenant de l’eau physiologique stérile ensemencé 

par une colonie prélevée stérilement avec l’anse de platine.  

 On prélève stérilement à l’aide d’une anse de platine une goutte de la suspension 

bactérienne. 

 On réalise un ensemencement sur la surface de la gélose eau de mer synthétique : 

- seule (sans aucune source de carbone).   

- en présence du pétrole brut.  

- et  en présence du glucose comme seule source de carbone et d’énergie. 



Partie 2 : Matériel et Méthodes 

33 

 

 On incube les boites ensemencées à 30°C dans l’étuve bactériologique pendant une 

période allant de 24 h à 15 jours. 

1.2.2.2  Lecture 

 La présence d’une culture dans la boite  contenant le pétrole brut comme unique 

source de carbone indique que la souche bactérienne isolée utilise le pétrole brut  

pour effectuer sa croissance. 

 La présence d’une culture dans la boite  contenant le glucose comme unique source 

de carbone indique que la souche bactérienne isolée utilise le glucose pour effectuer 

sa croissance. 

 La présence d’une culture dans la boite ne contenant aucune source de carbone  

indique que la souche bactérienne isolée n’utilise ni le glucose ni le pétrole brut pour 

effectuer sa croissance. 

La sélection des bactéries est basée sur l’aspect des cultures obtenues après croissance des 

bactéries sur gélose eau de mer synthétique - pétrole  brut. Ces dernier ont fait l’objet d’un 

test de croissance sur gélose composée d’eau de mer synthétique  et pétrole brut  léger avec 

une bio-stimulation par un rapport de N/P= 1. 

Gélose eau de mer-synthétique (Soltani, 2004) 

Tris (Hydroxyméthyl- aminnméthane)………………………2g.l-1 

Na Cl…………………………………………………………23g.l-1 

KCL………………………………………………………….0,75g .l-1 

NH4Cl………………………….…………………………….1g.l-1 

MgSO4.7H2O…………………………..…………………….6, 16 g.l-1 

Mg.Cl2.6H2O…………………………………...……………5, 08 g.l-1 

CaCl2.2H2O…………………………………………….……1, 98 g.l-1 

H2O distillée……………………………………………..…...1l 

Agar…………………………………………………………..15g.l-1 

(+)  Pétrole brut ……………………….……………………..1ml 

Le  pétrole brut  à été  fournit par la raffinerie de Skikda. 

1.2.3 Identification bactériologique 

L’identification  des souches  bactériennes  isolées  obtenues  s’est basée sur : 

1.2.3.1 Étude  des caractères morphologiques :  

Le caractère morphologique est un critère d’orientation très important de l’identification 

bactérienne (Marchal et al., 1988). Les observations suivantes ont été réalisées : 

a) Aspect des colonies bactériennes isolées (Marchal et al., 1988):  
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 Taille : petites colonies lorsque le diamètre est égal ou inférieur à 1 mm, colonies 

moyennes lorsque le diamètre est compris entre 1,5 et 3 mm, grandes colonies 

lorsque le diamètre est supérieur à 3 mm. 

 Allure des contours : bords lisses réguliers, irréguliers, déchiquetés pouvant même 

présenter parfois des prolongements, l’envahissement des milieux en vague. 

 Forme du relief : colonies bombées, demi-bombées, plates, le centre  surélevé ou 

ombiliqué. 

 Transparence : colonies transparentes, translucides, lactescentes, opaques. 

 Aspect de la surface : colonies lisses, rugueuses, muqueuses. 

 Pigmentation : colonies rouges, orangées, jaunes, blanches, ocres .  

  b) La  coloration de Gram : 

La coloration de Gram est une coloration différentielle  qui  permet  de (Singleton, 1999):  

 Classer  les  bactéries en 2 catégories  les  bactéries  Gram + et  les  bactéries  Gram- . 

 Détecter la  morphologie  bactérienne. 

 Observer le mode  de  regroupement. 

1.2.3.1.1 Technique  

Les  étapes de coloration de Gram (Marchal et al., 1988): 

 Confection d’un frottis bactérien. 

 Coloration  par  le  violet  de  gentiane : couvrir  totalement  le  frottis  fixé  de  

colorant  primaire  le violet de gentiane  filtré et  le laisser  agir  pendant  une  

minute. 

 Le mordançage : éliminer l’excès de violet en l’entrainant avec la solution de  lugol   

(le  mordant), le  temps  de  mordançage  doit  être  égale  ou  légèrement  supérieur  

au  temps  de  violet. 

 Décoloration par l’alcool-acétone : décolorer la lame avec le mélange alcool-acétone 

jusqu'à ce que  l’alcool - acétone n’entraine plus  le colorant. 

 Lavage à l’eau de robinet 

 La  contre- coloration : recolorer le frottis avec la  fuchsine  diluée au  1/10e   pendant 

10  à 20 secondes. 

 Rincer la lame colorée à l’eau, et sécher.   

 Observer  à  l’objectif  à  immersion (grossissement  × 1000) 

 Les bactéries Gram positif (+): apparaissent en violet foncé, ils gardent leur  

coloration  primaire  après  la décoloration  par  l’alcool. 

 Les bactéries Gram négatif (-): apparaissent en  rose  rouge, décolorées par l’alcool, 

sont teintées  par le contre- colorant: la fuchsine  diluée. 
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1.2.3.2 Étude des caractères physiologiques  

1.2.3.2.1 Le test de la  mobilité  

 La mobilité est le caractère le plus important, mis en évidence par l’examen à 

l’état frais, ce dernier permet  de constater (Marchal et al., 1988) : 

 La présence ou l’absence de motilité. 

1.2.3.2.2        Technique   

 On prélève  avec une pipette Pasteur stérile ou une anse de platine une  goutte de 

culture  fraiche en  milieu liquide.   

 On dépose la goutte au  milieu d’une  lame  propre et dégraissée. 

 On pose délicatement la lamelle , la  goutte  doit  être  suffisante  mais  

proportionnée à  la  lamelle  choisie, le  liquide  ne doit  pas  déborder. 

On  répartit  le liquide sous  la lamelle  en  appuyant  très  légèrement  avec  l’extrémité  d’une  

pince  ou  avec  l’ongle ,jamais  avec  la  pulpe  du  doigt ( les  traces  grasses  rendraient  

impossible  tout  examen  microscopique. 

 On  observe  au  microscope  optique  à  l’objectif ×40 , ou ×60 (condenseur  baissé  

et  diaphragme  légèrement  fermé). 

1.2.3.2.3  Lecture  

 Les  bactéries  sont  considérées  mobiles, lorsque  des  trajectoires  très  différents  

sont  observés  par  des  déplacements  dans  toutes  les  directions  

 Une  bactérie  immobile  est  animée  de  mouvements  browniens  qu’il  ne  faut  pas  

confondre  avec  la  mobilité. 

1.2.3.3 Le test de la catalase 

1.2.3.3.1  Principe 

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

peroxyde d’hydrogène (H2 O2) en eau et en oxygène.  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). 

    H2 O2            H2 O +  ½  O2 

1.2.3.3.2  Technique  

 On dépose à l’aide d’une pipette Pasteur stérile une goutte d’eau oxygénée à 10 

volumes au centre d’une lame propre et dégraissée. 

catalase 
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 On prélève avec une pipette Pasteur  stérile un fragment d’une colonie bactérienne. 

 On transfère la colonie bactérienne et on la répartie dans la goutte d’eau oxygénée. 

1.2.3.3.3    Lecture 

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

de l’eau oxygénée sous l’action de la catalase (Guiraud et al., 1998).  

1.2.3.4 Le test de l’oxydase  

1.2.3.4.1   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 comme le réactif d’oxydase de Kovacs 

(dihydrochlorure de tétrarméthyl paraphénylène diamine 1 %). Les électrons 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). 

1.2.3.4.2  Technique 

 On dépose stérilement le disque d’oxydase au centre d’une lame propre. 

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

 On prélève un fragment de colonie bactérienne  (culture fraiche) recueillie sur gélose 

avec une pipette Pasteur et on l’étale sur le disque. 

1.2.3.4.3   Lecture 

Les espèces oxydase-positives donnent une coloration violette immédiatement ou dans les 10 

secondes (Singleton, 1999). 

1.2.3.5 Etude des caractères  biochimiques 

1.2.3.5.1  Principe 

             Le système API est une galerie  biochimique miniaturisée. Ce système comprend des 

micro-tubes qui contiennent chacun un milieu déshydraté différent montés en série avec une 

surface en aérobiose : cupule et une partie en anaérobiose : tube (Brossard et al., 1989).Les 

profils biochimiques ou numériques sont interprétés à l’aide de tableaux, de catalogues 

analytiques ou de logiciels (Guiraud et al., 1998). 

Dans notre étude nous avons utilisés pour l’étude des caractères biochimiques des souches   

isolées  des galeries API 20 E (Figure 10)  et API 20NE (Figure 11). 
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1.2.3.5.2 Technique 

 On prépare une suspension bactérienne en ensemençant dans un tube stérile 

contenant de l’eau distillée avec une colonie bactérienne issue d’une culture pure 

prélevée stérilement avec une pipette Pasteur. 

 On ensemence avec une pipette Pasteur stérile  tout les micro-tubes de la galerie API  

(cet ensemencement réalise à la fois la réhydratation du  milieu et son inoculation).  

 On ajoute de l’huile de paraffine (pour éviter tout contact avec l’air) dans les micro-

tubes où c’est nécessaire (Singleton, 1999). 

 On met la plaque à incuber à 35- 37 °C (API 20 E), 30°C (API 20 NE) pendant 18-24 

heures. 

 On ajoute après incubation des réactifs là où ils sont requis pour détecter les produits 

métaboliques particuliers. 

               L’interprétation des résultats est possible grâce à l’utilisation d’un codage, les 

résultats biochimiques traduits en chiffre permettent d’établir le profil numérique ou code de 

la souche identifiée, la lecture de ce code dans le catalogue analytique API 20 E  et API 20 

NE ou sa transposition sur un ordinateur (logiciel API LAB) permet de connaitre 

l’identification la plus probable (Brossard et al., 1989).    
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Figure 10. Technique d’identification par une galerie API 20E 

 

Milieu d’isolement 

Suspension medium 5ml 

Gélose nutritive 
-Test complémentaires 

(OF, mobilité, Mac 

Conkey)       
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Figure 11. Technique d’identification par une galerie API 20NE 
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1.3 Analyses moléculaires   

L’identification bactérienne se fait traditionnellement à partir des caractères 

phénotypiques de la bactérie: coloration (Gram), morphologie, aptitude à croitre sur certains 

milieux de culture, caractères biochimiques détectés par diverses techniques commerciales 

(galeries API, …). Toutefois certaines bactéries sont mal identifiées phénotypiquement car 

elles sont difficilement cultivables voir non cultivables du tout. En effet, certaines bactéries 

expriment peu de caractères phénotypiques. Pour d’autres espèces, une situation de stress peut 

altérer les caractères phénotypiques. Une identification basée exclusivement sur des caractères 

phénotypiques peut donc mener à un résultat erroné. Par ailleurs, les bactéries rares ne sont 

pas répertoriées dans les bases de données des systèmes commercialisés et en conséquence, 

les études basées sur les caractères phénotypiques ne permettront pas de les identifier. Enfin, 

pour certaines bactéries à croissance difficile les caractères phénotypiques sont difficiles à 

déceler ; la biologie  moléculaire simplifie dans ce cas l’identification (Petti et al., 2005). 

Dans ces  situations, l’amplification et le séquençage du gène ARNr16S  suivi de la 

comparaison de la séquence obtenue à des bases de données ont démontré leur efficacité pour 

l’identification bactérienne. Il s’agit  d’une méthode universelle, précise et objective, dont la 

variabilité inter opérateur est limitée par rapport aux techniques conventionnelles (Petti, 

2007). Pour différentier certains genres ou pour décrire une nouvelle espèce, l’amplification « 

16S long » reste nécessaire (Clarridge, 2004). 

L’identification  moléculaire des souches bactériennes  autochtones  isolée à été 

réalisée au laboratoire Micro-organismes Génome et Environnement «L.M.G.E.» de 

l’université Blaise Pascal Clermont Ferrand II, France. L'amplification par  Polymérase Chain 

Réaction (PCR) et le séquençage du gène 16S ADNr   avec des amorces 27f 1401r comme 

décrit dans (Batisson et al., 2009). 

1.3.1 Extraction   et purification de l’ADN génomique bactérien  

1.3.1.1  Principe 

Avant toute chose, l’acide désoxyribonucléique (ADN) bactérien doit être extrait de la 

matrice de départ. Les méthodes d’extraction les plus utilisées font appel à trois étapes : une 

lyse par un détergent, une incubation avec une protéase et la précipitation des acides 

nucléiques (Meade et al., 1982). 
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Les ADN génomiques on été extraits et purifiés à partir des cultures pures des différentes 

souches bactériennes isolées autochtones du littoral Est-Algérien à l’aide du kit commercial 

Ultraclean Microbial DNA Isolation (MoBio Laboratories). 

Selon les recommandations du fournisseur. Ce kit combine deux types de lyse cellulaire, une 

lyse mécanique par broyage et une lyse chimique. L’ADN génomique d’un large spectre de 

bactéries a pu ainsi être extrait.  

1.3.1.2 Technique 

 Récupération dans des pilotes d’environ 50ml d’échantillon 

 Soit centrifuger 30min à 4°C 20000 rpm puis récupérer le culot dans 545 µl 

de Tris EDTA (TE) à pH 8 et conserver à -20°C. 

 Soit conserver directement les 50ml à -20°C, laisser décongeler  puis 

centrifuger  30min à 4°C 20000 rpm et reprendre le culot dans 545 µl  de 

Tris EDTA (TE) à  pH 8. 

 Ajouter 25µl de lysozyme (50mg/ml) et incuber 30min à 37°C (mélanger avec la 

pipette). 

 Ajouter 30µL SDS 10% et 3µL de protéinase K (20mg/ml), incubé 1h à 37°C 

 Faire préchauffer Na Cl 5M et Cétyltriméthylammonium Bromure (CTAB)  à 65°C 

(dans l’ordre). 

 Ajouter 100µL de Na Cl préchauffé et 80 µL de CTAB préchauffé (dans l’ordre). Ne 

pas mélanger à la pipette. Formation d’un précipité blanc. Incuber à 65°C pendant 10 

min. 

 Ajouter 1volume  de chloroforme /alcool isoamylique (24 :1). 

 Centrifuger 30min à 14000 rpm à 4°C. 

 Récupération de la phase supérieure. 

 Ajouter 0.6 volume  d’isopropanol froid (-20°C). 

 Incuber au minimum 45 min à -20°C. 

 Centrifuger 20min à 14000 rpm à 4°C. 

 Laver le culot avec 500µL d’éthanol 70% froid (-20°C). 

 Sécher  sous vide. 

 Ajouter 50µL tampon TE à  pH 8 et mettre à 4 °C pendant 24 h pour faire dissoudre 

l’ADN génomique. 

 Ajouter  50µL RNase (1ng/ml) incuber 30 min à 37°C. 
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 Ajouter 445 µL TE pH 8 et 50µL d’acétate de sodium 3M pH 5.2 puis 0.6 (350µL) 

d’isopropanol froid (-20°C) puis mélanger et incuber à -20°C au moins une  heure ; 

 Centrifuger 20min à 14000 rpm à 4°C. 

 Laver le culot avec 0.5 ml d’éthanol 70%. 

 Sécher sous vide et reprendre le culot dans 50µL tampon TE pH 8 puis incuber  

pendant 24 h à 4°C.  

 Une fois extraits, les ADNs génomiques sont conservés à – 20°C dans 50 μl d’eau 

milli-Q (eau ultra pure).  

1.3.2 Amplification des gènes d’ADNr 16 S par réaction de polymérisation en 

chaîne (PCR)  

1.3.2.1 Principe 

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) consiste à multiplier la séquence du 

gène de l’ADNr 16S à l’aide d’amorces spécifiques encadrant la séquence de ce gène et 

générant un amplicon de 1500bp (Ennadir et al., 2014) . 

Les gènes d’ARNr 16S sont amplifiés à partir de l’ADN génomique extrait des bactéries 

isolées avec des amorces  répertoriées dans le tableau 4. 

Tableau IV. Les primeurs ARN 16S couples d’amorces utilisées lors des PCR 

Oligo Long Echelle Purification Documentation Modifications 

 

Taille attendue 

 

27F 20 0.01 HPSF Standard   

5’ –AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’ 1500 pb 

1492R 19 0.01 HPSF Standard   

5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’ 1500 pb 

 

1.3.2.2 Technique 

La réaction de PCR est préparée dans un volume réactionnel final de 50 μl contenant l’ADN 

matriciel, 0,2 μM de chacune des deux amorces utilisées, 0,2 mM de desoxyribonucleoside 

triphosphate (dNTPs), 1,5 mM de MgCl2, 0,5 à 1 U de Taq polymerase (Eurobio) en fonction 

du gène à amplifier avec son tampon réactionnel 1X final. 

 Les micro-tubes sont ensuite placés dans un thermocycleur automatisé  qui répète 35 cycles 

les trois étapes suivantes (amplification) : 
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1. la dénaturation de l’ADN (20s à 95°C) ; 

2. l’hybridation des amorces (55s) à la température d’hybridation ; 

3. et la synthèse du brin complémentaire grâce à une ADN polymérase 

thermostable (105s à 72°C).  

4. Une élongation finale (105s à 72°C) 

L’ensemble des cycles de PCR est précédé par une étape  primaire de dénaturation de l’ADN 

(10 min à 95°C).  

1.3.3 Séquençage 

Les séquences ont dans un premier temps été comparées avec celles présentes dans la 

banque de données GenBank database du National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) grâce à l’outil d’alignement Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST). Cette étape permet l’identification de la séquence par homologie avec 

des séquences connues. Les séquences codant pour l’ARN ribosomique 16S ont en parallèle 

été vérifiées avec le programme CHECK_CHIMERA du Ribosomal Database Project II 

(RDP)(http://35.8.164.52/cgis/chimera.cgi?su=SSU) pour déterminer d’éventuelles séquences 

hybrides générées par PCR. Les séquences ont ensuite été alignées à l’aide du logiciel Clustal 

W, puis ajustées à la taille de la séquence nucléotidique la plus courte 

(http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/filatov/proseq.html). 

1.4 Analyses  phylogénétiques des séquences 

La PCR universelle ciblant le gène codant pour l’ARNr 16S à l’aide d’amorces 

universelles, a d’abord été développée pour des études phylogénétiques. En effet ce gène est 

universellement retrouvé chez les bactéries et sa fonction est conservée (Renvoisé, 2012). Les 

séquences du gène 16S ont ainsi joué un rôle majeur dans l’étude de la phylogénie et de la 

taxonomie bactérienne (Olsen et al., 1993; Janda et al., 2007). 

Après identification moléculaire des souches, Les analyses phylogénétiques ont été élaborées 

à partir des séquences de base des souches bactériennes identifiées  dans  Molecular 

Evolutionary Genetics  Analysis  «MEGA 5» (Tamura ; Dudley ; Nei  & Kumar, 2007). la 

relation évolutive entre les différentes souches a été déduite en utilisant  la méthode 

Neighbors-Joining (Saitou et al., 1987). 

Une analyse par le logiciel MEGA5.05 (www.megasoftware.net) a permis de générer une 

matrice de distance élaborée par comparaison des séquences d’ADN selon la méthode de 

neighbor joining. Cette matrice est ensuite représentée sous forme d’un arbre phylogénétique. 

35 

cycles 

 

http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/filatov/proseq.html
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Des analyses de bootstrap avec 1000 itérations ont été effectuées pour vérifier la robustesse 

des arbres.  

1.5 Conservation des  souches bactériennes  

Plusieurs méthodes sont utilisables en fonction de la souche et du but recherché. La technique 

courante de conservation des souches est celle des repiquages successifs, mais elle est limitée 

dans le temps. Selon (Guiraud, 1998) cette méthode utilise des tubes de milieu solides inclinés 

ou en culot. Une fois ensemencés, les tubes sont placés à l’étuve pour que la croissance 

débute puis, avant qu’elle ne soit trop abondante, les tubes sont placés dans une armoire 

réfrigérée à 4°C ou parfois laissés à température ambiante. La vitalité de la souche se 

maintient pendant des durées variables, selon la température et l’espèce microbienne. Au bout 

de ce délai, un nouveau repiquage est réalisé. 

Afin de conserver les souches bactériennes autochtones isolées et identifiées  des repiquages 

systématiques  et successifs (chaque 30 jours)  pour chaque souche ont été réalisés sur gélose 

nutritive inclinée en tubes  et conservés à + 4 °C. 

2 Étude du potentiel de biodégradation des hydrocarbures 

2.1 Essais de  croissance des bactéries  sélectionnées en présence des 

hydrocarbures saturés  (alcanes)   

   Les  alcanes  sont des hydrocarbures  composants  majeurs de  pétrole brut  (Van 

Beilen et al., 2003).Le but de cette technique est d’apprécier si la bactérie sélectionnée 

assimile les alcanes testés comme seule source de carbone et d’énergie à travers des 

cinétiques de croissance réalisées par  des mesure quotidiennes  de la densité optique (DO) 

par spectrophotomètre à une longueur d’onde de  600 nm . 

Chaque  souche sélectionnée à fait l’objet d’une étude de cinétique de croissance en présence 

de  4 alcanes (hexane C6H14, heptane C7H16, décane C10H22 et  cyclo- hexane  C6 H 12). 

2.1.1      Technique  

 On met  dans un Erlen- Meyer stérile, 99 ml d’eau de mer stérile  à pH = 8,18, 

enrichie par azote et phosphore  avec un rapport de N/P =1 ; d’après (Tarayre, 2012) 

les hydrocarbures doivent être en solution, disponibles pour les microorganismes . 

 On ajoute 1 ml d’alcane  (hexane C6H14, heptanes C7H16, décane C10H22,  cyclo- 

hexane  C6 H 12) comme seule source de carbone et d’énergie. 
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 On ensemence  par 1 ml de suspension bactérienne préparée à partir d’une culture 

pure  (18h-24h) de  la bactérie  sélectionnée. 

 On incube à 30°C dans un agitateur  réglé à une  vitesse de 150 rpm. 

 On réalise  en parallèle des essais témoins (sans bio-stimulations) (Figure 12).  

2.1.2  Lecture 

Des mesures quotidiennes de densité optique  ont été réalisées par spectrophotomètre à une 

longueur  d’onde de 600 nm (Perry et al., 2004). 

2.2 Essai  de croissance des bactéries sélectionnées  en présence des 

hydrocarbures raffinés (carburants)    

  Le but de cette technique est d’apprécier si la bactérie sélectionnée assimile les 

hydrocarbures raffinés   comme seule source de carbone et d’énergie à travers des cinétiques 

de croissance par des  mesures quotidiennes  de la turbidité par spectrophotomètre à une 

longueur d’onde de  600 nm . 

Chaque  souche sélectionnée à fait l’objet d’une étude de cinétique de croissance en présence 

de  2 types de carburants (essence normal, essence sans plomb). 

2.2.1  Technique 

 On Met dans un Erlen- Meyer stérile 99 ml d’eau de mer stérile (pH = 8,18). 

 On ajoute 1 ml d’hydrocarbure raffiné (carburants: essence normal, essence sans 

plomb) comme seule source de carbone et d’énergie. 

 On ensemence   par 1 ml de suspension bactérienne préparée à partir de  la culture 

pure (18h-24h) de  la bactérie  sélectionnée. 

 On incube  à 30°C dans un agitateur  réglé à une  vitesse de 150 rpm. 

 On réalise des cultures témoins (sans carburants)  (Figure 12). 

2.2.2 Lecture  

Des mesures quotidiennes de densité optique par spectrophotomètre à une longueur  d’onde 

de 600 nm ont été réalisées  (Perry et al., 2004). 

2.3 Etude comparative de la croissance des bactéries  sélectionnées (avec 

et sans bio-stimulation) en présence d’un hydrocarbure raffiné 

(Essence normale)   

  L’addition de l'azote et le phosphore à pour but de stimuler la croissance des micro-

organismes qui dégrade les hydrocarbures et, par conséquent, d'augmenter le taux de 

biodégradation des hydrocarbures polluants (Shigeaki et al.,  2004) d'où l’ajouts d'éléments 
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nutritifs nécessaires pour améliorer la biodégradation des hydrocarbures polluants (Choi et 

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

L'azote est important pour la synthèse des acides aminés et des enzymes. Les sources 

naturelles d'azote pour les micro-organismes comprennent l'ammoniac, le  nitrate,  les nitrites 

et les composés azotés organiques (Núñez, 2003), le phosphore est également nécessaire pour 

la formation de composés enzymatiques cellulaires utilisés dans les procédés la synthèse et la 

dégradation.  Les sources de phosphore  utilisables par les  bactéries sont :K2HPO4, KH2PO4 , 

NaH2PO4 , Na2HPO4 , ou des mélanges de celle-ci (Robert et al., 1991).  

Le but de cette technique est de comparer la cinétique de croissance de la bactérie 

sélectionnée en présence de l’hydrocarbure raffiné (carburant : essence normale) comme seule 

source  de carbone et d’énergie avec et sans bio-stimulation par un rapport N/P=1  à travers 

des cinétiques de croissance par des mesures quotidiennes de la turbidité par 

spectrophotomètre à une longueur d’onde de  600 nm. 

2.3.1  Technique 

 On met dans un Erlen- Meyer stérile 99 ml d’eau de mer stérile (pH= 8,18), enrichie 

par azote et phosphore  avec un rapport de N/P =1. 

 On ajoute 1 ml d’hydrocarbure raffiné (carburant : essence) comme seule source de 

carbone et d’énergie. 

 On ensemence   par 1 ml de suspension bactérienne. 

 On incube  à 30°C dans un agitateur  réglé à une  vitesse de 150 rpm. 

 On réalise des cultures témoins (sans bio-stimulations). 

2.3.2  Lecture  

Des mesures quotidiennes de densité optique par spectrophotomètre à une longueur  d’onde 

de 600 nm  ont été réalisées (Perry et al., 2004). 
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Figure 12. Protocole réalisé pour les essais de croissance des bactéries sélectionnées avec les hydrocarbures 

2.4 Dosage des hydrocarbures 

               Un dosage des hydrocarbures totaux, en triplicats, a été réalisé après la fin de 

croissance  de chaque souche isolée sélectionnée avec les hydrocarbures testés (les alcanes et 

les carburants raffinés) selon la technique cité au dessus (voir page 30). Les  taux  des 

hydrocarbures totaux lors des tests de croissance bactérienne réalisés in vitro avant et  après  

incubation. Une analyse multivariée de la variance (MANOVA) à été réalisée au seuil α = 

0.01 et  α = 0,05. 

 

Figure 13. Protocole général réalisé 
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3 Résultats des analyses des échantillons de l’eau de mer 

3.1 Les paramètres  physico-chimiques  

Les résultats des analyses physico-chimiques des échantillons d’eaux de mers prélevés au 

niveau des 2 sites  (port d’Annaba et port  El Kala) ainsi que celui de la station témoin  Cap de 

garde obtenus  sont résumés dans le  tableau 5 ci-dessous. 

 

Tableau V. Résultats d’analyse physico-chimiques des échantillons d’eau de mer 

Paramètres 
Echantillon 

Eau de Cap de Garde 

Echantillon 

Eau de mer d’El-Kala 

Echantillon 

Eau de mer d’Annaba 

Hydrocarbures 

totaux (mg. L-1) 

 

4,80 

 

 

11,20 

 

 

111 

 

Azote  total 

(mg.L-1) 
5,40 1,10 

 

0,60 

 

Phosphore total 

(mg.L-1) 
0,02 0,20 

 

0,70 

 

 

Les  résultats d’analyses physico-chimiques montrent que le taux le plus élevé en  

hydrocarbures  totaux (THT) est  enregistré au niveau de l’eau de mer du port d’Annaba et est 

de l’ordre de 111 mg.L-1. Il est dix fois supérieur à la norme  algérienne qui préconise une 

valeur limite des  hydrocarbures  totaux  de 10 mg.L-1  (JORA, 2006). Le taux au niveau du 

port de pèche d’El-Kala est  légèrement supérieur  à la norme avec une valeur de 11,20 mg.L-1  

alors que les THT de l’eau du Cap de garde, station considérée comme témoin sont faibles et 

sont de l’ordre de 4,80 mg.L-1  par rapport à celui de port de Annaba et d’El-kala (Tableau 

05). Ces différents taux s’expliquent par le fait que le port de Annaba est un port maritime à 

activité commerciale et que le port El-Kala est un petit port de pèche avec une infrastructure 

simple par rapport à celui de Annaba. Les quantités d’azote et de phosphore restent faibles 

dans les trois stations de prélèvement. La norme  algérienne tolère un maximum de 30mg.L-1 

pour l’azote et 10mg.L-1 pour le phosphore total (JORA, 2006). Le taux maximum d’azote est 
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enregistré au niveau de la station Cap de garde soit 5.4 mg.L-1. Quant au phosphore la 

concentration maximale est  observée au niveau du port d’Annaba soit 0.7 mg.L-1(Tableau 

05). 

3.2 Identification bactériologique 

3.2.1   Les souches hydrocarbonoclastes 

 Au total 53 souches et consortiums bactériens entre Gram + et Gram -  ainsi que 

quelques  levures ont été  isolées et ont fait l’objet d’une étude de croissance par un 

ensemencement sur gélose eau de mer synthétique (Soltani, 2004) seule  et  en présence de  2  

sources différentes de carbone : le glucose et le pétrole brut léger (1ml)  comme unique source 

de carbone et d’énergie  pendant une période d’incubation de 24h à 15 jours à une 

température de 30°C.  

 Dix sept souches bactériennes  ont manifesté des croissances  sur gélose eau de mer 

synthétique avec le pétrole brut léger comme seule source de carbone et d’énergie car selon 

Tarayre,(2012) le carbone des hydrocarbures joue  le rôle de substrat pour la croissance des 

microorganismes .L'utilisation d'hydrocarbures par des micro-organismes a déjà été observée  

par ZoBell ,(1946), qui a reconnu qu’ un grand nombre de  micro-organismes sont capables 

d'utiliser des hydrocarbures comme unique source de carbone et d'énergie, contre 9 souches  

qui ont préférées le glucose comme unique source de carbone et d’énergie  pour croitre sur 

gélose eau de mer synthétique et n’ont pas poussées en présence des hydrocarbures, ceci  

s’explique par le fait que  le pétrole est très toxique pour la majorité des organismes vivants 

(Atlas, 1981), tandis que 12 souches bactériennes ont montrées des croissances sur les 2  

types de milieux en utilisant les sources de carbone disponibles  à savoir le glucose et le 

pétrole brut et 6 souches ont pu croitre sur le milieu  sans aucune source de carbone (Tableau 

6).  
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Tableau VI. Résultats de  test de sélection des bactéries autochtones suite à leur croissance sur gélose eau de mer 

synthétique –hydrocarbure 

Micro-organisme 

autochtone isolé de 

l’eau de mer 

Croissance sur 

gélose eau de 

mer synthétique 

Croissance sur gélose 

eau de mer synthétique 

+ glucose 

Croissance sur gélose 

eau de mer synthétique 

+ pétrole brut 

1.1 + (24h) + (24h) - 

1.2 + (48h) + (48h) - 

1.3 + (24h) + (72h) + (72h) 

1.4 - + (72h) - 

2.1 - + (48h) - 

2.2 - - - 

2.3 - - - 

2.4a - - - 

2.4b - - - 

2.5 - + (24h) + (15 jours) 

2.6a + (72h) - - 

2.6b + (72h) - - 

2.7 - - - 

2.9 - - - 

3 + (72h) - + (48h) 

3.1 + (24h) - + (48h) 

3.2 + (48h) - + (48h) 

5.2 + (20j) + (15j) + (5 j) 

5.3 + (24h) + (48h) + (48h) 

5.4 - + (24h) + (5 j) 

5.5 - + (72h) - 

5.6 - + (15j) + (7 j) 

5.7 - - - 

5.8 - - - 

5.9 + (20j) - + (5 j) 

6 - - - 

6.1 - + (48h) - 
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6.2 + (24h) + (72h) + (10 j) 

6.4 + (24h) + (72h) - 

6.7 + (48h) + (72h) + (5 j) 

7.1 - - - 

7.5 - - - 

7.6 - - - 

7.7 - + (24h) - 

7.8 + (15j) - - 

7.9 + (48h) + (72h) + (5 j) 

8.1 - - - 

8.4 + (24h) + (24h) + (48h) 

8.6 - + (14j) - 

8.7 - - - 

8.8 + (24h) + + (72h) 

8.9 + (24h) + + (48 h) 

9.1 - - + (7 j) 

9.3 + (20j) + + (5 j) 

9.4 + (24h) + - 

9.5 - - - 

9.6 + (48h) + - 

9.7 - - - 

9.8 - - - 

10 - - - 

 

Des souches bactériennes (au nombre de 4)  autochtones des eaux de mers de  Annaba et d’El-

Kala ont été choisis et sélectionnées  (1.3-9.1-8.8 et 9.1) sur la base de l’aspect des colonies 

(cultures) après une bonne croissance  sur milieu eau de mer synthétiques et pétrole brut léger.  

Ces dernier ont fait l’objet d’un test de croissance sur gélose composée d’eau de mer 

synthétique  et pétrole brut  léger avec une bio-stimulation par un rapport de N/P= 1 (Tableau  

7).  
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Tableau VII. Évolution des cultures des espèces sélectionnées sur gélose Eau de mer synthétique-hydrocarbure 

Culture  sur gélose eau de mer 

synthétique – hydrocarbure (pétrole 

brut)  + N/P = 1 

24h 48h 72h 96h 7 jours 

Souche 9.1 - - +/- + + 

Souche  8.8 - +/- + + + 

Souche 1.3 - +/- +/- + + 

Souche 3.1 - + + + + 

 

 

 

Figure 14. Culture  timide des bactéries sélectionnées  (a: 9.1, b: 1.3 sur gélose eau de mer  synthétique-hydrocarbure 

(pétrole brut+ N/P=1). 

                    

Figure 15. Culture de la souche  3.1 (a : sans biostimulation, b : avec biostimulation N/P=1)  sur gélose eau de mer  

synthétique -pétrole brut). 

a b 
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L’ensemencement des 4 souches bactériennes sur le milieu bio-stimulé a donné après 48 h des 

cultures timides  pour les souches 9.1(a), 1.3 (b) (Figure 14) et avec pigmentation pour  la 

souche 3.1  (Figure 15b). 

3.2.2 Identification morphologique  

L’identification morphologique microscopique (Figure 16 et 17) et biochimique a permis 

d’obtenir les caractéristiques des  04 souches tels que mentionnées dans le Tableau 8 ci-

dessous. 

 

 

Figure 16. Aspects macroscopiques des cultures de bactéries sélectionnées : (a) : Souche 9.1, (b) : Souche 8.8, (c): Souche 

1.3, (d): Souche 3.1 

 

 

Figure 17. Aspect  des cellules après coloration de Gram. (a) : Souche 9.1, (b) : Souche 8.8, (c): Souche 1.3, (d): Souche 3.1 
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Tableau VIII.Caractères morphologiques et biochimiques des souches sélectionnées 

Bactérie Gram Forme 
Mode  de  

regroupement 
Mobilité Oxydase Catalase 

Aspect des 

colonies 

La taille de 

la colonie 

Couleur de la 

colonie et  relief 

9.1 - 
Bacilles 

Incurvés 
Isolés +++++ + + 

Plissées  à  

striations  co-

centriques, lisses  

en surface. 

06 -08mm de 

diamètre 

 

Crème, plate étalée, 

oblique, étalée. 

8.8 + 

Bacilles à  

extrémités 

arrondis 

Isolés par 2 ou 

en courtes  

chainettes 

++ - - 
 

Circulaires 

0,5-01mm de 

diamètre 

Orange, plate, lisse  

en  surface, opaque 

1.3 - 

Bacilles à 

extrémités 

arrondis 

Isolés, par 2 ou 

en courtes  

chainettes 

++ + + 

Rondes à 

contours  

réguliers, 

Muqueuses 

01-02 mm de 

diamètre 

Blanche, opaque  

bombée, lisse en 

surface 

3.1 + 
Cocco-

bacilles 

 
- - + 

Punctiformes 

circulaires   à 

contours  

réguliers 

0,1-0,5mm de 

diamètre 

Rouge-orangée, 

bombée, opaque 
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3.2.3 Identification biochimique 

L’identification  biochimique  des bactéries  Gram –   (les souches : 1.3 et 9.1) isolées par les 

galeries API 20 E et NE a donné les résultats  présentés dans les figures suivantes:  

 

 

Figure 18. Résultats d’identification biochimique de la souche bactérienne « 1.3 » sélectionnée par  la galerie 

biochimique  Api 20 NE 

 

 

Figure 19. Résultats d’identification biochimique de la souche bactérienne « 9.1 » sélectionnée  par  la galerie 

biochimique  Api 20 E 
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3.2.4 Identification moléculaire 

L’identification  moléculaire  des 04 souches bactériennes  sélectionnées après séquençage  de 

leurs  ADNs  a donné  les résultats suivants  (Annexe 1) :  

Souche 9.1 :  Vibrio alginolyticus   PB-WC 11099   

Souche 8.8 :  Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A   

Souche 1.3 :  Halomonas venusta  strain NY-8   

Souche 3.1 :  Dietzia sp CNJ898 PLO4   

Ainsi que quelques  souches (Annexe 1) : 

Souche 1.1 :  Acinetobacter sp. CIP 101934  

Souche 2.1 :  Pseudomonas sp. MBEA661  

Souche 5.6 :  Macrococcus caseolyticus JCSC5402 strain   

Souche 7.1 :  Bacillus horneckiae strain DSM 23495T 

Souche 7.7 :  Vibrio sp. Y1-10 

Souche 7.9 :  Micrococcus luteus strain INBI-1  

Souche 8.6 :  Vibrio vulnificus strain MP-4  
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3.3 Résultats  phylogénétiques 

L'histoire de l'évolution a été déduite en utilisant la méthode Neighbors-Joining (Saitsou et 

al., 1987). L'arbre optimal avec la somme de la longueur de la branche = 0.63253343 est 

représenté dans la figure 16 ci-dessus. L'arbre est dessiné avec des longueurs de branche dans 

les mêmes unités que celles des distances évolutives utilisées pour déduire l'arbre 

phylogénétique. Les distances évolutives ont été calculées en utilisant la méthode de 

vraisemblance composite maximum (Tamura et al., 2004) et sont dans les unités du  nombre 

de substitutions de base par site (Figure 20). Les positions des codons étaient incluses du 1er 

+ 2e + 3e + Non codant. Toutes les positions contenant les lacunes et les données manquantes 

ont été éliminés de l'ensemble de données (en option complète de suppression). Il y avait un 

total de 426 postes dans l'ensemble de données final. Les analyses phylogénétiques ont été 

menées dans MEGA 5 (Tamura et al., 2007),  séquences voir  annexe1. 

 

Figure 20. Relations évolutives entre les 4 espèces expérimentées et les 11 taxons identifiés 

4 Croissance des bactéries  sélectionnées  en présence des 

hydrocarbures saturés  (les alcanes)   

Selon (Das et al., 2011), dans la nature les  hydrocarbures pétroliers sont dégradés  par divers 

groupes de micro-organismes capables d’utiliser les hydrocarbures comme nutriments. La 

croissance des souches isolées  sélectionnées en présence des différents hydrocarbures  
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alcanes  comme unique source de carbone a permis d’obtenir les résultats suivants selon les 

espèces testées: 

4.1 Vibrio alginolyticus   PB-WC 11099   

 

Figure 21. Croissance de V.alginolyticus  PB-WC 11099  en présence  de  (a:Hexane, b: Heptane, c: Décane  d: Cyclo-

hexane)  comme  seule  source  de  carbone  et d’énergie 

Les  espèces du genre Vibrio font partie de la famille des Vibrionaceae, de la classe 

des Gamma-protéobactéries (Cappello et al., 2012). Elles  sont des bactéries  hétérotrophes 

faisant  partie  des  espèces les plus  abondantes  parmi  les  bactéries  cultivées des 

environnements marins tels que les eaux côtières, les estuaires, les sédiment et les 

infrastructures aquacoles (Thompson et al., 2004). Certaines espèces tels que V. cholereae, 

V.mimicus, V.hollisae, V.alginolyticus, V.fluviales et V.damsela  sont pathogènes pour 

l’homme et  les  animaux (Tantillo  et al., 2004). Écologiquement, d’après Grossart  et al., 

(2005) les vibrions jouent un rôle très  important dans la dégradation de la matière  organique. 
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Vibrio alginolyticus est l'espèce la plus répandue du genre  Vibrio dans le milieu marin et vit 

habituellement dans des conditions oligotrophes (Dawson et al., 1981, Xie et al., 

2005).Vibrio alginolyticus est une bactérie halophile Gram-négative qui est communément 

trouvée comme faisant partie de la flore microbienne normale dans les environnements marins 

et peut survivre dans l'eau de mer même dans des conditions de stress nutritif tout en 

maintenant sa virulence (Ben Kahla-Nakbi et al., 2007).  

La croissance de l’espèce Vibrio algynolyticus PB-WC 11099 en présence d’Hexane 

C6 H14 et  Heptane  C7 H16 telle que représentée  dans  la  figure 21a, montre une phase de 

latence très courte, 2heures, en présence d’hexane et de 24heures en présence d’heptane 

(Figure 21b).Globalement la croissance est plus rapide en présence d’hexane que d’heptane. 

En effet, la densité optique a évolué  rapidement avec l’hexane 0,694 nm en 24h et le 

maximum de croissance pour l’heptane est atteint en 168h avec 0,49 nm (Figure 21b).Cette 

croissance confirme l’hypothèse de (Ratlege, 1978)  selon laquelle certaines bactéries sont 

capables de se développer en présence d’alcanes de courtes chaines. En présence de décane la 

croissance est plus rapide avec une courte phase de latence et l’on atteint une turbidité de 1,97 

nm au bout de 48h (Figure 21c).L’espèce montre une facile adaptation avec des chaines de 

carbones plus longues supérieures à 9 carbones (Ratledge, 1978). Avec le cyclohexane, la 

bactérie a éprouvé une difficulté d’adaptation ainsi on observe une diminution  du nombre de 

cellules viable manifesté par une chute de la DO (0,05), y compris avec le témoin et cela au 

cours des premières 48h. Après 48h, on assiste à une augmentation croissante jusqu’à une DO 

égale à 0,384 synonyme d’une adaptation des cellules (Figure 21d). 

4.2 Exiguobacterium aurantiacum strain  NB11_3A  

Les espèces du genre Exiguobacterium sont des bactéries Gram-positives anaérobies 

facultatives, avec une faible teneur en G+C (Vishnivetskaya et al., 2009). Le genre 

Exiguobacterium  est largement distribué dans le monde  (Karami et al., 2011). Il  a été isolé 

et identifié  à partir des sources chaudes (Vishnivetskaya et al., 2009; Vishnivetskaya et al., 

2011), des sédiments marins (Kim et al., 2005),  des environnements  oligotrophes  (Rebollar 

et al., 2012), et à partir des biofilms (Carneiro et al., 2012). L'étude des espèces  

d'Exiguobacterium est d'une grande importance car la compréhension de leurs  stratégies pour 

s'adapter à des conditions environnementales diverses et extrêmes les placera probablement 

en tant qu'organismes modèles impliqués dans l'assainissement des polluants organiques et 

inorganiques (Ordoñez et al., 2009, Belfiore et al., 2013). 
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Plusieurs souches d’Exiguobacterium possèdent des propriétés uniques pour les applications 

en biotechnologies : bioremédiation, l’industrie et l’agriculture (Kumar et al., 2006) . 

 

Figure 22. Croissance  de  Exiguobacterium  aurantiacum strain NB11_3A en présence  de  (a:Hexane, b: Heptane,  c: 

Décane  d: Cyclo-hexane)  comme  seule  source  de  carbone  et d’énergie. 

La croissance d’Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A suit le même cheminement 

quelque soit l’alcane testé (Figure 22). Le rythme est plus accéléré en présence de décane 

(Figure 22 c) avec une valeur de DO de 1,12 atteinte au bout de 72h. Cependant, avec le 

cyclohexane on observe une difficulté quant à l’adaptation de la bactérie avec le substrat en 

début de croissance et on assiste à une diminution des quantités de cellules en phase de 

latence (Figure 22d).D’après les travaux de Gita et al., (2008), Exiguobacterium 

aurantiacum NB11_3A et Burkholderia cepacia 12614 Te ont  une  bonne  capacité de 

dégradation pour un large éventail de n-alcanes. Par ailleurs, elles  peuvent  être  utilisées  

pour  la bioremédiation et pour le traitement de déchets de  pétrole dans les bioréacteurs.    
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4.3   Halomonas venusta strain NY-8  

 

Figure 23. Croissance de Halomonas  venusta  strain  NY-8 en présence de  (a: Hexane, b: Heptane, c: Décane  d:  Cyclo-

hexane)  comme  seule  source  de  carbone  et d’énergie 

Selon (Rojas et  al., 2009) le  genre Halomonas constitue le groupe bactérien  le  plus  

abondant  dans  les  environnements marins. L’espèce  la plus  représentative  du  genre  

Halomonas  est  Halomonas  venusta (Wang et al., 2009). Il s’agit d’une  bactérie  halophile  

de  la  famille  des  Halomonadaceae, et qui appartient à la classe des Gamma protéobactéries 

(Franzmann et al., 1988 ;Dobson et al., 1996). De  nombreuses  études  ont  rapportés  que  

Halomonas  shengliensis (Wang et al.,2007) utilise les  composés  du  pétrole  brut  comme  

substrat de croissance. Okamoto et al.,(2004); Mnif et al.,(2011) ont  isolés  Halomonas  sp  

strain  C2SS100  et Pseudomonas. sp  strain C450R qui dégradent de 39 à 96 % de  la fraction 

aliphatique C13-C29 du pétrole brut. Halomonas  venusta NY-8 a manifesté une cinétique de 

croissance similaire aux autres espèces, une très longue  phase  de  latence de 216 h avec 

l’hexane (Figure 23a), une difficulté d’adaptation en début de croissance  (2h)  avec l’heptane 
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(Figure 23b) et le cyclo-hexane (Figure 23d). Le rythme de croissance est long avec de 

longues phases exponentielles et des densités optiques faibles 0,38-0,097 et 0,234 pour 

respectivement l’hexane, l’heptane et le cyclohexane (Figore 23 a, b et d).La croissance 

d’Halomonas  venusta NY-8 en présence de décane semble plus rapide avec une Do de 

l’ordre de 0,46 (Figure 19c) au bout de 4jours. 

4.4  Dietzia sp CNJ898 PLO4  

 

 

Figure 24. Croissance  de  Dietzia sp CNJ898PLO4  en présence  de (a:hexane, b: heptane, 

Dietzia  spp a été isolée dans différents environnements comme les  sols tropicaux (Von der 

Weid  et al., 2007), les lacs alcalins (Duckworth et al.,1998), les terrains de pétrole 

(Borzenkov et al.,2006),les  sédiments  marins  profonds (Colquhoun et al.,1998), la peau et 

le tractus intestinal du poisson marin (Yumoto et al., 2002). Jusqu’à ce jour de nombreuses 

études ont rapportés que des  micro-organismes comme  Dietzia  sp (Riis et al., 2003) Dietzia 

maris et Rhodococcus erythropolis (Zvyagintseva et al., 2001) sont  capables  d’utiliser  les  

a b 
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composés  de  pétrole  brut  comme  substrat  de  croissance. La souche isolée dégrade 

facilement le décane et à un degré moindre l’hexane. Ainsi, l’adaptation des cellules est 

courte avec une augmentation rapide de la densité optique qui a atteint 0,86 (Figure 24a) avec 

l’hexane et 1,8 avec le décane en 48 heures (Figure 24c). Le rythme de croissance est plus 

faible avec l’heptane et le cyclohexane avec respectivement des densités optiques de 0,43 

(Figure 24b) et 0,32 (Figure 24d). On note toujours la diminution des densités optiques en 

début de croissance avec les deux alcanes.On assiste à une reprise de la croissance en 

présence des hyrocarbures après 24 heures pour l’heptane (Figure 24b) et 48 heures pour le 

cyclohexane (Figure 24d)  contrairement aux témoins  ou les DO chuttes d’une manière 

considérable. Plusieurs  espèces de Dietzia, décrites à ce jour ont montrés leurs capacités à 

dégrader les hydrocarbures  aliphatiques de différentes tailles (Yumoto et al., 2002), Dietzia  

maris DSM 43672  (Rainey et al.,1995) , Dietzia psychralcaliphila  (Yumoto et al., 2002) , 

Dietzia  sp.E1   (Bihari et al., 2010), Dietzia  cinnamae  p4  strain (Von  der Weid  et al., 

2007) et Dietzia DQ 12-45-1b (Xing-Biao Xang  et al., 2011) sont capables d’utiliser  en plus 

les  n-alcanes, des composés  aromatiques  et le pétrole  brut comme substrat de croissance, 

révélant  ainsi  que ce micro-organisme peut servir  dans la bio-remédiation des  

hydrocarbures  pétroliers.              

5 Essai de croissance des bactéries sélectionnées en présence des 

hydrocarbures raffinés (carburants)   

La connaissance de la biodégradabilité des produits pétroliers (essence, kérosène, gazole, etc.) 

représente un enjeu évident. En effet, en cas de pollution accidentelle, il convient d’être en 

mesure d’apprécier les capacités d’autoépuration du milieu naturel (atténuation naturelle) 

pour établir une stratégie et mettre en place, si nécessaire, les opérations de réhabilitation 

(Solano-Serena et al., 2001). La biodégradation des hydrocarbures pétroliers de l’essence et 

autres non – aqueous phase liquids (NAPLS) par les cultures bactériennes a été  déjà rapportée 

par Mills et al., 1999 ; Olson et al.,1999; Gogoi et al.,2003 & De Oteyza et al., 2004 dans 

les études de culture en batch et sur terrain. 

La croissance des souches isolées sélectionnées en présence des différents hydrocarbures 

raffinés (essence normale et essence sans plomb) comme unique source de carbone et sans 

bio-stimulation a permis d’obtenir les résultats suivants selon les espèces testées: 
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5.1 Vibrio alginolyticus   PB-WC 11099  

 

Figure 25. Croissance  de  V.alginolyticus  PB-WC 11099   en présence de : (a: essence normale, b : essence sans plombs) 

Dans la figure 25 b qui représente la croissance de Vibrio alginolyticus   PB-WC 11099 avec 

l’essence sans plomb on remarque au début de la culture  l’absence de phase de latence et une 

adaptation rapide qui se manifeste par un dédoublement cellulaire avec  une augmentation de 

la densité optique de 0,064 jusqu’à la valeur maximale de 0,189 avant de diminuer 

graduellement jusqu'à 0,048 (après 96 heures de culture) bien au dessous de la valeur de la 

densité de départ et de reprendre une autre fois et augmenter jusqu'à une valeur de  0,16 et de 

diminuer une deuxième fois, cette courbe de reflète la difficulté de croissance  de Vibrio 

alginolyticus PB-WC 11099 avec l’essence sans plomb comme source de carbone et 

d’énergie, cette difficulté est peut être due à la composition du carburant en  substances 

toxiques comme les additifs ajoutés. (Atlas, 1981) a en outre reconnu que l'utilisation 

microbienne des hydrocarbures est fortement dépendante de la  nature chimique des 

composants du mélange de pétrole, et les déterminants environnementaux. Les carburants 

présentent en fraction plus ou moins importante de certains additifs, qui viennent s’ajouter au 

cortège des hydrocarbures, et peuvent entraîner des problèmes environnementaux spécifiques 

(Saada et al., 2004). Par ailleurs, la plupart des additifs présents dans les essences, et entre 

autres dans les essences sans plomb, sont également toxiques (Kremer, 2007) les éthers 

carburants tels que le Méthyl Tert-Butyl Éther  (MTBE), et plus récemment, l’Éthyl Tert-

Butyl Éther (ETBE).Par contre dans la courbe de croissance de Vibrio alginolyticus   PB-WC 

11099 avec l’essence normale (Fig. 25 a) on note  une légère  évolution de la densité optique 

au départ  de  0,068 à 0,098 avant d’évoluer progressivement vers une valeur maximale de 

0,226 . 

b a 
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5.2 Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A  

 

Figure 26. Croissance  de  Exiguobacterium  aurantiacum strain  NB11_3A  en présence de : (a : essence normale, b : 

essence sans plombs) 

On remarque  des difficultés dans l’évolution de la densité optique  dans la courbe de 

croissance d’Exiguobacterium  aurantiacum strain  NB11_3A avec l’essence sans plomb  

utilisé dans cet essai comme seule source de carbone et d’énergie (Figure 26 b) avant de 

diminuer complètement et afficher une valeur de DO bien au dessous (0,099) par rapport à 

celle de départ et qui était de 0,157. Par contre dans la (Figure 26a)  cette bactérie montre une 

courbe de croissance normale avec le carburant essence normal testé également comme seul 

source de carbone et d’énergie. Un problème apparait au niveau des additifs des essences 

d’après Saada et al., (2004) peu de recherches ont été effectuées quant à la biodégradation de 

l’additif ETBE, néanmoins une certaine récalcitrance à la biodégradation apparais pour ces 

composés ETBE et MTBE. Il ressort toutefois de certaines récentes études une possibilité de 

biodégradation de ces composés dans certaines conditions. D’une façon générale, on 

s’attendra à une dégradation lente ou incomplète de ces additifs, donc une atténuation 

naturelle limitée des essences qui les contient. La biodégradation de ces molécules a été 

étudiée et le rôle de certaines bactéries de l'environnement dans leur biodégradation aérobie a 

pu être mis en évidence (Le Digabel, 2013).  Rhodococcus ruber IFP 2001, isolée d'une boue 

activée de station d'épuration (Fayolle et al., 2001), et faisant partie du phylum 

Actinobacteria, est capable de se développer en utilisant l’ETBE comme seule source de 

carbone et d’énergie.  Rhodococcus zopfii  IFP 2005 et Gordonia sp. 2009 (anciennement 

Mycobacterium sp.), isolées  à partir de boues activées de stations d’épuration, possèdent 

également des capacités de croissance sur ETBE (Malandain et al., 2010).          

a b 
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5.3 Halomonas venusta strain NY-8  

 

Figure 27. Croissance  de   Halomonas  venusta  strain  NY-8 en présence de l’essence (a : essence normale, b : essence 

sans plombs) 

Les cultures en batch de Halomonas  venusta  strain  NY-8 avec les deux carburants ont 

données deux cinétiques de croissances différentes (Figure 27a et Figure 27b). Un 

dédoublement cellulaire rapide sans phase d’adaptation avec le milieu dans lequel  la DO a 

évoluée de 0,073 à 0,146 au bout de 24 h de culture pour diminuer  après et atteindre une 

valeur de 0,056 (Figure 27b) cette dernière va reprendre et évoluer jusqu'à 0,11 valeur 

maximale avant de chuter une deuxième fois vers une valeur de 0,6. Quant à la  croissance de 

cet halophile avec l’essence normale comme unique source de carbone et d’énergie  ce dernier 

a montré une cinétique de croissance avec une légère évolution de la DO de 0,072 à 0,094 au 

début de la culture pour  ensuite augmenter progressivement jusqu’à une valeur  maximale de 

0,185 (Figure 27a.) 

b a 
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5.4 Dietzia sp CNJ898 PLO4  

 

Figure 28. Croissance  de   Dietzia  sp CNJ898 PLO4  en présence de : (a : essence normale, b : essence sans plombs)  

Dietzia  sp CNJ898 PLO4  cet  autochtone de l’eau de mer d’El-Kala a montré une courbe de 

croissance normale (Figure 28a) avec une évolution de la DO de 0,087 à 0,436 après une 

courte  phase d’adaptation de 24h  lorsqu’elle est cultivée en présence de l’essence normale  

testé ici comme unique source de carbone et d’énergie mais dans la figure 28b on remarque 

une courbe dans laquelle  il y’a une  longue phase d’adaptation de 192 h et dans laquelle y’a 

une décroissance de la DO de 0,098 à 0,089  avant que la densité progresse de 0,089 à 0,178 

valeur après laquelle la DO chute  vers une valeur de 0,075 . 

En se basant sur les résultats obtenus (courbes de croissances) des cultures des quatre 

bactéries  autochtones sélectionnées avec le carburant essence normale, nous avons décidés de 

continuer cette étude en apportant des éléments nutritifs (bio-stimulation) par azote et 

phosphore aux milieux de cultures in vitro. 

  

b a 
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6 Étude comparative de la croissance des bactéries sélectionnées 

(avec et sans bio-stimulation) en présence d’un hydrocarbure 

raffiné (Essence normale)  

Le pétrole brut et les produits raffinés sont des hydrocarbures principalement, et la grande 

majorité d'entre eux sont biodégradables (Prince, 2002). Les micro-organismes jouent un rôle 

crucial dans le devenir des polluants, notamment dans la dégradation des hydrocarbures 

pétroliers  (Leahy et al., 1990). 

Le rejet des produits dans les milieux marins ou terrestres entraîne une  prolifération  des  

micro-organismes aptes à se développer sur les hydrocarbures et leurs produits de  

dégradation. Leur  nombre  est  beaucoup plus important  dans  les zones polluées de façon 

chronique et s’accroît après un apport d’hydrocarbures dans les sites dépourvues de 

contamination (Bartha et al., 1977). Dans les environnements  pollués, les micro-organismes 

spécialisés sont abondants à cause de l’adaptation  des microflores aux  polluants (Marchal et 

al., 2003). Les propriétés de dégradation aérobie des 2 types de carburants : essence et le fuel  

ne sont pas complètement évalués, seuls les composants les plus solubles dans l’eau de 

l’essence comme le benzène (Paje et al., 1997), toluène (Leahy et al., 1997),éthyl benzène et 

isomères  de xylène (Dilecce et al., 1997), ces hydrocarbures habituellement appelés  BTEX 

ont été clairement évalués  en utilisant des souches pures avec les microflores complexes. La 

biodégradabilité de BTEX été aussi confirmée par Mallakin et al., (1996); Matteau et al., 

(1997), peu d’informations  sont disponibles concernant les propriétés de dégradation  des 

autres  composants de l’essence excepté pour quelques poly-alkylès de benzène (Lang, 1996 ; 

Rozkov et al., 1998) et quelques alcanes linéaires  branchés (Schaeffer et al.,1979). Aucun 

microorganisme ne peut à lui seul dégrader tous les composants  des carburants  raffinés, qui 

sont déversés dans l’environnement. Les essences contiennent généralement environ 230 

hydrocarbures différents. Les essences sont composées de 5 classes principales 

d’hydrocarbures : les n-alcanes, les isoalcanes, les cycloalcanes, les alcènes, et les 

aromatiques.De manière générale, la biostimulation accélère la croissance et l’activité 

bactérienne, permettant ainsi une meilleure biodégradation des hydrocarbures (Prince, 1993 ; 

Coulon et al., 2003). En s’appuyant sur les résultats précédents, la croissance des souches 

isolées  sélectionnées en présence de l’hydrocarbure  raffinée (essence) comme unique source 

de carbone a permis d’obtenir les résultats suivants selon les espèces testées: 
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6.1 Vibrio alginolyticus  PB-WC 11099   

   

 

Figure 29. Croissance  de  V.alginolyticus  PB-WC 11099   en présence  de  l’essence a : sans  bio-stimulation,  b : avec   

bio-stimulation (N/P=1/1). 

La  phase de latence avec l’espèce Vibrio alginolyticus PB-WC 11099 en  présence de 

l’essence  comme  seule  source de carbone  et  d’énergie  et  sans  apport  d’azote  ni de 

phosphore (sans  bio-stimulation) représenté dans la (Figure 29a)  a été très longue de 442h 

(16 jours) avant d’arriver à la phase  exponentielle  de  croissance  qui  a affichée  une  

turbidité  de  0,226 alors  que  celle  de  départ  été  de  0,068. Par contre, lorsque  Vibrio 

alginolyticus PB-WC 11099 est cultivée dans un milieu supplémenté avec un  rapport  N/P ( 

après bio-stimulation N/P=1/1, figure 29b)  la courbe de  croissance  montre  une  phase  de  

latence  plus  courte  et  qui  dure  24 heures, on constate aussi  que  la densité  optique  n’a 

pas cessée  d’évoluer de 0,26 (densité de départ)  pour  atteindre 1,716. 

 Vibrio alginolyticus  PB-WC 11099  assimile  rapidement l’essence comme seule  

source  de  carbone et d’énergie pour  sa  croissance  lorsqu’ un apport  N/P est  ajouté  au  

milieu (après  bio-stimulation  N/P=1/1). D'une manière générale, on considère que l'addition 

d'azote et le phosphore a un résultat positif,  l'augmentation des populations microbiennes et 

le taux de  dégradation des polluants  (Nápoles  et al., 2008) . 

 

b a 
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6.2 Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A  

 

Figure 30. Croissance  de  Exiguobacterium  aurantiacum strain  NB11_3A  en présence de l’essence  a : sans  bio-

stimulation  ,b :  avec  bio-stimulation (N/P=1/1) 

           La croissance d’Exiguobacterium  aurantiacum strain NB11_3A avec l’essence  

comme seul source de carbone et d’énergie  dans un milieu  sans bio-stimulation (Figure 30a)  

a montrée une progression lente de densité optique pendant 226h (09 jours) dans laquelle la 

DO a évoluée de 0,067 à 0,074 avant d’évoluer rapidement à 0,270 valeur maximale affichée,     

alors qu’avec l’apport d’azote et de phosphore au milieu  de culture  (bio-stimulation  par N/P 

=1/1) (Figure 30b)  y’a eu une phase de latence qui a durée 240 h (10jours) et la  densité  

optique  a  atteint 1,035 par rapport à  la  densité  de  départ qui été  de valeur de 0,185. Si la 

majorité des composés synthétisés chimiquement sont biodégradables, certains sont 

biodégradables sur un temps relativement long (Perry et al., 2004).   

Selon les études de Mohanty et al., (2008)  la biodégradation des NAPLS est souvent un 

processus lent  dû à la nature hydrophobe des contaminants et par conséquent aux limitations 

des substrats. Les micro-organismes demandent  un  long temps d’adaptation pour pouvoir 

dégrader  hydrocarbures complexes  où il y’a l’effet de l’interaction de différents substrats et 

interaction entre les cultures qui dégradent de différentes fractions. La culture d’ 

Exiguobacterium  aurantiacum strain  NB11_3A avec essence a  montré  que  cette  bactérie  

utilise  ce  substrat comme  seule  source  de  carbone  et  d’énergie  pour  sa  croissance . 

 

a b 
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6.3 Halomonas venusta strain NY-8  

 

Figure 31. Croissance  de   Halomonas  venusta  strain  NY-8 en présence de l’essence a : sans  bio-stimulation, b : avec    

bio-stimulation (N/P=1/1) 

La figure 31a montre une courbe de croissance avec un rythme faible  lorsqu’ Halomonas 

venusta  strain NY-8 croît sans  bio-stimulation  dans un milieu contenant  l’essence comme 

seule  source de carbone  et d’énergie  car on remarque  dans cette figure une évolution lente 

de la densité optique pendant les premières 96h de culture de 0,072 jusqu'à 0,094 avant 

d’afficher une valeur  maximale de 0,185 en fin de croissance,  mais  lorsque le milieu  

contient en  plus l’azote et le phosphore (N/P=1/1) cet autochtone  de la  mer d’El-kala  

s’adapte et croît  rapidement  (sans phase de latence) (Figure 31b)  la  densité  optique  n’a  

pas  cessée d’augmenter, elle a évolué de 0,131 à 1,892 en seulement 96 h de culture 

contrairement  à la précédente culture sans biostimulation. Aldrett et al., (1997); Ward et 

al., (2003) rapportent que l’âge et l’état  des micro-organismes  inoculée a un impact 

significatif sur la dégradation des NAPLS car pour favoriser la croissance  et l’activité 

microbienne il est essentiel que des micro-organismes adaptés soient disponibles, ainsi que 

des nutriments nécessaires (azote et phosphore) et les conditions de pH et d’O2. Il faut noter 

que les nutriments stimulent la croissance des micro-organismes indigènes qui peuvent 

cataboliser les polluants ciblés (Perry et al., 2004).   

 

b a 
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6.4 Dietzia sp CNJ898 PLO4  

 

Figure 32. Croissance  de   Dietzia  sp CNJ898 PLO4  en présence de l’essence a : sans  bio-stimulation, b : avec bio-

stimulation (N/P=1/1) 

Le dédoublement cellulaire de Dietzia  sp CNJ898 PLO4 vient après 24 h d’incubation  dans  

un  milieu  bio-stimulé  (Figure 32b) en absence de biostimulation (Figure 32a) avec un 

rapport (N/P =1/1) avec respectivement des densités optiques de 2,193 et 0,436. Globalement 

les bactéries autochtones sélectionnées du littoral Est-Algérien ont utilisées les hydrocarbures 

suivants comme seules sources de carbone et d’énergie pour effectuer  leur croissance 

Tableau 9 ci-dessous. 

 

Tableau IX. Résultats global de la croissance des bactéries sélectionnées avec les hydrocarbures testés  

Hydrocarbures utilisé  : V.alginolyticus  PB-

WC 11099 

E. aurantiacum 

strain  NB11_3A 

H. venusta 

strain NY-8 

Dietzia  sp 

CNJ898 PLO4 

n-alcanes : 

Hexane 

Heptane 

Décane 

Cyclo-hexane 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

Carburant raffinés : 

    Essence normale  

 

+ 

 

 

+ 

 

 

+ 

 

 

+ 

 

Pétrole brut + + + + 

 

b a 
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7 Dosage des hydrocarbures totaux après croissance in vitro  

Les  résultats  obtenus des  taux des hydrocarbures totaux  réalisés après croissances  des  

quatre  bactéries  autochtones  sélectionnées  du littoral est- algérien : V.alginolyticus  PB-

WC 11099 , Exiguobacterium  aurantiacum strain  NB11_3A , Halomonas venusta  strain 

NY-8 et Dietzia  sp CNJ898 PLO4   sont représentés dans le tableau 10  suivant :  

 

Tableau X. Quantités des  hydrocarbures  totaux   après croissance des souches bactériennes  sélectionnées  

Hydrocarbure Témoin Vibrio 

alginolyticus  

PB-WC 11099 

Exiguobacterium  

aurantiacum 

strain  NB11_3A 

Halomonas 

venusta  strain 

NY-8 

Dietzia  sp 

CNJ898 PLO4 

Hexane 27 05,13 ± 0,23 03,48  ± 0,84 07,25 ± 00,20 05,93 ± 00,53 

Heptane 27 03,76  ± 0,08 09,53 ± 0,73 03,12 ± 00,48 05,60 ± 00,80 

Décane 27 04,43 ± 0,23 06,53 ± 1,27 11,35 ± 01,65 05,20 ± 00,40 

Cyclo-hexane 27 07,07± 0,33 21,23 ± 1,07 08,60 ± 00,20 11,47 ± 00,27 

Essence 27 13,66± 0,3 9 ± 0,2 10 ± 0,16 07,93 ± 0,09 

 

Toutes les souches semblent dégrader les hydrocarbures avec des taux différents. Ainsi, la 

dégradation maximale est obtenue avec Halomonas venusta  strain NY-8 en présence de 

heptane 03,12 mg/l, suivi  par  la dégradation  d’hexane  avec Exiguobacterium  

aurantiacum  strain  NB11_3A avec un taux de  3,48 mg / l et  de  Vibrio alginolyticus PB- 

WC 11099   avec heptane avec une valeur de 3,76 mg / l. Selon  Head et al., (2006); Coulon 

et al., (2007); Dubinsky et al.,( 2013) toutes les espèces bactériennes ne présentent pas un 

taux similaire de dégradation des hydrocarbures, la biodégradation des différents composés 

entraine une variation des sources de carbone disponibles dans le milieu au fur et à mesure du 

processus de biodégradation. Avec  Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A  nous 

avons le plus faible taux de dégradation en présence de cyclohexane  à savoir 21,23 mg/l.  Le 

Vibrio alginolyticus PB- WC 11099 a donné les meilleurs résultats avec tous les 

hydrocarbures testés  (alcanes)  (Tableau 10). 

La dégradation de l’hydrocarbure raffiné essence a été observée avec toutes les espèces 

bactériennes sélectionnées avec des taux différents  aussi il faut dire que toutes les conditions 

nécessaire à la croissance et à la biodégradation in vitro ont été respectées comme le  pH de 

l'eau de mer synthétique (8,18) qui semble tout à fait favorable pour la dégradation des   
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hydrocarbures pétroliers (Swanell et al., 1996), ainsi que la température 30°C . Pour les buts 

de  biodégradation  l'optimum de température  est  entre 30 et 40°C (Feitkenhauer et al., 

2003)  sans  oublier  l’addition de l'azote et du  phosphore car selon  Hassanshahian et al., 

(2010) ; Das et al., (2006) les  éléments nutritifs comme l’azote et le phosphore quand ils sont   

ajoutés à un milieu contaminé pour stimuler la croissance micro-organismes qui dégradent les 

hydrocarbures à comme conséquence l’augmentation du  taux de biodégradation de polluants , 

les travaux concernant la biodégradation de l’essence mentionnaient  un taux global de 

dégradation important (Yerushalmi et al., 1998; Zhou et al., 1995),la biodégradation  de 

l’hydrocarbure  raffiné le  carburant «essence» par   Dietzia  sp CNJ898 PLO4 semble donner  

un taux  plus  bas d’hydrocarbure  résiduel  après croissance  et qui est de 7,93 mg par 1 ml 

d’eau de mer analysé   par rapport aux autre souches  sélectionnées testées  (Tableau 10) ceci  

peut s’explique par le fait que Dietzia  sp CNJ898 PLO4 a auparavant  montrée une 

croissance en présence des alcanes  qui sont des composant majeurs de l’essence. Cette espèce 

utilise aussi un large spectre d’hydrocarbure  comme seule source de carbone et d’énergie.  

8 Analyse statistique 

 L'analyse MANOVA avec le seuil α = 0,05 montre que les valeurs de p sont 

généralement inférieures à α ainsi on rejette l'hypothèse nulle. Ainsi, en utilisant le test de 

Scheffe avec des souches Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A et Vibrio 

alginolyticus PB- WC 11099,  Il n'y a pas de différence significative par rapport à l'heptane, 

la même  chose pour Halomonas venusta strain NY- 8 avec l'hexane. 

 Pour un seuil de α = 0,01, comme la majorité des valeurs de p sont inférieures à 0,01, 

nous avons la preuve suffisante qu’à α = 0,01, la corrélation n'est pas nulle, Il existe des 

différences très importantes dans la dégradation des hydrocarbures avec le Exiguobacterium 

aurantiacum strain NB11_3A  (en utilisant le test de Fisher). 

 Les résultats ont été confirmés par des corrélations partielles pour chaque variable 

(Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A, r = 0,971, Vibrio alginolyticus PB- WC 

11099, r = 0,968, Halomonas venusta strain NY- 8, r = 0,971 et Dietzia  sp CNJ898 PLO4, r 

= 0,922 (Annexe 2).  
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Conclusion 

Le  littoral Est- algérien est exposé à  plusieurs  types  de  pollutions  dont  la  plus  

importante  est celle due aux  hydrocarbures. La pollution par les hydrocarbures et leurs 

dérivés  constitue  une menace sérieuse pour les écosystèmes  marins. Notre objectif consiste 

à isoler et identifier des  bactéries  autochtones, à partir du  littoral Est-algérien, ayant un 

pouvoir auto-épurateur vis-à-vis des différents types  d’hydrocarbures.  

Dans notre étude des échantillons d’eau de mer ont été prélevés des deux  ports situés dans  

les  villes côtières d’Annaba et El-Kala. Le  port d’Annaba fait partie des dix   principaux 

ports de commerce d’Algérie, Le port d’El-Kala  est un petit port  avec une infrastructure 

simple caractérisé  par une très forte activité de pèche.  

Les échantillons d’eau de mer ont été prélevés  au  niveau  des ports dans des stations polluées  

par des  huiles de moteurs et d’hydrocarbures. Les  résultats des analyses physico-chimiques 

ont montrés que le taux le plus élevé en hydrocarbures totaux (THT) a été  enregistré au 

niveau de l’eau de mer du port d’Annaba et est de l’ordre de 111 mg.L-1. Il est dix fois 

supérieur à la norme  algérienne qui préconise une valeur limite des hydrocarbures  totaux  de 

10 mg.L-1. Le taux au niveau du port de pèche d’El-Kala est légèrement supérieur à la norme 

avec une valeur de 11,20 mg.L-1 . 

Au total 53 souches et consortiums microbiens entre bactéries (Gram + et Gram -) et quelques 

espèces fongiques (levures) ont été isolées à partir des échantillons d’eau de mer pollués par 

les hydrocarbures au niveau des deux ports précités. Afin de sélectionner des souches 

hydrocarbonoclastes, les espèces isolées ont été mis en culture dans un milieu gélosé eau de 

mer synthétique seule et en présence de deux sources différentes de carbone comme le 

glucose et le pétrole brut comme unique source de carbone et d’énergie. En se basant sur 

l’aspect des  cultures obtenus  sur gélose eau de mer synthétique supplémenté par le  pétrole 

brut et la rapidité de croissance des souches ensemencées, Quatre espèces bactériennes ont été 

choisies et sélectionnées. Une étude morphologique et une identification biochimique, 

moléculaire ainsi que des analyses phylogénétiques ont été réalisés pour les 4 souches 

bactériennes. 

L’étude du potentiel de biodégradation des souches bactériennes isolées, Vibrio alginolyticus 

PB-WC 11099, Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A, Halomonas venusta  

strain NY-8 et Dietzia  sp CNJ898 PLO4 a été réalisée par un suivi  de la cinétique  de 
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croissance avec différentes classes d’hydrocarbures: les alcanes (Hexane, Heptane, Décane, 

Cyclo-hexane) et les hydrocarbures raffinés (essence) comme seul source de carbone et 

d’énergie,  

Globalement les courbes de croissance obtenues ont montrés que les bactéries autochtones 

sélectionnées du littoral Est-algérien ont utilisées les différents  hydrocarbures testés comme 

unique source de carbone et d’énergie pour effectuer avec différents rythmes leur croissance. 

Les  résultats  des dosages  des hydrocarbures totaux  réalisés après croissances  des  quatre  

bactéries  autochtones sélectionnées   avec les différents hydrocarbures testés montrent que  

les souches  dégrade les hydrocarbures avec des taux différents. Ainsi, la dégradation 

maximale est obtenue avec Halomonas venusta  strain NY-8 en présence de heptane 03,12 

mg/l, suivi  par  la dégradation  d’hexane  avec Exiguobacterium  aurantiacum  strain  

NB11_3A avec un taux de  3,48 mg / l et  de  Vibrio alginolyticus PB- WC 11099   avec 

heptane avec une valeur de 3,76 mg / l. Toutes les espèces bactériennes ne présentant pas un 

taux similaire de dégradation des hydrocarbures, la biodégradation des différents composés 

entraine une variation des sources de carbone disponibles dans le milieu au fur et à mesure du 

processus de biodégradation. Avec Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A  nous 

avons le plus faible taux de dégradation en présence de cyclohexane  à savoir 21,23 mg/l.  Le 

Vibrio alginolyticus PB- WC 11099 a donné  les meilleurs résultats avec tous les 

hydrocarbures testés  (alcanes). La dégradation de l’hydrocarbure raffiné essence a été  aussi 

observée avec toutes les espèces bactériennes sélectionnées avec des taux différents. 

Dietzia  sp CNJ898 PLO4 et Vibrio alginolyticus PB-WC 11099 semblent  utiliser une large 

gamme  d’hydrocarbure  comme seule source de carbone et d’énergie.  

De tous les résultats obtenus nous pouvons conclure que les quatre souches bactériennes 

autochtones isolées et sélectionnées du littoral Est-algérien V.alginolyticus PB-WC 11099, 

Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A, Halomonas venusta  strain NY-8 et 

Dietzia  sp CNJ898 PLO4 possèdent un  potentiel pour la dégradation des hydrocarbures  et 

présentent de réelles possibilités  d’utilisation  pour une  bio-rémédiation  voir de lutte contre 

la pollution par  les hydrocarbures dont soufre le littoral.   

En perspective il serait intéressant de rechercher et d’étudier chez les souches bactériennes 

isolées : 

[01].   Les gènes responsables de  la dégradation des  alcanes .  

[02].   Les gènes responsables de  la dégradation des  mono-aromatiques. 

[03].   Les gènes responsables de  la dégradation des  hydrocarbures raffinés (carburants) . 
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[04].   La nature  biochimique  des biosurfactants  libérés et leur action sur l’adsorption des 

différents hydrocarbures pour chaque souche.  

[05].   La biodégradation intrinsèque des différents hydrocarbures constituants les 

carburants.  

[06].   La biodégradation intrinsèque des différents hydrocarbures constituants le pétrole 

brut. 

[07].   Le potentiel de biodégradation des hydrocarbures poly-aromatiques (HAP). 

[08].   Le potentiel de biodégradation des hydrocarbures mono-aromatiques (BTEX). 
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Annexe 1. Formes Fasta des sequences des souches isolées identifiées 

 

Halomonas  venusta strain NY-8  

 
CCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGGG   

              

CCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGGG   

 

GTAGCTTGCTACCCGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTGCCCGA   

              

GTAGCTTGCTACCCGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTGCCCGA   

 

TAGTGGGGGATAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGG   

             

TAGTGGGGGATAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGG   

 

GGGCTCCGGCTCCCGCTATTGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAG   

              

GGGCTCCGGCTCCCGCTATTGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAG   

 

GCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATCGGGACTGA   

              

GCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATCGGGACTGA   

 

GACACGGCCCGAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGC   

              

GACACGGCCCGAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGGATATTGGACAATGGGCGAAAGC   

 

CTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGA   

              

CTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGA   

 

GGAAGAACGCCTAGTGGTTAATACCCATTAGGAAAGACATCACTCGCAGAAGAAGCACCG   

              

GGAAGAACGCCTAGTGGTTAATACCCATTAGGAAAGACATCACTCGCAGAAGAAGCACCG   

 

GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT   

              

GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT   

 

GGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCT   

              

GGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCT   

 

GGGAACGGCATCCGGAACTGTCAAGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTG   

              

GGGAACGGCATCCGGAACTGTCAAGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTG   

 

TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACT   

              

TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACT   

 

GACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC   

              

GACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC   

 

CACGCCGTAAACGATGTCGACCAGCCGTTGGGTGCCTAGCGCACTTTGTGGCGAAGTTAA   
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CACGCCGTAAACGATGTCGACCAGCCGTTGGGTGCCTAGCGCACTTTGTGGCGAAGTTAA   

 

CGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACG   

              

CGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACG   

 

GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC   

              

GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC   

 

TACTCTTGACATCCTGCGAACTTGTGAGAGATCACTTGGTGCCTTCGGGAACGCAGAGAC   

              

TACTCTTGACATCCTGCGAACTTGTGAGAGATCACTTGGTGCCTTCGGGAACGCAGAGAC   

 

AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGA   

             

AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGA   

 

GCGCAACCCTTGTCCTTATTTGCCAGCGCGTAATGGCGGGAACTCTAAGGAGACTGCCGG   

              

GCGCAACCCTTGTCCTTATTTGCCAGCGCGTAATGGCGGGAACTCTAAGGAGACTGCCGG   

 

TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCT   

              

TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCT   

 

ACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGAGCTCGCGAGAGTCAGCTAATCCC   

              

ACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGAGCTCGCGAGAGTCAGCTAATCCC   

 

GAAAAGCCGGTCTCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGC   

            

GAAAAGCCGGTCTCAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGC   

 

TAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC   

              

TAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC   

 

GTCACACCATGGGAGTGGACTGCACCAGAAGTGGTTAGCTTAACCTTCGGGAAAGCGATC   

             

GTCACACCATGGGAGTGGACTGCACCAGAAGTGGTTAGCTTAACCTTCGGGAAAGCGATC   

 

ACCACGGTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAAAAGGTAACCACGGTGTGGTTCAT              

 

GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA  

 

 

Macrococcus caseolyticus  JCSC5402  

 

 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGC   

              

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGC   

 

GAACGGACGAGAGTGCTTGCACTCTCTGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG   

              

GAACGGACGAGAGTGCTTGCACTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG   
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GTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATT   

              

GTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATT   

 

TAGCTTCGCATGAAGCAATAGTGAAAGACGGTTCTGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCG   

              

TAGCTTCGCATGAAGCAATAGTGAAAGACGGTTCTGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCG   

 

GTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATACATAGCCGACCTGA   

              

GTGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATACATAGCCGACCTGA   

 

GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT   

              

GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT   

 

AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGT   

              

AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGT   

 

TTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACGTTAGTAACTGAACGTACC   

              

TTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACGTTAGTAACTGAACGTACC   

 

TTGACGGTACCTTACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT   

              

TTGACGGTACCTTACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT   

 

AGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTCTCTTAAGT   

              

AGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTCTCTTAAGT   

 

CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTG   

              

CTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTG   

 

CAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACA   

   

CAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACA   

 

CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAT   

              

CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAT   

 

CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGG   

              

CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGG   

 

GGTTTCCGCCCCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTC   

             

GGTTTCCGCCCCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTC   

 

GCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT   

              

GCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT   

 

AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGAT   

              

AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGAT   

 

AGAGCTTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT   
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AGAGCTTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT   

 

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCATCATT   

              

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCATCATT   

 

AGGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA   

              

AGGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA   

 

AATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGC   

             

AATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGC   

 

AGCAAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAA-CCATTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTG   

              

AGCAAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTG   

 

CA-CTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAAT   

              

CAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAAT   

 

ACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGC   

              

ACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGC   

 

CGGTGGAGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGT   

              

CGGTGGAGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGT   

 

CGTAACAAGGTACGTAACAAGGTA   

 
Bacillus horneckiae  

 
CCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATTTGAGG   

              

CCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATCTGAGG   

 

GAGCTTGCTCCCAAAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTA   

              

GAGCTTGCTCCCAAAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTA   

 

AGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCCTTTCCTCACATGAG   

              

AGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCCTTTCCTCACATGAG   

 

GAAAGGCTGAAAGACGGCGTTTAGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTA   

              

GAAAGGCTGAAAGACGGCGTCTAGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTA   

 

GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG   

              

GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG   

 

CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC   

              

CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC   
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GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA   

              

GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA   

 

AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTATCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCT   

              

AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTATCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCT   

 

ACCCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG   

            

AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG   

 

TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAG   

              

TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAG   

 

CCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAA   

              

CCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAA   

 

GTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG   

              

GTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG   

 

GCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA   

              

GCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA   

 

GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCT   

              

GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCT   

 

TTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAA   

              

TTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAA   

 

CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA   

              

CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA   

 

CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTTCCCC   

              

CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTTCCCC   

 

TTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG   

              

TTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG   

 

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT   

              

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT   

 

CTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC   

              

CTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC   

 

CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCG   

              

CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCG   

 

AGGTTTAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGC  
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AGGTTTAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGC   

 

ATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC   

              

ATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC   

 

CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAAC   

              

CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAAC   

 

CTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAAAAAGGTAC 

              

TTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA   

 

Micrococcus luteus strain INBI-1  

 

GTTTGA-CCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAT   

             

GTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAT   

 

GAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGC   

             

GAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGC   

 

CCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGTCCACCGC   

              

CCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGAGCGTCCACCGC   

 

ATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTG   

              

ATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTG   

 

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCAC   

              

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCAC   

 

ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA   

            

ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA   

 

TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACC   

             

TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACC   

 

TCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTAC   

              

TCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTAC   

 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA   

             

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA   

 

GAGCTCGTAGGCGGTTTGTCACGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACCCCGGATCTGC   

              

GAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGCTTAACCCCGGATCTGC   

 

GGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGG   

             

GGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGG   
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AATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGAC   

              

AATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGAC   

 

GCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA   

             

GCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA   

 

AACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTA   

              

AACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTA  

 

AGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC   

              

AGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC   

 

GCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT   

              

GCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT   

 

GACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTCCCCTTTGGGGCGGGTTCACAGGTGGT   

             

GACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTCCCCTTTGGGGCGGGTTCACAGGTGGT  

 

GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC   

              

GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC   

 

CCTCGTTCCATGTTGCCAGCACGTCGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAAC   

              

CCTCGTTCCATGTTGCCAGCACGTCGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAAC  

 

TCGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCA 

              

TCGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCA   

 

TGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTG-AGCTAATCCCAAAAAGC   

            

TGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGC  

 

CGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAAT  

             

CGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAAT   

 

CGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAG   

             

CGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAG   

 

TCACGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTTGTGGGGGGAGCCGTCGAA   

              

TCACGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTTGTGGGGGGAGCCGTCGAA 

 

GGTGGGACCAGCGATTGGGACTAAGTCGTAAAAAGGTAGGTGGGACCAGCGATTGGGACT 

              

AAGTCGTAACAAGGTA  

 

Bacterium K2-61  
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TGAACCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGC   

              

TGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGC   

 

GACAACATTGAACCTTCGGGGGATTTGTTGGGCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC   

              

GACAACATTGAACCTTCGGGGGATTTGTTGGGCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC   

 

CTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGAT  

              

CTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGAT   

 

AGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGA   

              

AGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGA   

 

TTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA   

              

TTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA   

 

TGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA   

              

TGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA   

 

ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCG   

              

ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCG   

 

GGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGGGGTATCGTTAATAGCGGTATCCTTTGAC   

              

GGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGAGGTATCGTTAATAGCGGTATCTTTTGAC   

 

GTTAGCTGCAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT   

              

GTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT   

 

GCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGAT   

              

GCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGAT   

 

GTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTA   

              

GTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTA   

 

GAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAAGATCTGAAGGAATACCGGT   

              

GAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGT   

 

GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC   

              

GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC   

 

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTT   

              

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTT   

 

GAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA   

              

GAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA   

 

TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG   
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TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG   

 

ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTG   

              

ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTG   

 

GTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAT   

              

GTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAT   

 

GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCG   

              

GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCG   

 

GGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT   

              

GGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT   

 

CATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCCAA   

              

CATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCCAA   

 

CTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGGATTG-AGTCTGCAACT   

              

CTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGG-ATTGGAGTCTGCAACT   

 

CGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTT   

             

CGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTT   

 

CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGCAGGTA   

             

CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGCAGGTA   

 

GTTTAACCTTCGGGAGGACGCTTGCCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAA   

               

GTTTAACCTTCGGGAGGACGCTTGCCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAC   

 

AAGGAAGG   

              

Vibrio vulnificus strain MP-4  

 
TGAACCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGC   

        

TGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGC   

 

GACAACATTGAACCTTCGGGGGATTTGTTGGGCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC   

              

GACAACATTGAACCTTCGGGGGATTTGTTGGGCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC   

 

CTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGAT   

              

CTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGAT   

 

AGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGA   

              

AGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGA   

 

TTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA   
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TTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA   

 

TGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA   

              

TGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA   

 

ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCG   

              

ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCG   

 

GGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGGGGTATCGTTAATAGCGGTATCCTTTGAC   

              

GGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGAAGGAGGTATCGTTAATAGCGGTATCTTTTGAC   

 

GTTAGCTGCAGAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT   

              

GTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT   

 

GCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGAT   

              

GCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGAT   

 

GTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTA   

             

GTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTA   

 

GAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAAGATCTGAAGGAATACCGGT   

             

GAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGT   

 

GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC   

             

GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC   

 

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTT   

              

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTT   

 

GAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA   

              

GAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA   

 

TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG   

              

TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG   

 

ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTG   

             

ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTG   

 

GTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAT   

              

GTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAT   

 

GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCG   

             

GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCG  

 

GGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT   
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GGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT   

 

CATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCCAA   

              

CATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCCAA   

 

CTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGGATTG-AGTCTGCAACT   

              

CTCGCGAGAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGG-ATTGGAGTCTGCAACT   

 

CGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTT   

              

CGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTT   

 

CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGCAGGTA   

              

CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGCAGGTA   

 

GTTTAACCTTCGGGAGGACGCTTGCCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAA   

               

GTTTAACCTTCGGGAGGACGCTTGCCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAAC   

 

AAGGAAGG   

 

 

Pseudomonas sp. MBEA661  

 
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAG   

              

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAG   

 

CACGTTATGGTGGGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG   

              

CACGTTATGGTGGGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG   

 

ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACA   

              

ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACA   

 

AAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGC   

             

AAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGC   

 

AGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACG   

              

AGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACG   

 

GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACC   

              

GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACC   

 

AGAAGTAGCTAGTCTAACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGT   

              

AGAAGTAGCTAGTCTAACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGT  

 

GAAGTCGTAGAAGTCGTA   

             

 

Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A  
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CCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCAGGAAGTC   

              

CCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCAGGAAGTC   

 

ATCCGAACCCTTCGGGGGGACGTTGACGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAA   

           

ATCCGAACCCTTCGGGGGGACGTTGACGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAA   

 

AGAACCTGCCCTCAGGTCTGGGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGATGGGTCA   

              

AGAACCTGCCCTCAGGTCTGGGATAACCACGAGAAATCGGGGCTAATACCGGATGGGTCA   

 

TCGGACCGCATGGTCCGAGGATGAAAGGCGCTCCGGCGTCGCCTGGGGATGGCTTTGCGG   

              

TCGGACCGCATGGTCCGAGGATGAAAGGCGCTTCGGCGTCGCCTGGGGATGGCTTTGCGG   

 

TGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAG   

              

TGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAG   

 

AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA   

              

AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA   

 

GGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCC   

              

GGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCC   

 

CTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTGCCGCAGGCAATGGCGGCACCT   

              

CTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTGCCGCAGGCAATGGCGGCACCT   

 

-GACGGTACC-TGCGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA   

               

TGACGGTACCTTGCGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA   

 

GGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTCTTAAGTC   

              

GGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTCTTAAGTC   

 

TGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGAGGCTTGAGTAT   

              

TGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGGAGGCTTGAGTAT   

 

AGGAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC   

              

AGGAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC   

 

CAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC   

              

CAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC   

 

AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGG   

              

AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGG   

 

GTTTCCGCCCTTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG   

              

GTTTCCGCCCTTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG  
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CAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA   

              

CAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA  

 

ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAACTCTTGACATCCCCCTGACCGGTACAGAGAT   

              

ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAACTCTTGACATCCCCCTGACCGGCACAGAGAT   

 

GTGCCTTCCCCTTCGGGGGCAGGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC   

              

GTGCCTTCCCCTTCGGGGGCAGGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC   

 

GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCACCATTC   

             

GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCACCATTC   

 

AGTTGGGCACTCTAAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA   

              

AGTTGGGCACTCT-AAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA   

 

AATCATCATGCCCCTTATGAGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGC  

              

AATCATCATGCCCCTTATGAGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGC   

 

AGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTG 

              

AGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAGAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTG   

 

CAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAAT   

              

CAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAAT   

 

ACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT   

              

ACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT   

 

CGGTGAGGTAACCTTAGGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTC   

             

CGGTGAGGTAACCTTAGGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTC  

 

GTAA-AAGGGTAACAAGG   

              

Vibrio alginolyticus strain Pb-WC11099   

 
GTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGT   

              

GTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGT   

 

TTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAG   

             

TTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAG   

 

ACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT   

              

ACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT   

 

GAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAG   

              

GAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAG   
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CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTG   

              

CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTG   

 

GAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGA   

             

GAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGA   

 

GTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA   

              

GTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA   

 

TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTT   

              

TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTT   

 

CCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGC   

              

CCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGC   

 

TCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCC   

              

TCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCC  

 

AGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGA 

              

AGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGA  

 

CGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATA   

              

CGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATA   

 

CAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATT  

              

CAGAGGGCGGCCAACTTGCGAAAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATT   

 

GGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCA   

             

GGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCA   

 

CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCA   

           

CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCA   

 

AAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGGGGACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGG   

              

AAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTCGGGGGGACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGG   

 

GTGAAGTCGTAACAAGGTAACGTGAAGTCGTAACAAGGTAAC   

 

       

Acinetobacter sp. CIP 101934   

 
GGTACCTGACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGG   

              

GGTAACTGACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGG   

 

ACAACGTTCCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGATCT   
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ACAACGTTCCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGATCT   

 

TCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCC   

              

TCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCC   

 

TACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGAC   

             

TACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGAC   

 

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGGAAGCCTG   

              

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTG   

 

ATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGA   

              

ATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGA   

 

GGAGGCTCCTTTAGTTAATACCTAAAGAGAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGC   

              

GGAGGCTCCTTTAGTTAATACCTAAAGTGAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGC   

 

TAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGG   

              

TAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGG   

 

GCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGATGTGAAATCCCTGAGCTTAACTTAG   

              

GCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTTTTAAGTCGGATGTGAAATCCCTGAGCTTAACTTAG   

 

GAATTGCATTCGATACTGGAAAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTA   

              

GAATTGCATTCGATACTGGAAAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTA   

 

GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAA   

              

GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAA   

 

TACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA   

              

TACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA   

 

TGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACG   

           

TGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACG   

 

CGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGG   

              

CGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGG   

 

GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTG   

           

GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTG   

 

GCCTTGACATACTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTTAGATACAG   

              

GCCTTGACATACTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTTAGATACAG 

 

GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC  

              

GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC   
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GCAACCCTTTTCCTTATTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTG   

              

GCAACCCTTTTCCTTATTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTG   

 

ACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTAC   

              

ACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTAC   

 

ACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTCGCGAGAGGATGCTAATCTCAA   

             

ACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTCGCGAGAGGATGCTAATCTCAA   

 

AAAGCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTA   

              

AAAGCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTA   

 

GTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT   

              

GTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT   

 

CACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTAGGTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGCTTAC  

              

CACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTAGGTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGCTTAC   

 

CACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAA-AAGGTACACGGTGTGGCCGATGACT    

              

GGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA  

 

Dietzia sp. CNJ898 PL04   

 

GTTGGA-CCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGT   

              

GTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGT   

 

AAGGCCCCTTCGGGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTGCCC   

              

AAGGCCCCTTCGGGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTGCCC   

 

TGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAACTCCTGCCGCAT   

              

TGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAACTCCTGCCGCAT   

 

GGTGGGGGTTGGAAAGTTTTTCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTG   

            

GGTGGGGGTTGGAAAGTTTTTCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTG   

 

GGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT   

              

GGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT   

 

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG   

              

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG   

 

GCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGTCTTCGGATTGTAAACCCCT   

              

GCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGTCTTCGGATTGTAAACCCCT   

 

TTCAGTAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTG   
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TTCAGTAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTG   

 

CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAG   

            

CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAG   

 

CTCGTAGGCGGTTTGTCACGTCGTCTGTGAAATCCCTCGGCTTAACCGGGGGCGTGCAGG   

              

CTCGTAGGCGGTTTGTCACGTCGTCTGTGAAATCCCTCGGCTTAACCGGGGGCGTGCAGG   

 

CGATACGGGCAGACTTGAGTACTACAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT   

            

CGATACGGGCAGACTTGAGTACTACAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT   

 

GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGTAGTAACTGACGCT   

              

GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGTAGTAACTGACGCT   

 

GAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAAC   

              

GAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAAC  

 

GGTGGGCGCTAGGTGTGGGGTCCTTCCACGGACTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCG 

              

GGTGGGCGCTAGGTGTGGGGTCCTTCCACGGACTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCG   

 

CCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC   

              

CCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC   

 

AAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACA   

              

AAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGCTTGACA   

 

TATACAGGACGACGGCAGAGATGTCGTTTCCCTTGTGGCTTGTATACAGGTGGTGCATGG   

              

TATACAGGACGACGGCAGAGATGTCGTTTCCCTTGTGGCTTGTATACAGGTGGTGCATGG   

 

TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGT  

             

TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGT   

 

CTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAG   

              

CTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAG   

 

GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTAGGGCTTCACACATGCTAC   

              

GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTAGGGCTTCACACATGCTAC   

 

AATGGCTAGTACAGAGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCTGGTCT  

           

AATGGCTAGTACAGAGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCTGGTCT   

 

CAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGA   

              

CAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGA   

 

TCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGA  
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TCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGA   

 

AAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGG   

             

AAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGG   

 

ATCGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA-AAGG ATCGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGG   
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Annexe 2. Analyse statistique par MANOVA 

 

Graphe1

Scatterplot: EXIGAUBA vs. HYDROCAR (Casewise MD deletion)

HYDROCAR = 68,301 + ,31469 * EXIGAUBA

Correlation: r = ,97163
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Graphe2 

Scatterplot: VIBRIO   vs. HYDROCAR (Casewise MD deletion)

HYDROCAR = 64,077 + ,35612 * VIBRIO

Correlation: r = ,96840

0

2

4

98 100 102 104 106 108 110 112

VIBRIO

99,5

100,0

100,5

101,0

101,5

102,0

102,5

103,0

103,5

H
Y

D
R

O
C

A
R

0 2 4
0,95 Conf.Int.

X:  VIBRIO  

     N = 12

     Mean = 105,083333

     Std.Dv. = 3,175426

     Max. = 110,000000

     Min. = 100,000000

Y:  HYDROCAR

     N = 12

     Mean = 101,500000

     Std.Dv. = 1,167748

     Max. = 103,000000

     Min. = 100,000000

 

 

  

Graphe3

Scatterplot: HALOMONA vs. HYDROCAR (Casewise MD deletion)

HYDROCAR = 66,013 + ,33690 * HALOMONA

Correlation: r = ,97124
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Scatterplot: DIETZIA  vs. HYDROCAR (Casewise MD deletion)

HYDROCAR = 50,726 + ,49057 * DIETZIA

Correlation: r = ,92212
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Analyse of variance 

 

 

Tests 

 

Variable Exigaubacterium 

LSD Test; Variable: EXIGAUBA (zibane 1.STA)

Marked differences are significant at p < ,05000

HYDROCAR

{1}

M=101,00

{2}

M=104,00

{3}

M=107,00

{4}

M=110,00

Cyclo-He {1}

Dekane   {2}

Heptane  {3}

Hexane   {4}

0,006271 0,000080 0,000004

0,006271 0,006271 0,000080

0,000080 0,006271 0,006271

0,000004 0,000080 0,006271   

Scheffe Test; Variable: EXIGAUBA (zibane 1.STA)

Marked differences are significant at p < ,05000

HYDROCAR

{1}

M=101,00

{2}

M=104,00

{3}

M=107,00

{4}

M=110,00

Cyclo-He {1}

Dekane   {2}

Heptane  {3}

Hexane   {4}

0,039499 0,000646 0,000035

0,039499 0,039499 0,000646

0,000646 0,039499 0,039499

0,000035 0,000646 0,039499  

Variable Vibrio 

LSD Test; Variable: VIBRIO (zibane 1.STA)

Marked differences are significant at p < ,05000

HYDROCAR

{1}

M=101,00

{2}

M=104,00

{3}

M=106,33

{4}

M=109,00

Cyclo-He {1}

Dekane   {2}

Heptane  {3}

Hexane   {4}

0,003815 0,000097 0,000005

0,003815 0,014005 0,000151

0,000097 0,014005 0,007212

0,000005 0,000151 0,007212  
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Scheffe Test; Variable: VIBRIO (zibane 1.STA)

Marked differences are significant at p < ,05000

HYDROCAR

{1}

M=101,00

{2}

M=104,00

{3}

M=106,33

{4}

M=109,00

Cyclo-He {1}

Dekane   {2}

Heptane  {3}

Hexane   {4}

0,025189 0,000775 0,000043

0,025189 0,080231 0,001198

0,000775 0,080231 0,044764

0,000043 0,001198 0,044764  

 

Variable Halomonas 

 

LSD Test; Variable: HALOMONA (zibane 1.STA)

Marked differences are significant at p < ,05000

HYDROCAR

{1}

M=101,00

{2}

M=104,00

{3}

M=107,00

{4}

M=109,33

Cyclo-He {1}

Dekane   {2}

Heptane  {3}

Hexane   {4}

0,003815 0,000042 0,000004

0,003815 0,003815 0,000097

0,000042 0,003815 0,014005

0,000004 0,000097 0,014005   

 

 

Scheffe Test; Variable: HALOMONA (zibane 1.STA)

Marked differences are significant at p < ,05000

HYDROCAR

{1}

M=101,00

{2}

M=104,00

{3}

M=107,00

{4}

M=109,33

Cyclo-He {1}

Dekane   {2}

Heptane  {3}

Hexane   {4}

0,025189 0,000343 0,000031

0,025189 0,025189 0,000775

0,000343 0,025189 0,080231

0,000031 0,000775 0,080231  

 

Variable Dietzia 

Scheffe Test; Variable: DIETZIA (zibane 1.STA)

Marked differences are significant at p < ,05000

HYDROCAR

{1}

M=100,67

{2}

M=103,00

{3}

M=104,33

{4}

M=106,00

Cyclo-He {1}

Dekane   {2}

Heptane  {3}

Hexane   {4}

0,097030 0,011033 0,001070

0,097030 0,453167 0,031998

0,011033 0,453167 0,283312

0,001070 0,031998 0,283312  
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