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Résumé

Le littoral algérien est exposé a plusieurs types de poliution, y compris celle des
hydrocarbures. Cet environnement riche en huile pourrait étre la source de la prolifération des
bactéries hydrocarbonoclastes. L'objectif de [l'étude était d'isoler et d'identifier les souches
bactériennes indigenes des eaux marines de deux ports de la cbte 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 different d'une espéce a lautre. Ainsi, les souches testées
(Halomonas venusta NY-8, Exiguobacterium aurantiacum NB11-3A, Vibrio alginolyticus
Pb-WC11099 et Dietzia sp. CNJ898 PL04) ont été tres actives, ce qui a permis d'obtenir une
meilleure croissance avec les deux dernieres souches pendant la supplémentation en azote et
phosphate. De telles souches sont suggérées de participer beaucoup a la biodégradation du
pétrole sur les sites pollues.

Les souches les plus performantes ont été identifices en utilisant les caracteres
morphologiques,  microscopiques, les galeries biochimiques ainsi que par méthodes
moléculaires a travers 'ADNr 16S. Enfin, Une analyse par le logiciel MEGAS.05 a permis de
générer une matrice de distance ¢€laborée 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 I'arbre.

Le dosage des hydrocarbures avant et apres croissance des souches testées a révélg
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 I’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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Introduction

La civilisation moderne et [lactivitt de Ihomme sont indéniablement les causes
principales de la contamination de l'hydrosphére (Lambert et al., 1981; Salomon, 2003 &
Houma et al., 2005 a). Le milieu marin sert de réceptacle mondial a 'ensemble des déchets
produits par les activités humaines, qu’ils proviennent de l'urbanisation, de Iagriculture, de
I'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 a I’espéce humaine qu’exploite les ressources marines (Ramade, 1982).

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

milieu marin, le plus vaste des écosystemes de la biosphére.
La mer est le lieu privilégié de toutes sortes de pollutions dont 80% proviennent des activités
terrestres et 20 % des activités maritimes. Ces dernieres sont génératrices de divers types de
pollutions : atmosphériques (cheminées des navires), marines (substances liquides nocives,
chute a la mer de la cargaison contenant des substances toxiques ou rejets de déchets
domestiques). Toutefois, la plus symbolique, la plus ancienne et la plus médiatisee des
pollutions marines restent sans doute ,pour I'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 entrainent une dégradation dans les écosystémes et représentent
un risque pour la santé humaine.

D’aprés Baillache et al., (1974) la pollution marine par les hydrocarbures est de deux
types, la premiére connue sous le terme de déballastage, est produite essentiellement par les
pétroliers. Elle est composée d’eau de mer mélangée a 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 et de résidus de fioul générés par les moteurs de
I'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 écosystemes 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 'un des premiers mécanismes conduisant
a 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
lenvironnement. Selon Molina et al., (2009), ces microorganismes montrent un potentiel
¢levé 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 Iwoffi
(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 a croitre avec l'acide benzoique comme seule
source de carbone et d'énergie, la polyvalence métabolique de Halomonas a également été
associée a un grand potentiel biotechnologique (Arahal et al., 2006 ; Simon et al., 2008),
Halomonas sp. et Marinobacter sp. ont dégradés plusieurs HAP, dont le naphtalene, le
phénanthréne, lanthracene, le fluoranthene, le fluor, le pyréne, le benz [a] anthracéne et le
benzo [a] pyréne comme seules sources de carbone (Dastgheib et al., 2012).

De nombreux micro-organismes parviennent dans des conditions particulieres, a se
développer sur des substrats organiques de synthése. Cette propriété est a la base de la
bioremédiation (dépollution biologique) qui consiste a ¢élimmner de Ienvironnement des
polluants chimiques grace 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 méme 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 I'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 I'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). Méme s’il est relativement lent, ce processus
permet une dégradation quasi-compléte (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
paramétres environnementaux et la durée d’exposition aux polluants (ROlling et al.,
2002 ;Yakimov etal., 2004 ; Bordenave et al., 2007) .

Selon Van der Meer et al., (1992) lactivitt humaine, au travers des multiples sources de
pollution et par la mondialisation des déplacements, favorise Dlapparition de nouvelles
souches capables de biodégrader des hydrocarbures.

D’aprés Yakimov et al., (2005) & Head et al., (2006) de nombreuses études ont
montré que des microorganismes hydrocarbonoclastes (HCB : hydrocarbonoclastic bacteria)
étaient sélectionnés suite a une contamination. Aussi, dans de nombreux ecosystemes il existe
déja une communauté microbienne indigéne capable d’une importante biodégradation de
pétrole. Olajire et al., (2014) affrme qu’ll y a de nombreux avantages de ces micro-
organismes indigéne pour la dégradation des hydrocarbures. L’évolution a permis
I’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
espéces indigénes d’un habitat pollué particulier. Les micro-organismes indigenes peuvent par
définition survivre et se multiplier en présence de substances toxiques. Bien que certaines
souches microbiennes aient été seélectionnées pour leur capacité de bioremédiation, elles sont
genéralement moins  efficaces que les populations natives. De plus, il est en fait illégal

d’introduire des bactéries génétiquement modifieces 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 trés faible abondance
dans les environnements marins. L'identification des organismes clés qui jouent un réle dans
la biodégradation des polluants est importante pour la compréhension, ['évaluation et le
développement des stratégies de bioremédiation in situ. Il est donc trés 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 estd’isoler et identifier des bactéries autochtones
hydrocarbonoclastes du littoral Est-Algérien a partir des milieux marins exposés de maniere
chronique a 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 :

e alcanes : Hexane CgHi4, Heptanes C7Hi5, Décane CioH,2, Cyclo- hexane Cg H 12

comme seule source de carbone et d’énergie.

e hydrocarbures raffinés les carburants « essences ».

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

differentes souches bactériennes sélectionnées en fin de croissance.
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Chapitre 1 : Les hydrocarbures et la pollution marine

1 Le pétrole

Le pétrole brut ou le pétrole est une ressource precieuse 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
a partir de différents matériaux organiques. Ces matériaux subissent des transformations
chimiques sous leffet de diverses conditions géologiques qui ont lieu pendant de longues
périodes de temps (Wang et al., 2003).

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

composés non-hydrocarbonés (Lefebvre, 1978).Les hydrocarbures, au sens chimique du
terme, sont des composés organiques exclusivement constitués d’hydrogeéne 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 facon ubiquiste
dans l'environnement en raison de la multiplicit¢ de leurs origines a la fois naturelles et
anthropiques (Commendatore et al., 2004; Volkman etal., 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 étre classés en quatre familles principales qui sont présentes en proportions variables
selon Torigine : les hydrocarbures saturés (30 & 70 %), les hydrocarbures aromatiques et
poly-aromatiques (20 a 40 %), les composés polaires (5 a 25 %) et les asphaltes (0 a 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 parmilesquels on distingue

2.1.1 Les alcanes linéaires (n-alcanes)
Leur longueur varie de 7 & 40 atomes de carbones, constituent une des classes les plus
abondantes (10a 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 methyle en position 3) ou polyramifiés tels
que les isoprénoides (exemples: pristane, phytane) sont beaucoup moins nombreux. Ces

composes se trouvent dans le pétrole brut dans des proportions sensiblement égales a celles
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des n-alcanes.Le pétrole brut d’origine fossile ne contient en général pas d’alcénes (Figure 1)
(Soltani, 2004).

2.1.3 Les cycloalcanes

Les cycloalcanes renferment des composés cycliques (& 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 a 6 sont présentes dans le pétrole brut. Ces composés sont dominés par des
composes mono-, di- et tri- aromatiqgues (Figure 1) (Neff, 1979). En général, les
hydrocarbures aromatiques sont moins abondants que les alcanes, et ne représentent que 10 a
30 % des hydrocarbures totaux d’un brut pétrolier (Bertrand et al., 1989). Les hydrocarbures
aromatiques sont sépares 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 I'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-
cymene (ou p-isopropyltoluéne), un composant des huiles essentielles. C’est aussi celui du
styréne, 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 I'environnement sont en grande majorité
d’origine pétroliere, ou pétrochimique, et sont la conséquence des pollutions tres nombreuses
engendrées par lactivit¢ humaine (Andreoni et al.,, 2007). Parmi ceux-ci, le benzéne, le

toluéne, I'éthylbenzéne et les xylénes, désignés sous le sigle de BTEX. Les structures de
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certains hydrocarbures BTEX  sont présentées dans la figure 2, sont particulierement
importants du fait de leur abondance dans les essences, et de leurs utilisations en pétrochimie
(Phale et al., 2007). Les BTEX existent a I’état naturel dans le pétrole brut, le goudron et le
charbon. Leurs sources d’émission dans Ienvironnement sont principalement d’origines
industrielles et anthropiques. Ils sont utilisés massivement comme réactifs de synthése et
solvants dans divers secteurs industriels (Kelly et al, 2005). lls servent d’additifs
antidétonants dans T'essence pour améliorer I'indice d’octane (Forget, 1997). lIs entrent
également dans la composition des peintures, caoutchouc, adhésifs et résines. Ces composés
ont une solubilit¢ dans T'eau importante, et une volatilité notable qui décroissent
respectivement avec le nombre d’atomes de carbone (Andreoni et al., 2007). Leur solubilité
élevée leur confére ainsi une mobilité¢ importante, dans les eaux et les sols (transfert et
migration dans les aquiféres) 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.

CH,4 CH,CH;
Benzéne Toluéne Ethylbenzéne
CH, CH; CH,
@\ CH;
CH,
CH;
m-Xyléne p-Xyléne o-Xyléne

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 organigues
hydrophobes issus de la combustion incomplete des matieres carbonées. Ces molécules sont
constituées, au sens strict, d'atomes de carbone et d'hydrogene. Leur arrangement en structure
cycligue comporte au moins deux cycles aromatiques condensés de type benzéne (Blumer,
1976; Cemniglia, 1992; Meinschein, 1961). Les HAP sont des polluants ubiquistes détectés
dans tous les écosystéemes, 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 matiéres 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, dép6ts atmosphériques
(Bjorseth et al., 1979; Cemiglia, 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 » a faible poids moléculaire,
2 a 3 cycles aromatiques, et les « lourds », a 4 cycles et plus (Cemiglia, 1992). Seize d’entre
eux ont été jugés comme prioritaires a éliminer des sols des les années 70 (Keith et al., 1979).
Les structures des 16 HAP non substitués retenus comme polluants prioritaires par I’American

Environmental Protection Agency (EPA) sont présentés dans la figure 3.
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Figure 3. Structure et nomenclature des HAP. (Les seize HAP prioritaires de la liste de I'EPA)
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2.3 Les composés polaires (les composés N, S, 0)

Ce sont, en général, des constituants mineurs d’un pétrole brut (Lefebvre, 1978), a
I'exception des pétroles trés lourds ; les dérivés soufiés 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,.... (Figurel)
(Soltani, 2004)
2.4 Les asphalténes et les résines

Les asphaltenes et les résines sont des composés lourds et fonctionnalisés (composés
non-hydrocarbonés), de structure chimique complexe a base de cycles aromatiques condenses,
de naphténo aromatiques, de ramifications et d’hétéroatomes (Boukir et al., 1998);
constituent une faible partie du pétrole brut, 1 a 5 % du pétrole léger alors qu’un pétrole lourd
peut contenir plus de 25 % d’asphalténes et 20 % de résines (Fig.1) (Soltani, 2004). Enfin,
des métaux sont présents dans les pétroles bruts a I’état de traces. Le vanadium, le nickel sont
généralement les plus abondants mais du fer, du cuivre et de I'uranum ont également été

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

3 Origine des hydrocarbures pétroliers dans I’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 trés répandus dans les milieux marins. Chaque année, des
millions de tonnes d'hydrocarbures entrent les milieux marins, principalement a partir de
sources anthropiques, mais aussi a 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 [linfiltration naturelle. (Samiullah,

1985) et des rejets volontaires de raffineries (Sauret, 2011), ainsi que I'huile de cale usagée
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qui s’accumule en petites quantités a lintérieur des parties inférieures du navire. La décharge
illegale de Thuile 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 a
partir des sédiments marins. La dispersion annuelle des hydrocarbures sur toute la surface des
océans se chiffrerait par miliers de tonnes, les mers ont depuis fort longtemps I’habitude de
cette pollution discréte. Ponctuellement ou chroniqguement, ces gisements présentent des
résurgences (cas du golfe du Mexique -USA et du golfe de San Jorge - Argentine) qui libérent
du pétrole dans les milieux marins sus-jacents. Néanmoins d’aprés Sauret, (2011) [a ou un
écoulement naturel n’a que peu de conséquences sur I'écosysttme marin car il est

généralement adapté a cet apport continu.

3.1.2 Les accidents pétroliers

Les aspects les plus évidents sont les grandes catastrophes tres médiatisées comme les
marrées noires qui provoque une forte mortalit¢ de la faune aquatique, bords de mers englués
sans oublier les conséquences économiques engendrées pour les riverains vivant de la péche
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 I'Erika, le 11
Décembre 1999 au sud du Finistere, ou encore celui du Prestige au large des cotes espagnoles
survenu le 13 Novembre 2002 qui a été particulierement catastrophique suite a 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 a 64 000 t) en venant souiller plus de 3000 km de littoral (Albakjaji,
2011). Les composants les plus legers ont en effet une meilleure tendance a s’évaporer dans
I’atmosphére. 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 caractere massif des épandages et des effets dommageables spectaculaires sur

I'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 T'eau de mer mélangé a du pétrole, et provient des cuves de transport. Une fois sa
cargaison déchargée, un pétrolier doit ballaster c’est-a-dire remplir d’eau de mer ses cuves
pour assurer la stabilit¢ du navire lorsqu’il fait route. Le ballast représente en volume environ
1/5 du navire. Lorsqu’il se prépare de nouveau a charger, le pétrolier doit donc vider ses cuves
de T'eau de mer qu’elles contiennent. Cette opération de déballastage théoriquement réalisée
dans les installations portuaires prévues a cet effet, a lieu en réalit¢ souvent en mer de facon

illégale, a I'approche des ports (Noémie et al., 2003).

3.1.4 Ledégazage (Sludges)

Les produits pétroliers sont mtroduits dans I’environnement marin sous forme de
produits  raffinés : carburants et huiles, leurs compositions dépendent de I'origine du
pétrole et des opérations subites au cours du raffinage. On dénombre environ 230
composants pour I'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) supéricure a 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 a 1 et vont donc s’accumuler a 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 linaires); lIsoalcane ou isoparaffines
(hydrocarbures saturés ramifiés); Cycloalcanes ou des naphtenes (saturés alcanes cycliques);

et les aromatiques (Figure 4) (Marchal et al., 2003).
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Différents types de carburants :

Essences Gazoles
*nC:5-10 nC:11-25
«d:072-077 d: 082-0.86

« additifs (MTBE ; ETBE)

Isoalcanes BTEX
35%

Aromatiques
30%

BBTEX
B Autres aromatiques
OCycloalcanes

Isoalcangs et
cycloalcgnes
46%

n-alcanes ! . .
90; | Autres aromatiques OAlcénes

Alcéngs 14% Bp-alcanes 240
4%

n-alcanes

Olsoalcanes

Cycloalcanes
2%

Figure 4. Composition chimique de I’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 I'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 croisieres, ferry..)
et bateaux de péche. Compte tenu de I'utilisation d’un fuel brut de bas de gamme pour la
propulsion du navire, seule une partie du fuel peut étre consommée par les machineries
lorsqu'un navire fait route. Outre ces résidus de fuel, un navire consomme une importante
quantit¢ 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 quune quantité non négligeable
d’hydrocarbures peut provenir de Iactivit¢é de nombreux micro-organismes et des plantes
aquatiques (phytoplancton, macrophytes).

Les especes phytoplanctoniques et les macro-algues synthétisent des n-alcanes dont les
longueurs de chaines varient respectivement de n-C14 a n-C32 et de n-C20 a n-C30 (Saliot,
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1981), avec un maximum a n-C15 ou n-C17 (Blumer et al., 1971 ; Gelpi et al.,1970 ;
Clarck etal. ,1967; Youngblood et al.,1971).

4 Le littoral algérien

Les principaux probléemes de pollution du littoral algérien incluent les eaux usées
urbaines et industrielles non traitées, les nappes d’hydrocarbures de pétrole et I'érosion coticre
(Www.eea.europa.eu.2006).La pollution par les hydrocarbures de pétrole est trés courante le
long du littoral algérien, compte tenu des voies du trafic maritime pétrolier qui passent a
proximité, selon le  rapport réalis¢é par '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 mediterranée, ce qui correspond au
transit de 1800 petroliers 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
exportees a 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 cotieres 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 industriclles et urbaines de boues
toxiques provenant de raffineries de pétrole a Alger, Oran et Skikda et de la production de
gaz naturel En raison de la présence d’activités pétrolicres en Algérie, les sédiments
portuaires et cotiers 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 1. Concentrations des hydrocarbures pétroliers totaux (HPT) dans les sédiments portuaires en Algérie

(www.eea.europa.eu.2006)

. At s Concentrations d’hydrocarbures pétroliers totaux
Principaux ports d’Algérie (HPT en mg/kg)
Oran 1500-17 000
Arzew 930-8600
Bethioua 67-940
Mostaganem 1600-8800
Ténes 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 dégats, la pollution d’origne 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 derniéres décennies (Head et al
,1999 ). Les pollutions liées aux hydrocarbures entrainent un nombre considérable d’effets
négatifs sur la santé humaine, la qualit¢ de I'air et de I'eau, la détérioration des écosystémes
terrestres et marins, la biodiversité, la contamination des chaines alimentaires (O'Rourkeet et
al., 2003). Parmi les differents processus impliqués dans le devenir des hydrocarbures, la
biodégradation des hydrocarbures pétroliers par les micro-organismes est considérée comme

un processus majeur (Leahy etal., 1990).
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Chapitre 2 : Les Hydrocarbonoclastes de I’Environne ment Marin

1 Les micro-organismes hydrocarbonoclastes

On sait depuis quelques décennies qu’une fois dévers¢ dans I'eau de mer, le pétrole
est soumis a l'action d’un certain nombre de facteurs physico-chimique conduisant & son
élimination partielle. On note ainsi successivement (Figure 5) des phénomenes 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 matiére organique particulaire et de dissolution de ses
composés en matiere 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 I’élimination des polluants d’origine pétroliere (Atals, 1981).
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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, a la fois dans la colonne d’eau et

dans les sédiments (Bertrand et al., 1989). Prince, 2005 a 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 a 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 pres d'un siecle (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' especes et de
genres de biodégradation existants ,mais aussi a cause de leur polyvalence métabolique
(Abalos etal., 2004).

Bacteria G Archaea Eukaryotes
%, % Myxomycota

i/"f',/)o'i > Entamoebae Animalia
)

Methanosarcina fFung

Methanobacterium

Proteobacteria

Halobacteria

Plantae
Methanococcus Ciliat
iliates
Cyanobacteria Thermococcus
Planktomyces - | Py v
RO hermoproteus Flagellates
Firmicutes Pyrodicticum
Bacteroides Trichomonads
Chlorobium
Microsporidia
Deinococcus

Thermus Diplomonads

Aquifex

Krown to degrade oi Tree of life

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

identifiés a 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 lenvironnement 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 méme dans les profondeurs d’eau (Prince et al., 2013).Alors que la

dégradation anaérobie des hydrocarbures se réalise principalement dans les sediments
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anoxiques et a lintérieur. La biodégradation de lhuile d' hydrocarbures se produit facilement
dans une profondeur de 2000-5000 m (Bazylinski et al., 1989 ; Schwarz et al., 1974) dans
I'arctique (Mc Farlin etal., 2014) et lantarctique (Delille etal ., 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 a 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
tres 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 persiqgue 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 Dbactéries hydrocarbonoclastes marines
(BHCM)

Des groupes bactériens typiques sont déja connus pour leur capacité a dégrader les
hydrocarbures dans les milieux marins comprennent Pseudomonas, Marinobacter,
Alcanivorax, Microbulbifer, Sphingomonas, Micrococcus, Cellulomonas, Dietzia, et
Gordonia (Barth, 2003). lls ont été isolés sous forme de dégradeurs d'alcanes ou de
composes aromatiques tels que le toluéne, le naphtalene et phénanthréne. 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 y-Proteobacteria, et le genre Planococcus parmi les bactéries Gram positif
(Yakimov et al., 2003) .Par exemple, les souches Alcanivorax peuvent croftre sur n-alcanes
et les alcanes ramifies (Figure 7), mais ne peut pas utiliser tous les sucres ou des acides
aminés comme source de carbone. De méme, les souches de Cycloclasticus poussent sur des

hydrocarbures aromatiques, le naphtalene, le phénanthrene et anthracéne (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 phénanthréene ou chryséne (Engelhardt et al., 2001).
Certaines bactéries isolées a partir d' environnements marins qui dégradent les hydrocarbures
ont eté classés en plusieurs genres qui incluent les souches de bactéries terrestres exemple le
naphtalene est dégradé par le genre Staphylococcus et Micrococcus (Melcher et al., 2002)
Jle 2 - methylphenanthrene par Sphingomonas (Zhuang et al., 2003) et les alcanes par

Geobacillus (Gilewicz etal., 1997) .
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Figure 7. Phylogénie des principaux groupes de bactéries hydrocarbonoclastes marines. En

Légende:
1. Bacillus megaterium 16. Pseudomonas putida
2. Listeria monocytogenes 17. Pseudomonas stutzeri
3. Planomicrobium alkanoclasticum 18. Oleispira Antarctica
4. Clostridium cellulosi 19. Thalassolituus oleivorans
5. Desulfovibrio desulfuricans 20. Neptunomonas naphtovorans
6. Geobacter sulfurreducens 21. Oceanospirillum multilobuliferum
7. Paracoccus denitrificans 22. Oceanospirillum linum
8. Sphingomonas subarctica 23. Escherichia coli
9. Nitrosomonas europaea

. Rhodoferax fermentans
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. Alcanivorax borkumensis

. Halomonas pantelleriensis

e e =
g b wWNRE o

19



Partie 2 : Matériel et Méthodes

3 Adaptation des bactéries hydrocarbonoclastes (HCB) aux

hydrocarbures

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

trois mécanismes majeurs :

e Le pétrole stimule la prolifération des hydrocarbonoclastes (les milieux pollués
chroniquement sont plus riche en hydrocabonoclastes). En cas d’apport soudain de
pétrole, I'abondance relative des ces HCB permet d’assurer la mise en place rapide
d’un consortum de dégradation ;

e Les bactéries sont capable de transférer les génes de catabolisme des hydrocarbures
par conjugaison, la probabilit¢ pour que ce type d’échange survient dans un
environnement chroniquement pollué est plus grande (Hada et al.,, 1981, Leahy et
al., 1990) ;

e Enfin, dans les zones polluées, des mécanismes d’induction des enzymes d’intérét 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 grace a la mise en place
d’un consortum 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’aprés un apport soudain de pétrole, le ratio entre HCB et bactéries totales
augmentait fortement. On assiste en générale a une baisse de la diversité totale des
communautés bactériennes au profit de certaines espéces avantagées sélectivement par la
nouvelle source de matiere organique et particulierement bien adaptées a la présence de
certains hydrocarbures. L’élimmation conjointe des bactéries sensibles au pétrole et la
stimulation des HCB conduit souvent a une augmentation de I’abondance bactérienne et a un
regain d’activité¢ globale de la communauté dans les premiers jours aprés 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 a disparaitre, d’autres bactéries ayant eu le temps de s’acclimater aux
molécules les plus complexes (les hydrocarbures aromatiques polycycliques par exemple)
proliferent a leur tour et prennent I'ascendant sur le reste de la communauté. cela se traduit
par une alternance de différents groupes qui se poursuit jusqu’a I'élimination quasi-compléte
des hydrocarbures (Head et al., 2006). Toutes les especes bactériennes ne présentant pas un
taux similaire de dégradation des hydrocarbures, la biodégradation des différents composes
entraine une variation des sources de carbone disponibles dans le milieu au fur et a 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 diversit¢ au sein de la communauté microbienne indigéne au cours du

temps.

4.1 Les facteurs limitant I'action des HCB

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

e leur fable solubilit¢ dans I'eau et ;

e leurs effets toxiques sur les cellules vivantes.

Dans le premier cas intervient un probléme d’accessibilité. Les substrats hydrophobes ont
tendance a 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 (Igbal
et al.,, 1995). Le caractére lipophile des hydrocarbures est la principale source des effets
toxiques en provoquant des altérations de la structure membranaire (Sikkema et al., 1995)
Les aliphatiques a courte chaine et les aromatiques légers sont plus diffusibles et sont plus

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

4.2 Facteurs environnementaux affectant l'activité des HCB

Des conditions environnementales défavorables a la croissance bactérienne, et par
conséquent a la métabolisation des hydrocarbures, représentent donc le principal obstacle a 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, 'oxygene 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 activite
microbienne ralentit a basse températures et en raison a des diminutions du taux d'éléments
nutritifs et le transport des déchets a travers la membrane (Whyte et al., 1998). Une
diminution de température est généralement accompagnée par une diminution de la vitesse de
biodégradation qui peut étre expliquée par une décroissance de Iactivité enzymatique . Des
températures plus élevées ont pour effet d’augmenter la vitesse de biodégradation (Sandvik et
al., 1986 ; Song etal., 1990 ; Walworth et al., 2001 ).
La température affecte également :

e la viscosité et la solubilit¢ des hydrocarbures: a basse températures la viscosité du
pétrole augmente et I'émulsification est plus difficile.

e la volatilisation des composés de faible poids moléculaire : a basse températures la
volatilisation  des composés de faible poids moléculaire toxiques pour les micro-
organismes, ralentit.

e parson effet direct sur la chimie des polluants (Venosaetal., 2003).

Pour les buts de biodégradation, les températures peuvent aller de 15 a 45 ° C (coincidant
avec la température optimale des micro-organismes mésophiles) (Feitkenhauer et al., 2003)
cependant, l'optimum est & 30-40 ° C. L’oxydation des hydrocarbures a été¢ observée a la fois
a des températures proches de zéro (Zobell, 1973 ; Dellile, 2000) et a des températures
autour de 70 °C (Mateles et al., 1967).

4.2.2 Oxygene

Les ressources en oxygene constituent un facteur particulierement 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
nclut 'oxydation de ces substrats par I'mtermédiaire d’hydroxylases et d’oxygénases, pour
lesquelles T'oxygéne 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 [Ienvironnement. Le probléme de la

limitation de loxygéne moléculaire dans les couches superficielles des colonnes d’eau est
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mexistant, en effet la concentration en oxygene est suffisamment élevée pour assurer lactivité
des micro-organismes hydrocarbonoclastes (Soltani, 2004). En milieu anaérobie, I'oxygene
est remplacé par d’autres types d’accepteurs d’électrons mais le rendement y est donc
particulierement réduit, la dégradation y est donc particulierement lente (ex: sédiments)
(Coates et al., 1997). Les sédiments aquatiques, sont généralement anoxiques, a I’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),ou la concentration en oxygene est de 8 ppm, alors qu'elle est plus fable en
profondeur. La dégradation anaérobie des hydrocarbures par les micro-organismes peut se
produire mais a 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 etal., 2001).

4.2.3 LepH

L’influence du pH a ét¢ trées peu étudiée, mais i ne semble jouer quun role
relativement mineur en milieu marin. Contrairement a la plupart des écosystémes aquatiques,
les sols peuvent avoir des valeurs de pH trés variables, allant de 2,5 a 11,0. Des valeurs
extrémes de pH, ce qui est le cas pour quelques types de sols, pourraient avoir une influence
négative sur la capacité des micro-organismes a 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 légerement basiques.
Quelque soit la valeur qu’il peut atteindre, le pH des milieux marins n’atteint jamais des
valeurs suffisamment extrémes pour inhiber la biodégradation.

4.2.4 La salinité

La salinit¢ moyenne des milieux océaniques est de l'ordre de 3,5 % et I'mtervalle 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 trés fortes salinités dans les marais salants seraient un frein a la

dégradation en raison du manque d’oxygéne 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, I'attention est généralement portée sur le pétrole qui s’étale a la surface de
I’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 a une pression de 380 bars, un
environnement qui ralentit fortement Iactivit¢ métabolique des micro-organismes, le manque
d’oxygene, et la fable température qui régnent au fond des océans s’ajoutent a la forte
pression et rendent la dégradation des hydrocarbures particulierement lente par rapport a la
surface (Leahy etal., 1990) .

4.3 La composition chimique des hydrocarbures

La composition d’un pétrole détermine sa toxicit¢ 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 a haut poids moléculaire,
les composés polaires ayant la vitesse de dégradation la plus faible. Les hydrocarbures saturés
incluent les n-alcanes, les alcanes ramifiéss et les cycloalcanes (naphténes). Les alcanes
normaux ou a chaines linéaires sont les plus abondants et les plus dégradables : les n- alcanes
a nombre de carbone supérieur a 44 peuvent étre métabolisés par les micro-organismes mais
ceux ayant de 10 a 24 atomes de carbone (C10-C24) sont géneralement plus facilement
dégradables. Les alcanes ramifiés sont plus récalcitrants & la biodégradation que les n-alcanes
et plus le nombre de ramifications augmente, moins ces composés sont susceptibles a 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 a cause de leur toxicité suite a I'interaction aveC la membrane
cellulaire des micro-organismes (Sikkema et al., 1995). Les expériences montrent sans
équivoque que la biodégradation des cycloalkanes est tres 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 Ienvironnement. Les asphaltenes et les résines constituent une faible
partic du pétrole brut, 1 a 5 % du pétrole léger alors qu’un pétrole lourd peut contenir plus de
25 % d’asphalténes et 20 % de résines. Cette derniere classe de composés pétroliers n’est pas

biodégradable ou trés lentement dégradable.

24



Partie 2 : Matériel et Méthodes

La biodégradabilité des pétroles bruts est trés fortement dépendante de leur
composition (Atlas, 1975); a une température déterminée, un pétrole léger est plus
susceptible d’étre biodégradé qu’un pétrole lourd, et plus le pétrole est raffiné plus il est
dégradé rapidement (Sauret, 2011).Une fois déversé dans I'eau, le pétrole prend diverses
formes qui conditionnent fortement le temps qu’il sera nécessaire pour I’élimmer. Selon sa
consistance, il va former un film hydrophobe a I'interface eau-air, former des émulsions dans
la colonne d’eau ou couler au fond des océans sous forme de goudron sous laction de
processus hydrodynamiques (Cooney, 1984). Sous Tl'action du vent et des vagues, le pétrole
dans l'eau et I'eau dans le pétrole peuvent former des émulsions, ce qui augmente la surface
du pétrole et par conséquence favorise I'attaque microbienne. Par contre les grandes masses
ou les nappes de mousses pétrolieres de viscosité trés 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 I’élimination totale des polluants est lente et longue (Sauret, 2011).

4.5 Les biosurfactants

Les biosurfactants sont des composes amphiphiles produites par les bactéries, les
champignons et les levures. lls appartiennent a 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 problemes 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 ladhérence des cellules au
substrat(Figure 8). Les biosurfactants réduisent la tension superficielle, ce qui augmente la
surface des composés insolubles et ce qui conduit & I’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 trés peu d’azote et de phosphore (sous forme de

molécules particulierement récalcitrantes a la dégradation la plupart du temps).ll se crée alors
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un déséquilibre entre les sources de carbone, azote et phosphore, les rapports
steechiométriques  classiques entres les differents 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 azote et le phosphore,
est un facteur clé dans le processus de bioremediation naturelle des hydrocarbures (Figure 8).
Il semblerait que la disponibilité¢ des nutriments puisse avoir un réle 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).

Surfactant production

Mineral weathering

P-rich
mineral

Primary oil
Ygradation
K + Q Y ) Degradation
Nutrient fecyding ‘oe é intermediates
v 52
. .

Phage-mediated lysis \’\/ g

Secondary consumers

Protozoan predation

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

Facteurs

Réle dans la décomposition des hydrocarbures pétroliers

Biodisponibilité

La composition et la concentration en hydrocarbures affectent le
taux et l'efficacité de la biodégradation microbienne

Affecte le comportement physicochimique des hydrocarbures (la

Température viscosité, la diffusion, la solubilité).
Affecte la physiologie et la diversité des microorganismes indigenes
pH Inhibe Tactivité microbienne en régulant le métabolisme microbien
. Affecte la croissance microbienne et par conséquent les taux de
Nutriments o .
biodegradation.
Bien que la biodégradation des hydrocarbures puisse s'effectuer en
conditions anaérobies et aérobies, la biodégradation aérobie
Oxygéne présente un rendement beaucoup plus élevé.
Une réduction du la concentration en oxygéne entraine donc une
réduction de l'efficacité de la biodégradation
Les variations de salinit¢é modifient la structure et la diversite des
communautés microbiennes indigénes en sélectionnant pour des
. espéces halophiles ou halotolérantes. Ceci peut avoir un effet
Salinité o o . o
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 indigénes
Matié re La présence de r_na'_[iére orgapiq_ue entraine une _S(f:qgestration des
; hydrocarbures,  diminuant ainsi leur  disponibilit¢  pour la
Organique

biodégradation microbienne.

Diversité de la
communauté
microbienne

indigene

La présence de bactéries hydrocarbonoclastes au sein de la
communauté bactérienne indigéne favorisera une réponse rapide et
efficace lors de [lintroduction d'hydrocarbures pétroliers dans le
milieu.

Une communauté “adaptée” présentera donc une efficacité de
dégradation des hydrocarbures supérieure a 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 cotieres d’Annaba et d’El-Kala (Figure 9).
Le port d’Annaba fait partic des dix principaux ports de commerce d’Algérie, il est limité a
I'ouest par le mont de I’Edough, au nord par Cap de Garde, au sud par les dunes qui se
prolongent vers I’Est jusqu'au Cap Rosa.
Le port d’El-Kala est un petit port caractérisé par une trés forte activité de péeche, situé a 80
km a I’Est d’Annaba et proche de la frontiere algéro-tunisienne.
Les échantilons d’eau de mer ont ¢été prélevés au niveau des ports dans des stations
polluées par des hules de moteurs et d’hydrocarbures. Nous avons choisis deux sites a
fortes activités maritimes avec quatre stations de préelevements 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 I'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 :

e Substances chimiques ou pétrochimiques
e gas-oil et produits assimilés : Marine Diesel Oil (MDO), mazout. ..
e fiouls lourds; pétrole brut lourd, léger; huiles de Ilubrification (le plus souvent
usagées).
e 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 'eau
du Cap de garde (utilisée ici dans cette étude pour effectuer les tests de croissance) sont
prélevés dans des flacons de capacit¢é 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 prélevement.
Le cap de Garde est localisée dans la partic Nord Est du massif de I’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 I'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. 1l est important de connaitre leur concentration pour déterminer le degré de
pollution de I'eau de mer.
Le dosage des hydrocarbures totaux a été réalisé par une méthode alternative (Tableau 3)

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

Le but du dosage dans cette étude est pour déterminer :

e |e 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 :

e Extraction des hydrocarbures dans I’échantillon d’eau avec du pentane dans une
ampoule a décanter.

e Elimination des substances polaires par filtration de I’échantillon avec un filtre
millipores de 45 uM de diametre.

e Evaporation du solvant d’extraction (le pentane) dans un bloc chauffant a une
température de 70°C pendant 30 minutes.

e Décomposition oxydative de I’échantillon dans un bloc chauffant durant 2 heures a
une température de 148°C.

e Dosage des hydrocarbures totaux a I'aide d’'un spectrophotometre UV visible a une
longueur d’onde de 436 nm. Le taux d’hydrocarbures totaux est exprimé en mg par
litre.

1.1.3 Le dosage del’azote total (NT)

1.1.3.1 Principe
Le dosage de l'azote total (NT) consiste en I'estimation de la somme des différentes

formes de I'azote : I'azote de Kjeldahl (ammonium, ammoniac et azote organique), les nitrites
et les nitrates dans 1’eau (Junqua et al., 2009).

La somme des differents composés azotés comme I'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 lazote total a été réalisé par une réaction chimique
conforme aux normes (Tableau 3).

Technigue

e Minéralisation oxydative de tous les composés azotés organiques et inorganiques
en bloc chauffant pendant une heure a 100°C (dans un milieu acide toutes les
substances azotées organiques et minérales sont oxydées et donnent des nitrates).

e Laisser réagir les nitrates en milieu acide avec du 2,6-diméthylphénol pour former du
4-nitro-2,6-dimethylphenol.

e Détermination par spectrophotometre du taux de I’azote total a 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 I'eau de mer a I'état soluble ou particulaire existe sous plusieurs
formes: phosphore inorganique, composé essentiellement d’orthophosphates et de
polyphosphates et  phosphore  organiqgue 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 étre déterminés, la somme de ces composés est appelée phosphore total. Cette

technique est conforme aux normes (Tableau 3).

1.1.4.2 Technique
e Faire réagir les ions orthophosphates avec le molybdate d’ammonium pour donner
de I’acide phosphomolbydique.
e Réduire I'acide phosphomolbydique en bleu molybdéne.
e Minéralisation oxydative a 100-120°C pour libérer les polyphosphates et le
phosphate organique.

e Détermination du taux de phosphore total par spectrophotometre a une longueur
d’onde de 690 nm. Le taux du phosphore total (PT) est exprimé en mg par litre.

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

Paramétres Méthodes Norme

Hydrocarbures  totaux | Détermination de la DCO aprés| Spectrophotométrie Article N
(mg/l) extraction avec le pentane 931 241

Digestion: DIN EN ISO
Digestion peroxodisulphate et 2,6- | 11905- 1H36.
diméthylphénol Détermination: 1SO  7890-1.
DIN 38405 D9

Azote total (mg/l)

EPA 365,2+3; APHA 4500-

Phosphore total Bleu de Molybdenum
P (mg/h b PE : DIN EN ISO 6878-D11

1.2 Analyses bactériologiques

1.2.1 Isolement bactériologique
L’isolement permet d’obtenir les cultures pures indispensables a toute ¢étude et

identification bactériologiqgue (Marchal et al., 1988). Le but de I'isolement bactériologique
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est d’obtenir des souches pures des bactéries autochtones du littoral Est-algérien, de les
identifier et de reéaliser 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 a partir des écosystemes cotiers 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 stérilises, acheminés au laboratoire de
microbiologie du département de biochimie de I'universit¢ de Badji- Mokthar de Annaba et
conservés a +4°C avant analyse. L’échantillonnage pour analyse bactériologique a été réalisé
dans 2 périodes de I'année, une premiere période comprise entre Mars et Juillet, la seconde
entre Septembre et Novembre. L’isolement a été réalisé dans les 24 heures qui ont suivi le

prélevement des échantillons.

1.2.1.1 Technique
e Prélever stérilement a I'aide d’une pipette graduée stérile 1 ml de chaque échantillon
et ensemencer a la surface des 3 types de milieux de culture
bactériologiques (géloses : Nutritive, Chapman et Mac-Conkey) (Marchal et al.,
1982).
e Incuber dans I’étuve bactériologique réglée a 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
e On prépare a partir de chaque culture pure de bactérie isolée une suspension
bactérienne dans un tube a vis contenant de I’eau physiologique stérile ensemencé
par une colonie prélevée stérilement avec I’anse de platine.
e On préleve stérilement a I'aide d’'une anse de platine une goutte de la suspension
bactérienne.
e 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.

32



Partie 2 : Matériel et Méthodes

e On incube les boites ensemencées a 30°C dans I'étuve bactériologique pendant une
période allant de 24 h a 15 jours.

1.2.2.2 Lecture

e 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.

e 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.

e 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 I'aspect des cultures obtenues aprés croissance des
bactéries sur gelose eau de mer synthétiqgue - pétrole brut. Ces dernier ont fait 'objet d’un
test de croissance sur gélose composée d’eau de mer synthétique et pétrole brut Iéger avec

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

Gélose eau de mer-synthétique (Soltani, 2004)

Tris (Hydroxyméthyl- aminnméthane)........................... 2¢ 1t
NACL oo 23g It
KCL. e 0,75g .I'
NHCL oo 1grIt
MOSOLTH20 .. e 6,16 gI'
MO.Ch.BH2O ... 5,08 gl
CACh.2H20 ..o 1,98 gl
HoO diStIEE. ..o, 1l

AT, . 15g.I*
(+) Pétrole brut ...........ccoiiiiiii ml

Le pétrole brut aété 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 Etude des caractéres morphologiques :
Le caractere morphologique est un critere d’orientation trés important de [I'identification

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

a) Aspect des colonies bactériennes isolees (Marchal et al., 1988):
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Taille : petites colonies lorsque le diamétre est égal ou inférieur a 1 mm, colonies
moyennes lorsque le diamétre est compris entre 1,5 et 3 mm, grandes colonies
lorsque le diametre est supérieur a 3 mm.

Allure des contours : bords lisses réguliers, irréguliers, déchiquetés pouvant méme
présenter parfois des prolongements, I’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 mordangage : éliminer I'exceés de violet en I’entrainant avec la solution de lugol
(le mordant), le temps de mordancage doit étre égale ou légérement supérieur
au temps de violet.

Décoloration par I’alcool-acétone : décolorer la lame avec le mélange alcool-acétone
jusqu'a ce que l’alcool - acétone n’entraine plus le colorant.

Lavage a I’eau de robinet

La contre- coloration : recolorer le frottis avec la fuchsine diluée au 1/10° pendant
10 a 20 secondes.

Rincer la lame colorée a |'eau, et sécher.

Observer a I'objectif a immersion (grossissement x 1000)

Les bactéries Gram positif (+): apparaissent en violet foncé, ils gardent leur
coloration primaire aprés la décoloration par I'alcool.

Les bactéries Gram négatif (-): apparaissent en rose rouge, décolorées par I’alcool,
sont teintées par le contre- colorant: la fuchsine diluée.
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1.2.3.2 Etude des caracteéres physiologiques

1.2.3.2.1 Le testde la mobilité
La mobilité est le caractere le plus important, mis en évidence par I'examen a

Iétat frais, ce dernier permet de constater (Marchal et al., 1988) :

e La présence ou I'absence de motilité.

1.2.3.2.2 Technique

e On préleve avec une pipette Pasteur stérile ou une anse de platine une goutte de
culture fraiche en milieu liquide.

e On dépose la goutte au milieu d'une lame propre et dégraissée.

e On pose délicatement la lamelle, la goutte doit étre suffisante mais
proportionnée a la lamelle choisie, le liquide ne doit pas déborder.

On répartit le liquide sous la lamelle en appuyant trés légérement avec Iextrémité d’une

pince ou avec longle ,jamais avec la pulpe du doigt ( les traces grasses rendraient

impossible tout examen microscopique.

e On observe au microscope optique a I'objectif x40 , ou x60 (condenseur baissé
et diaphragme légérement fermé).

1.2.3.2.3 Lecture

e Les bactéries sont considérées mobiles, lorsque des trajectoires tres différents
sont observés par des déplacements dans toutes les directions

e 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’hydrogéne (H, O) en eau et en oxygéne. Synthétisée par la plupart des bactéries
aérobies, elle élimmne le peroxyde d’hydrogeéne produit au cours du métabolisme aérobie. Le
test de la catalase sert a détecter la production de cette enzyme par une souche bactérienne
donnée (Singleton, 1999).

catalase
H, O, » HHO+ %2 O,

1.2.3.3.2 Technique

e On dépose a lI'aide d’'une pipette Pasteur stérile une goutte d’eau oxygénée a 10
volumes au centre d’'une lame propre et dégraissée.
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e On préléve avec une pipette Pasteur stérile un fragment d’une colonie bactérienne.

e On transfere 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 I'eau oxygénée sous 'action de la catalase (Guiraud et al., 1998).

1.2.3.4 Le test de I'oxydase

1.2.3.4.1 Principe

Le test de I'oxydase détecte un type particulier de chaine respiratoire, qui comporte en
fin de chaine un cytochrome c¢ et I'oxydase associée. Les bactéries qui possédent une telle
chaine peuvent oxyder des composés chimiques comme le réactif d’oxydase de Kovacs
(dihydrochlorure de tétrarméthyl paraphénylene diamine 1 %). Les électrons sont transféres
de ce réactif au cytochrome c¢ et de la, via 'oxydase, a 'oxygéne. Ainsi oxydé, le réactif

développe une couleur violette intense (Singleton, 1999).

1.2.3.4.2 Technique

e On dépose stérilement le disque d’oxydase au centre d’'une lame propre.
e On humidifie le disque d’oxydase par une goutte d’eau distillée stérile.
e On préleve un fragment de colonie bactérienne (culture fraiche) recueillie sur gélose
avec une pipette Pasteur et on |'étale sur le disque.
1.2.3.4.3 Lecture
Les especes oxydase-positives donnent une coloration violette immédiatement ou dans les 10

secondes (Singleton, 1999).

1.2.3.5 Etude des caractéres biochimiques

1.2.3.5.1 Principe

Le systtme API est une galerie biochimique miniaturisée. Ce systeme comprend des
micro-tubes qui contiennent chacun un milieu déshydraté different 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 a laide de tableaux, de -catalogues
analytiques ou de logiciels (Guiraud et al., 1998).
Dans notre étude nous avons utilisés pour I'étude des caractéres biochimiques des souches
isolées des galeries API 20 E (Figure 10) et APl 20NE (Figure 11).
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1.2.3.5.2 Technique

On prépare une suspension bactérienne en ensemencgant dans un tube stérile
contenant de I’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 a la fois la réhydratation du milieu et son inoculation).
On ajoute de I’huile de paraffine (pour éviter tout contact avec I'air) dans les micro-
tubes ol c’est nécessaire (Singleton, 1999).

On met la plaque a incuber a 35- 37 °C (APl 20 E), 30°C (API 20 NE) pendant 18-24
heures.

On ajoute apres incubation des réactifs la ou ils sont requis pour détecter les produits
métaboliques particuliers.

L’mterprétation des résultats est possible graice a I'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 APl 20 E et API 20

NE ou sa transposition sur un ordinateur (logiciel APl LAB) permet de connaitre
Iidentification la plus probable (Brossard et al., 1989).
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Milieu d’isolement

Suspension medium 5ml

F Gélose nutritive

/ -Test  complémentaires

(OF, mobilité, Mac
Conkey)
/ -Sérologie, etc

Galerie API 20E

35°C-37°C | 24H
v
Réactifs et lecture

v

Identification

Figure 10. Technique d’identification par une galerie APl 20E
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Milieu d’isolement
Sélectionner les bactéries a tester

avec laréaction de I’oxydase.

l Reéaliser une suspension
\ homogene dans 2 ml d’eau

= physiologique de densite
aaii égal 2 0,5 Mc Farland

Transférer 4 gouttes
(200u)
\ API 20 NE Medium
Inoculer NOs-PNPG ¥ l Inocule | °%7 | - L)

NO3 TRP GLU ADH URE ESC QGEL PWPG[GLUJ|ARA| (MNEMAN

30°C | 24
Ajouter les réactifs pour NO; et TRP

|

Lire et interpréter

|

Ré-incuber si nécessaire

Lire et interpréter

Figure 11. Technique d’identification par une galerie APl 20NE
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1.3 Analyses moléculaires

L’identification bactérienne se fait traditionnellement a partir des caracteres
phénotypiques de la bactérie: coloration (Gram), morphologie, aptitude a croitre sur certains
milieux de culture, caractéres 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 caracteres phénotypiques. Pour d’autres especes, une situation de stress peut
altérer les caractéres phénotypiques. Une identification basée exclusivement sur des caractéres
phénotypiques peut donc mener & un résultat erroné. Par ailleurs, les bactéries rares ne sont
pas répertoriées dans les bases de données des systemes commercialisés et en conséquence,
les études basées sur les caracteres phénotypiques ne permettront pas de les identifier. Enfin,
pour certaines bactéries a croissance difficile les caracteres phénotypiques sont difficiles a
déceler ; la biologie moléculaire simplifie dans ce cas I'identification (Petti et al., 2005).
Dans ces  situations, I'amplification et le séquencage du géne ARNrl6S  suivi de la
comparaison de la séquence obtenue a des bases de données ont démontré leur efficacité pour
I'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 espéce, I'amplification «
16S long » reste nécessaire (Clarridge, 2004).

L’identification ~ moléculaire des souches bactériennes  autochtones isolée a été
réalisée au laboratoire Micro-organismes Génome et Environnement «L.M.G.E.» de
université Blaise Pascal Clermont Ferrand 1l, France. L'amplification par Polymérase Chain
Réaction (PCR) et le séquencage du géne 16S ADNr avec des amorces 27f 1401r comme
décrit dans (Batisson et al., 2009).

1.3.1 Extraction et purification de I’ADN génomique bactérien

1.3.1.1 Principe
Avant toute chose, I'acide désoxyribonucléique (ADN) bactérien doit étre extrait de la

matrice de départ. Les méthodes d’extraction les plus utilisées font appel a 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 a partir des cultures pures des différentes
souches bactériennes isolées autochtones du littoral Est-Algérien a Taide 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 étre extrait.

1.3.1.2 Technique
= Reécupération dans des pilotes d’environ 50ml d’échantillon

» Soit centrifuger 30min a 4°C 20000 rpm puis récupérer le culot dans 545 pl
de Tris EDTA (TE) a pH 8 et conserver a -20°C.
» Soit conserver directement les 50ml a -20°C, laisser décongeler puis
centrifuger 30min a 4°C 20000 rpm et reprendre le culot dans 545 pl de
Tris EDTA (TE) & pH 8.
= Ajouter 25l de lysozyme (50mg/ml) et incuber 30min a 37°C (mélanger avec la
pipette).
= Ajouter 30puL SDS 10% et 3uL de protéinase K (20mg/ml), incubé 1ha 37°C
= Faire préchauffer Na Cl 5M et Cétyltriméthylammonium Bromure (CTAB) a 65°C
(dans I’ordre).
= Ajouter 100uL. de Na CI préchaufte et 80 pL de CTAB préchauff¢ (dans I'ordre). Ne
pas mélanger a la pipette. Formation d’un précipité blanc. Incuber a 65°C pendant 10
min.
= Ajouter 1volume de chloroforme /alcool isoamylique (24 :1).
=  Centrifuger 30min & 14000 rpm & 4°C.
= Récupération de la phase supérieure.
= Ajouter 0.6 volume d’isopropanol froid (-20°C).
= Incuber au minimum 45 min a -20°C.
= Centrifuger 20min a 14000 rpm a 4°C.
= Laver le culot avec 500pL d’éthanol 70% froid (-20°C).
= Seécher sous vide.
= Ajouter 50pL tampon TE a pH 8 et mettre a 4 °C pendant 24 h pour faire dissoudre
I’ADN génomique.
= Ajouter 50puL RNase (1ng/ml) incuber 30 min a 37°C.
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1.3.2

1.3.2.1 Principe

Ajouter 445 pL TE pH 8 et 50uL d’acétate de sodium 3M pH 5.2 puis 0.6 (350pL)

d’isopropanol froid (-20°C) puis mélanger et incuber a -20°C au moins une heure ;
Centrifuger 20min a 14000 rpm a 4°C.

Laver le culot avec 0.5 ml d’éthanol 70%.
Sécher sous vide et reprendre le culot dans 50pL tampon TE pH 8 puis incuber
pendant 24 h a 4°C.

Une fois extraits, les ADNs génomiques sont conserves a — 20°C dans 50 pl d’eau

milli-Q (eau ultra pure).

Amplification des génes d’ADNr 16 S par réaction de polymérisation en

chaine (PCR)

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) consiste a multiplier la séquence du

géne de 'ADNr 16S a laide d’amorces spécifiques encadrant la séquence de ce gene et

géenérant un amplicon de 1500bp (Ennadir etal., 2014) .

Les génes d’ARNr 16S sont amplifi¢ss a partir de ADN génomique extrait des bactéries

isolées avec des amorces repertoriees 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 pl contenant I’ ADN

matriciel, 0,2 uM de chacune des deux amorces utilisées, 0,2 mM de desoxyribonucleoside
triphosphate (dNTPs), 1,5 mM de MgCI2, 0,5 a 1 U de Taq polymerase (Eurobio) en fonction

du géne a amplifier avec son tampon réactionnel 1X final.

Les micro-tubes sont ensuite placés dans un thermocycleur automatisé qui répete 35 cycles

les trois etapes suivantes (amplification) :
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1.la dénaturation de ADN (20s a 95°C) ;
35 2.’hybridation des amorces (55s) a la température d’hybridation ;
3.et la synthese du brin complémentaire grace a une ADN polymérase
thermostable (105s a 72°C).
4. Une élongation finale (105s a 72°C)
L’ensemble des cycles de PCR est précédé par une étape primaire de dénaturation de ’ADN
(10 min a 95°C).

cycles

1.3.3 Séquencage

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.ncbinim.nih.gov/) grace a loutil d’alignement Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST). Cette étape permet I'identification de la séquence par homologie avec
des séquences connues. Les séquences codant pour PARN ribosomique 16S ont en parallcle
été eérifices avec le programme CHECK_CHIMERA du Ribosomal Database Project Il
(RDP)(http://35.8.164.52/cgis/chimera.cgi?su=SSU) pour déterminer d’éventuelles séquences
hybrides générées par PCR. Les séquences ont ensuite ¢té alignées a l'aide du logiciel Clustal
W, puis ajusttes a la taille de la séquence nucléotidigue la plus courte
(http://helios.bto.ed.ac. uk/evolgen/filatov/proseq. html).

1.4 Analyses phylogénétiques des séquences

La PCR universelle ciblant le geéne codant pour 'ARNr 16S a laide d’amorces
universelles, a d’abord été développée pour des études phylogénétiques. En effet ce gene est
universellement retrouvé chez les bactéries et sa fonction est conservée (Renvoisé, 2012). Les
séquences du géne 16S ont ainsi joué un role majeur dans I'étude de la phylogénie et de la
taxonomie bactérienne (Olsen et al., 1993; Janda et al., 2007).
Apreés identification moléculaire des souches, Les analyses phylogénétiques ont été élaborées
a 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 methode
Neighbors-Joining (Saitou et al., 1987).

Une analyse par le logiciel MEGAS5.05 (www.megasoftiware.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.
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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 methodes 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 a I'étuve pour que la croissance
débute puis, avant qu’elle ne soit trop abondante, les tubes sont placés dans une armoire
réfrigrée a 4°C ou parfois laissés a température ambiante. La vitalité de la souche se
maintient pendant des durées variables, selon la température et I'espéce 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 a + 4 °C.

2 Etude 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 a travers des
cinétiques de croissance réalisees par des mesure quotidiennes de la densite optique (DO)
par spectrophotométre a une longueur d’onde de 600 nm .

Chaque souche sélectionnée a fait I'objet d’une étude de cinétique de croissance en présence

de 4 alcanes (hexane CgHi4, heptane C7Hsg, décane CioHa2 et cyclo- hexane Cg H 12).

2.1.1 Technique

e On met dans un Erlen- Meyer stérile, 99 ml d’eau de mer stérile a pH = 8,18,
enrichie par azote et phosphore avec un rapport de N/P =1 ; d’aprés (Tarayre, 2012)
les hydrocarbures doivent étre en solution, disponibles pour les microorganismes.

e On ajoute 1 ml d’alcane (hexane Cg¢Hi4, heptanes C;H;¢, décane CioHz2, cyclo-
hexane CgH 1) comme seule source de carbone et d’énergie.
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e On ensemence par 1 ml de suspension bactérienne préparée a partir d’une culture
pure (18h-24h) de la bactérie sélectionnée.
e Onincube a 30°C dans un agitateur réglé a une vitesse de 150 rpm.

e Onréalise en paralléle des essais témoins (sans bio-stimulations) (Figure 12).

2.1.2 Lecture
Des mesures quotidiennes de densité optique ont été réalisées par spectrophotometre a une

longueur d’onde de 600 nm (Perry etal., 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’énergic a travers des cinétiques
de croissance par des mesures quotidiennes de la turbidité par spectrophotometre a une
longueur d’onde de 600 nm .

Chaque souche sélectionnée a fait I'objet d’une étude de cinétique de croissance en présence

de 2 types de carburants (essence normal, essence sans plomb).

2.2.1 Technique

e On Met dans un Erlen- Meyer stérile 99 ml d’eau de mer stérile (pH = 8,18).

e On ajoute 1 ml d’hydrocarbure raffiné (carburants: essence normal, essence sans
plomb) comme seule source de carbone et d’énergie.

e Onensemence par 1 ml de suspension bactérienne préparée a partir de la culture
pure (18h-24h) de la bactérie sélectionnée.

e Onincube a 30°C dans un agitateur réglé a une vitesse de 150 rpm.

e Onréalise des cultures témoins (sans carburants) (Figure 12).

2.2.2 Lecture
Des mesures quotidiennes de densit¢ optique par spectrophotometre a une longueur d’onde

de 600 nm ont été realisées (Perry etal., 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 a 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'ou I'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 synthése des acides aminés et des enzymes. Les sources
naturelles d'azote pour les micro-organismes comprennent ammoniac, le nitrate, les nitrites
et les composés azotés organiques (NUfez, 2003), le phosphore est également nécessaire pour
la formation de composés enzymatiques cellulaires utilisés dans les procédés la synthése et la
dégradation. Les sources de phosphore utilisables par les bactéries sont :K,HPO4, KH,PO4 ,
NaH,PO4 , Na;HPO4 , 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 I’hydrocarbure raffiné (carburant : essence normale) comme seule
source de carbone et d’énergie avec et sans bio-stimulation par un rapport N/P=1 & travers
des cinétiques de croissance par des mesures quotidiennes de la turbidité par

spectrophotométre a une longueur d’onde de 600 nm.

2.3.1 Technique

e 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.

e On ajoute 1 ml d’hydrocarbure raffiné (carburant : essence) comme seule source de
carbone et d’énergie.

e Onensemence par 1l mlde suspension bactérienne.

e Onincube a 30°C dans un agitateur réglé a une vitesse de 150 rpm.

e Onréalise des cultures témoins (sans bio-stimulations).

2.3.2 Lecture
Des mesures quotidiennes de densit¢ optique par spectrophotometre a une longueur d’onde

de 600 nm ont éte réalisées (Perry etal., 2004).
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99 ml d’eau de mer stérile

. . 1ml de la suspension
-Avec biostimulation (+ N/P)

hactérienne
-Sans biostimulation (sans N/P)

1ml : n-alcanes-

LhmAranarhiwrne raflnAec

v

Incubation dans un Agitateur a 30°C a

une vitesse de 150 rpm

\ 4

Mesure de la DO par spectrophotométre a 600 nm

(lecture quotidienne)

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 aprés 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 apres

incubation. Une analyse multivariée de la variance (MANOVA) a été réalisee au seuil o =
0.01 et 0o=0,05.

Figure 13. Protocole général réalisé
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3 Résultats des analyses des échantillons de ’eau de mer

3.1 Les parametres physico-chimiques

Les résultats des analyses physico-chimiques des échantillons d’ecaux de mers prélevés au

niveau des 2 sites (port d’Annaba et port El Kala) ainsi que celui de Ia station témoin Cap de

garde obtenus sont résumes dans le tableau 5 ci-dessous.

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

Echantillon Echantillon Echantillon
Parametres
Eau de Cap de Garde | Eau de mer d’El-Kala | Eau de mer d’Annaba
Hydrocarbures
1 4,80 11,20 111
totaux (mg. L)
Azote total
4 5,40 1,10 0,60
(mg.L™)
Phosphore total
N 0,02 0,20 0,70
(mg.L™)
Les résultats d’analyses physico-chimiques montrent que le taux le plus élevé en

hydrocarbures totaux (THT) est enregistré au niveau de I'eau de mer du port d’Annaba et est
de lordre de 111 mgL™. Il est dix fois supérieur & la norme algérienne qui préconise une
valeur limite des hydrocarbures totaux de 10 mg.L™? (JORA, 2006). Le taux au niveau du
port de péche d’El-Kala est légérement supérieur & la norme avec une valeur de 11,20 mg.L™*
alors que les THT de I'ecau du Cap de garde, station considérée comme témoin sont faibles et
sont de ordre de 4,80 mgL™ par rapport a 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 a
activit¢ commerciale et que le port El-Kala est un petit port de péche avec une infrastructure
simple par rapport a celui de Annaba. Les quantités d’azote et de phosphore restent faibles
dans les trois stations de prélévement. La norme algérienne tolére un maximum de 30mg.L™

pour I'azote et 10mg. L™ 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™ . Quant au phosphore la
concentration maximale est observée au niveau du port d’Annaba soit 0.7 mg.L™(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 '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 leger (Iml) comme unique source
de carbone et d’énergic pendant une période d’incubation de 24h a 15 jours a 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 réle de substrat pour la croissance des
microorganismes .L'utilisation d'hydrocarbures par des micro-organismes a déja 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 trés 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 a 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 a leur croissance sur gélose eau de mer

synthétique —hydrocarbure

Micro-organisme Croissance sur Croissance sur gélose Croissance sur gélose
autochtone isolé de gélose eau de eau de mer synthétique | eau de mer synthétique
I’eau de mer mer synthétique + glucose + 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 + (20)) + (15)) +(5]j)
5.3 + (24h) + (48h) + (48h)
5.4 - + (24h) +(5))
5.5 - + (72h) -
5.6 - + (15)) +(7])
5.7 - - -
5.8 - - -
5.9 +(20)) - +(5])

6 - - -
6.1 - + (48h) -
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6.2 + (24h) + (72h) +(10))
6.4 + (24h) + (72h) -
6.7 +(48h) +(72h) +(5))
7.1 - - -
7.5 - - -
7.6 - - -
7.7 - + (24h) -
7.8 + (15)) - -
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])
9.3 + (20)) + +(5))
9.4 + (24h) n ;
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 I'aspect des colonies

(cultures) apres une bonne croissance sur milieu eau de mer synthétiques et pétrole brut léger.

Ces demnier ont fait 'objet d’un test de croissance sur gélose composée d’eau de mer

synthétique et pétrole brut leger avec une bio-stimulation par un rapport de N/P= 1 (Tableau

7.
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Tableau VII. Evolution des cultures des espéces sélectionnées sur gélose Eau de mer synthétique-hydrocarbure

Culture sur gélose eau de mer
synthétique — hydrocarbure (pétrole 24h 48h 72h 96h | 7 jours
brut) +N/P=1

Souche 9.1 - - +/- + T
Souche 8.8 - +/- + + +
Souche 1.3 - +/- +/- + n
Souche 3.1 - + + n n

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).

52




Partie 3 : Résultats et discussion

L’ensemencement des 4 souches bactériennes sur le milieu bio-stimulé a donné aprés 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.

(@) (b) () (d)

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

(a) (©

Figure 17. Aspect des cellules aprés coloration de Gram. (a) : Souche 9.1, (b) : Souche 8.8, (c): Souche 1.3, (d): Souche 3.1
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Tableau VIIl.Caractéres morphologiques et biochimiques des souches sélectionnées

o Mode de " Aspect des La taille de Couleur de la
Bactérie Gram Forme Mobilité | Oxydase | Catalase ] ] ) .
regroupement colonies la colonie colonie et relief
Plissées a
) o 06 -08mm de . o
Bacilles . striations  co- o Creme, plate étalee,
9.1 - ] Isolés +++++ + + ) ) diametre ) .
Incurvés centriques, lisses oblique, étalée.
en surface.
Bacilles a | Isolés par 2 ou _
o 0,5-01lmm de | Orange, plate, lisse
8.8 + extremites en courtes ++ - - ) ) o
) _ Circulaires diamétre en surface, opaque
arrondis chainettes
o ) Rondes a
Bacilles a | Isolés, par 2 ou Blanche, opaque
o contours 01-02 mm de o
1.3 - extrémités en courtes ++ + + o o bombee, lisse en
) _ reguliers, diametre
arrondis chainettes surface
Mugueuses
Punctiformes
31 + Cocco- circulaires a | 0,1-0,5mm de Rouge-orangeée,
: - - +
bacilles contours diametre bombée, opaque
réguliers

54




Partie 3 : Résultats et discussion

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:

€ ffrer 43 F
Gapi’ 20 NE T

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

S SS +
IR EEEEE 0 e

N%WMMMNMWGMMMMMWMWMWMJ%W

072248

LJJ/I A l/l i J

BI1IOMER!IEUX

Impemé en France / Pinted in France

asn L /'\ I I L | Ny 1 7 L 77 |
v 9 ’, N e, W = _',' L 7 , S
Autres tests / Other tests / Andere Tests / Ident. / Tauvomoinon :

Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AMAeg e€eTaoEig / Andra tester /
Andre tests / Inne testy :

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

biochimique Api 20 NE

P
c€§REE: 3'1‘ L . - |/| s |/| . | .
Origine / Source / Herkunft /
2=
2“ ) Origen / Origem / MNpoéAcuon /
gopl E Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie : Y MR U O

BBH 5 e W o 5 M

Impeimé en France / Printed in France

oumm muzuzﬁ J& TOA ND ummﬁu 6w | MaN WO  SOR | RHA sac MEL | AMY ARA  OX
\_/
Autres tests / Other tests / Andere Tests / Ident. / Tuutonovncm
Otras pruebas / Altri test / Outros testes / \/.
AMAeg e€eTAOEIS / Andra tester / 1 IV\O
Andre tests / Inne testy : b o ggo

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 moleculaire des 04 souches bactériennes selectionnées apres sequencage de
leurs ADNs adonné 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 mémes unités que celles des distances évolutives utilisées pour déduire [larbre
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 ler
+ 2e + 3e + Non codant. Toutes les positions contenant les lacunes et les données manquantes
ont été éliminés de l'ensemble de données (en option compléte de suppression). Il y avait un
total de 426 postes dans lensemble de données final. Les analyses phylogénetiques ont éte

menées dans MEGA 5 (Tamura et al., 2007), séquences voir annexel.

Vibrio.alginolyticus.Ph-WC1109

Bacterium.K2-61
Vibrio alginolyticus Pb-WC 11099

42
. L Halomonas.venusta. NY-8

Pseudomonas.sp.MBEA-661
Acinetobacter.sp.CIP-101934

16
39

Micrococcus. |luteus.INBI-1
Dietzia.sp. CNJ896-PL04
Macrococcus.caseolyticus.JCSC5H

Bacillus.horneckiae.DSM-23495T

fgL Exiguobacterium. aurantiacum.NB 11 3A

5

36

0.005

Figure 20. Relations évolutives entre les 4 espéces 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 presence des différents hydrocarbures
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alcanes

especes testées:

4.1 Vibrio alginolyticus PB-WC 11099

comme unique source de carbone a permis d’obtenir les résultats suivants selon les

Do L. Do .
e=t==Témoin === Test e=—p==Témoin === Test
a b
08 0,6
0,694 0,686 0401
0,7 0,468 0,474 0482 =
0,5
06 0514 0,405
472 04
0,5
0421 0,394 0,396 042
04 0,3
03 02
0,164
0,2
0,1
0,1
0 r r r r r r r r r ) 0+ T T T r : )
Oh 2h 24h 481 96h 120h 144h 168h 192h 216h Oh 2h 24nh 48h 72h 96h 120h 168h 192h 216h 240h
Temps Temps
Do A Do A
=g TAMOIN === Test e TEMOIN === Test
25, C
, 0,45
0.3 0 363'3810'3840 3760 37?3'375
1,901 1,977 04 ) , \
21 1677 1,704 035
03
15 0,233
0,25
0,2
l -
0,15
05 - 0,1
0,05
0 . N - 0 — T T T T T T T T T T T T
> O AR A
Oh 2h 24h 481 96h  120h  144h  168h Q%A B ﬁ\w & %\b\q’@ W@ ﬂ,\"' ”;;o %@ ﬁ;bu
Temps Temps

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 especes 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 especes les plus abondantes parmi les bactéries cultivées des

environnements marins tels que les eaux cotieres, les estuaires, les sédiment et les
infrastructures aquacoles (Thompson et al., 2004). Certaines espéces tels que V. cholereae,
V.mimicus, V.hollisae, V.alginolyticus, V.fluviales et V.damsela sont pathogénes pour
Phomme et les animaux (Tantillo et al., 2004). Ecologiquement, d’aprés Grossart et al.,

(2005) les vibrions jouent un role trés important dans la dégradation de la matiere organique.
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Vibrio alginolyticus est l'espéce 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 leau de mer méme dans des conditions de stress nutritif tout en
maintenant sa virulence (Ben Kahla-Nakbi et al., 2007).

La croissance de I'espéce Vibrio algynolyticus PB-WC 11099 en présence d’Hexane
Cs His et Heptane C; Hig telle que représentée dans la figure 21a, montre une phase de
latence trés 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 densit¢ optigue a évolué rapidement avec I'’hexane 0,694 nm en 24h et le
maximum de croissance pour I’heptane est atteint en 168h avec 0,49 nm (Figure 21b).Cette
croissance confirme I'hypothése 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 'on atteint une turbidité de 1,97
nm au bout de 48h (Figure 21c).L’espéce montre une facile adaptation avec des chaines de
carbones plus longues supérieures a 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 premieres 48h. Apres 48h, on assiste & une augmentation croissante jusqu’a une DO

égale a 0,384 synonyme d’une adaptation des cellules (Figure 21d).

4.2 Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A

Les espéces 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 & 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 a partir des biofims (Carneiro et al., 2012). L'étude des espéces
d'Exiguobacterium est d'une grande importance car la compréhension de leurs stratégies pour
s'adapter a des conditions environnementales diverses et extrémes les placera probablement
en tant qu'organismes modeles impliqués dans lassainissement des polluants organiques et
inorganiques (Ordofiez et al., 2009, Belfiore et al., 2013).
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Plusicurs souches d’Exiguobacterium possedent des propriétés uniques pour les applications

en biotechnologies : bioremédiation, I'industrie et agriculture (Kumar et al., 2006) .
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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 3A4 suit le méme cheminement
quelque soit lalcane 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 a P'adaptation de la bactérie avec le substrat en
début de croissance et on assiste a une diminution des quantités de cellules en phase de
latence (Figure 22d).D’aprés 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 étre 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
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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’espéce la plus représentative du genre
Halomonas est Halomonas venusta (Wang et al., 2009). 1l s’agit d’une bactérie halophile
de la famille des Halomonadaceae, et qui appartient a 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 a 96 % de la fraction
aliphatique C13-C29 du pétrole brut. Halomonas venusta NY-8 a manifesté une cinétique de
croissance similaire aux autres especes, une tres longue phase de latence de 216 h avec
I’hexane (Figure 23a), une difficulté d’adaptation en début de croissance (2h) avec I'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 I’hexane, I’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
I'ordre de 0,46 (Figure 19¢) au bout de 4jours.

4.4 Dietzia sp CNJ898 PLO4
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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’a 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
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composés de pétrole brut comme substrat de croissance. La souche isolée dégrade
facilement le décane et a un degré moindre I’hexane. Ainsi, I'adaptation des cellules est
courte avec une augmentation rapide de la densité optique qui a atteint 0,86 (Figure 24a) avec
I’hexane et 1,8 avec le décane en 48 heures (Figure 24c). Le rythme de croissance est plus
faible avec I'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 a une reprise de la croissance en
présence des hyrocarbures aprés 24 heures pour I'heptane (Figure 24b) et 48 heures pour le
cyclohexane (Figure 24d) contrairement aux témoins ou les DO chuttes d’une maniére
considerable. Plusieurs espéces de Dietzia, décrites a ce jour ont montrés leurs capacités a
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.Ex1 (Bihari et al., 2010), Dietzia cinnamae ps 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 Essal de croissance des bactéries selectionnées en presence des

hydrocarbures raffinés (carburants)

La connaissance de la biodégradabilité¢ des produits pétroliers (essence, kéroséne, gazole, etc.)
représente un enjeu évident. En effet, en cas de pollution accidentelle, il convient d’étre 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 I’essence et
autres non — aqueous phase liquids (NAPLs) par les cultures bactériennes a été déja 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 isolees sélectionnées en présence des differents 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 espéces testées:
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5.1 Vibrio alginolyticus PB-WC 11099
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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
I'essence sans plomb on remarque au début de la culture I’absence de phase de latence et une
adaptation rapide qui se manifeste par un dédoublement cellulaire avec une augmentation de
la densit¢ optique de 0,064 jusqu’a la valeur maximale de 0,189 avant de diminuer
graduellement jusqu'a 0,048 (aprés 96 heures de culture) bien au dessous de la valeur de la
densité de départ et de reprendre une autre fois et augmenter jusqu'a une valeur de 0,16 et de
diminuer une deuxiéme fois, cette courbe de reflete la difficulté de croissance de Vibrio
alginolyticus PB-WC 11099 avec Iessence sans plomb comme source de carbone et
d’énergie, cette difficulté est peut étre due a la composition du carburant en substances
toxiqgues comme les additifs ajoutés. (Atlas, 1981) a en outre reconnu que [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
cortege des hydrocarbures, et peuvent entrainer des problemes 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 Ether (MTBE), et plus récemment, I'Ethyl Tert-
Butyl Ether (ETBE).Par contre dans la courbe de croissance de Vibrio alginolyticus PB-WC
11099 avec I'essence normale (Fig. 25 a) on note une légére évolution de la densité optique
au depart de 0,068 a 0,098 avant d’évoluer progressivement vers une valeur maximale de
0,226 .
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5.2 Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A
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Figure 26. Croissance de Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A en présence de : (a : essence normale, b :

essence sans plombs)

On remarque des difficultés dans I’évolution de la densit¢ optique dans la courbe de
croissance d’Exiguobacterium aurantiacum strain NB11 3A avec I'essence sans plomb
utilisé dans cet essai comme seule source de carbone et d’énergie (Figure 26 b) avant de
diminuer completement et afficher une valeur de DO bien au dessous (0,099) par rapport a
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 probléme apparait au niveau des additifs des essences
d’aprés Saada et al., (2004) peu de recherches ont été effectuées quant a la biodégradation de
I'additif ETBE, néanmoins une certaine récalcitrance & la biodégradation apparais pour ces
composés ETBE et MTBE. Il ressort toutefois de certaines recentes études une possibilité de
biodégradation de ces composés dans certaines conditions. D’une fagon générale, on
s’attendra a une dégradation lente ou incomplete de ces additifs, donc une atténuation
naturelle limitée des essences qui les contient. La biodégradation de ces molécules a été
étudiée et le rble de certaines bactéries de l'environnement dans leur biodégradation aérobie a
pu étre 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 'ETBE comme seule source de
carbone et d’énergie. Rhodococcus zopfii IFP 2005 et Gordonia sp. 2009 (anciennement
Mycobacterium sp.), isolées a partir de boues activées de stations d’épuration, possedent

également des capacités de croissance sur ETBE (Malandain et al., 2010).
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5.3 Halomonas venusta strain NY-8
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Figure 27. Croissance de Halomonas venusta strain NY-8 en présence de I’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 a 0,146 au bout de 24 h de culture pour diminuer apres et atteindre une

valeur de 0,056 (Figure 27b) cette derniere va reprendre et évoluer jusqua 0,11 valeur

maximale avant de chuter une deuxieme fois vers une valeur de 0,6. Quant a la croissance de

cet halophile avec I’essence normale comme unique source de carbone et d’énergic ce dernier

a montré une cinétique de croissance avec une légere évolution de la DO de 0,072 a 0,094 au

début de la culture pour ensuite augmenter progressivement jusqu’a une valeur maximale de
0,185 (Figure 27a.)
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5.4 Dietzia sp CN]J898 PLO4
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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 I'eau de mer d’El-Kala a montré une courbe de

croissance normale (Figure 28a) avec une évolution de la DO de 0,087 a 0,436 apres une

courte phase d’adaptation de 24h lorsqu’elle est cultivée en présence de I’essence normale

testé ici comme unique source de carbone et d’énergic 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 decroissance de la DO de 0,098 a 0,089 avant que la densité progresse de 0,089 a 0,178

valeur apres 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.
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6 Etude 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 role
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 entraine une prolifération des
micro-organismes aptes a se développer sur les hydrocarbures et leurs produits de
dégradation. Leur nombre est beaucoup plus important dans les zones polluées de fagon
chronique et s’accroit aprés un apport d’hydrocarbures dans les sites dépourvues de
contamination (Bartha et al., 1977). Dans les environnements pollués, les micro-organismes
spécialisés sont abondants a cause de I'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 completement évalués, seuls les composants les plus solubles dans I'eau de
I'essence comme le benzeéne (Paje et al., 1997), toluene (Leahy et al., 1997),éthyl benzéne et
isomeéres de xylene (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 I'essence excepté pour quelques poly-alkyles de benzéne (Lang, 1996 ;
Rozkov et al., 1998) et quelques alcanes linéaires branchés (Schaeffer et al.,1979). Aucun
microorganisme ne peut a lui seul dégrader tous les composants des carburants raffinés, qui
sont déversés dans Ienvironnement. 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 alcenes, et les
aromatiques.De maniére générale, la biostimulation accélere la croissance et Tactivité
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 I'hydrocarbure raffinée (essence) comme unique source

de carbone a permis d’obtenir les résultats suivants selon les especes testees:
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6.1 Vibrio alginolyticus PB-WC 11099
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Figure 29. Croissance de V.alginolyticus PB-WC 11099 en présence de I’essence a : sans bio-stimulation, b : avec

bio-stimulation (N/P=1/1).

La phase de latence avec I'espece Vibrio alginolyticus PB-WC 11099 en présence de
I'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 tres longue de 442h
(16 jours) avant d’arriver a 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 (
aprés 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 (densit¢ de départ) pour attemdre 1,716.

Vibrio alginolyticus PB-WC 11099 assimile rapidement ’essence comme seule
source de carbone et d’énergie pour sa croissance lorsqu’ un apport N/P est ajouté au
milieu (aprés bio-stimulation N/P=1/1). D'une maniere générale, on considere que l'addition
d'azote et le phosphore a un résultat positif, laugmentation des populations microbiennes et
le taux de dégradation des polluants (Napoles etal., 2008) .
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6.2 Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A
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Figure 30. Croissance de Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A en présence de I'essence a : sans bio-

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

La croissance d’Exiguobacterium aurantiacum strain NB11 3A avec I’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 a 0,074 avant d’évoluer rapidement a 0,270 valeur maximale affichée,
alors qu’avec I'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 a la densit¢ de départ qui été de valeur de 0,185. Si la
majoritt des composés synthétisés chimiquement sont biodégradables, certains sont
biodégradables sur un temps relativement long (Perry etal., 2004).

Selon les études de Mohanty et al., (2008) la biodégradation des NAPLS est souvent un
processus lent d( a 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 ou il y’a I'effet de I'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 .
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6.3 Halomonas venusta strain NY-8
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Figure 31. Croissance de Halomonas venusta strain NY-8 en présence de I’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 croit sans bio-stimulation dans un milieu contenant I’essence comme
seule source de carbone et d’énergic car on remarque dans cette figure une évolution lente
de la densit¢ optiqgue pendant les premieres 96h de culture de 0,072 jusqua 0,094 avant
d’afficher une valeur maximale de 0,185 en fin de croissance, mais lorsque le milieu
contient en plus lazote et le phosphore (N/P=1/1) cet autochtone de la mer d’El-kala
s’adapte et croit rapidement (sans phase de latence) (Figure 31b) la densit¢é optique n’a
pas cessée d’augmenter, elle a évolué de 0,131 a 1,892 en seulement 96 h de culture
contrairement a la précédente culture sans biostimulation. Aldrett et al., (1997); Ward et
al., (2003) rapportent que lage et I'état des micro-organismes inoculée a un impact
significatif sur la dégradation des NAPLs car pour favoriser la croissance et Iactivité
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’O,. Il faut noter
que les nutriments stimulent la croissance des micro-organismes indigenes qui peuvent
cataboliser les polluants ciblés (Perry etal., 2004).
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6.4 Dietzia sp CN]J898 PLO4

Do —e—Témoin  —8—Test Do b —+—Témoin —8— Test

0,5 - ]
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Figure 32. Croissance de Dietzia sp CNJ898 PLO4 en présence de I'essence a : sans bio-stimulation, b : avec bio-
stimulation (N/P=1/1)
Le dédoublement cellulaire de Dietzia sp CNJ898 PLO4 vient aprés 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- | E. aurantiacum H. venusta Dietzia sp
WC 11099 strain NB11 3A | strain NY-8 CNJ898 PLO4

n-alcanes :

Hexane + + + +
Heptane + + + +
Décane + + + +
Cyclo-hexane + + + +
Carburant raffinés : N . N N

Essence normale
Pétrole brut + + + +
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7 Dosage des hydrocarbures totaux apres croissance in vitro

Les résultats obtenus des taux des hydrocarbures totaux réalisés apres 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 aprés croissance des souches bactériennes sélectionnées

Hydrocarbure | Témoin Vibrio Exiguobacterium Halomonas Dietzia sp

alginolyticus aurantiacum venusta strain | CNJ898 PLO4
PB-WC 11099 | strain NB11_3A NY-8

Hexane 27 05,13 + 0,23 0348 +084 07,25 £ 00,20 | 0593 + 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 2123 £1,07 08,60 + 00,20 | 11,47 +00,27

Essence 27 13,66+ 0,3 9+02 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
aurantiacum strain NB11_3A avec untaux de 3,48 mg/let de Vibrio alginolyticus PB-
WC 11099

et al., (2007); Dubinsky et al.,( 2013) toutes les espéces bactériennes ne présentent pas un

la dégradation  d’hexane  avec Exiguobacterium

avec heptane avec une valeur de 3,76 mg / I. Selon Head et al., (2006); Coulon

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 a mesure du
processus de biodégradation. Avec Exiguobacterium aurantiacum strain NB11 3A nous
avons le plus faible taux de dégradation en présence de cyclohexane a 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 I’hydrocarbure raffiné essence a été observée avec toutes les especes
bactériennes sélectionnées avec des taux differents aussi il faut dire que toutes les conditions
nécessaire a la croissance et a la biodégradation in vitro ont été respectées comme le pH de

leau de mer synthétique (8,18) qui semble tout a fait favorable pour la dégradation des

73



Partie 3 : Résultats et discussion

hydrocarbures pétroliers (Swanell et al., 1996), ainsi que la température 30°C . Pour les buts
de biodégradation [loptimum de température est entre 30 et 40°C (Feitkenhauer et al.,
2003) sans oublier T'addition de lazote et du phosphore car selon Hassanshahian et al.,
(2010) ; Das et al., (2006) les éléments nutritifS comme I'azote et le phosphore quand ils sont
ajoutés a un milieu contaminé pour stimuler la croissance micro-organismes qui dégradent les
hydrocarbures a comme conséquence I'augmentation du taux de biodégradation de polluants ,
les travaux concernant la biodégradation de I'essence mentionnaient un taux global de
dégradation important (Yerushalmi et al., 1998; Zhou et al., 1995),la biodégradation de
I’hydrocarbure raffiné le carburant «essence» par Dietzia sp CNJ898 PLO4 semble donner
un taux plus bas d’hydrocarbure résiduel aprés 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 I’essence. Cette espéce

utilise aussi un large spectre d’hydrocarbure comme seule source de carbone et d’énergie.

8 Analyse statistique

L'analyse MANOVA avec le seuil o = 0,05 montre que les valeurs de p sont
généralement inféricures a o ainsi on rejette I'hypothése 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 a I'heptane,
la méme chose pour Halomonas venusta strain NY- 8 avec I'hexane.

Pour un seuil de o = 0,01, comme la majorité¢ des valeurs de p sont inférieures a 0,01,
nous avons la preuve suffisante qu’a o = 0,01, la corrélation n'est pas nulle, Il existe des
differences tres 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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Le littoral Est- algérien est exposé a 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 écosystemes marins. Notre objectif consiste
a isoler et identifier des bactéries autochtones, a partir du littoral Est-algérien, ayant un
pouvoir auto-épurateur vis-a-vis des differents types d’hydrocarbures.

Dans notre etude des échantillons d’ecau de mer ont été prélevés des deux ports situés dans
les wvilles cotieres d’Annaba et ElFKala. 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 trés forte activité de péche.

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 I'eau de mer du port d’Annaba et est de I'ordre de 111 mgL™. Il est dix fois
supérieur a la norme algérienne qui preconise une valeur limite des hydrocarbures totaux de
10 mg.L™?. Le taux au niveau du port de péche d’El-Kala est légérement supérieur & la norme
avec une valeur de 11,20 mg.L™ .

Au total 53 souches et consortiums microbiens entre bactéries (Gram + et Gram -) et quelques
especes fongiques (levures) ont ét¢ isolées a partir des échantillons d’eau de mer pollués par
les hydrocarbures au niveau des deux ports précités. Afin de sélectionner des souches
hydrocarbonoclastes, les especes 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
I'aspect des cultures obtenus sur gélose eau de mer synthétique supplémenté par le pétrole
brut et la rapidité de croissance des souches ensemencées, Quatre especes 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 potenticl 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-algerien 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 aprés 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/let de Vibrio alginolyticus PB- WC 11099 avec
heptane avec une valeur de 3,76 mg / I. Toutes les especes 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 a mesure du
processus de biodégradation. Avec Exiguobacterium aurantiacum strain NB11_3A nous
avons le plus faible taux de dégradation en présence de cyclohexane a savoir 21,23 mg/l. Le
Vibrio alginolyticus PB- WC 11099 a donné les meilleurs resultats avec tous les
hydrocarbures testés (alcanes). La dégradation de I’hydrocarbure raffiné essence a été aussi
observée avec toutes les especes 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 isolees 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 possédent 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 génes responsables de la dégradation des alcanes.

[02]. Les génes responsables de la dégradation des mono-aromatiques.
[03]. Les geénes responsables de la dégradation des hydrocarbures raffinés (carburants).
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[04].

[05].

[06].

[07].
[08].

La nature biochimique des biosurfactants libérés et leur action sur I'adsorption des
différents hydrocarbures pour chaque souche.

La biodégradation intrinseque des différents hydrocarbures constituants les
carburants.

La biodégradation intrinseque des différents hydrocarbures constituants le pétrole
brut.

Le potentiel de biodégradation des hydrocarbures poly-aromatiques (HAP).

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

102



Annexes

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
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACLC
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. MBEAG61

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

HYDROCAR (C:
HYDROCAR = 68301 + 31469 * EXGAUBA
Correlaton:r = 97163
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Scatterplot: DIETZIA vs. HYDROCAR (Casewise MD deletion)

HYDROCAR = 50,726 + ,49057 * DIETZIA
Correlation: r = ,92212
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Breakdown Table of Deswiptive Statistics (zibane 1.5TA)
W=12 [Nz missing data in dep. var. list)
HYDROCAR | EXIGAUBA| EXIGAUBA| EXIGAUBA| VIBRIC | VIBRID | VIBRIO | HALOMONA HALOMOMN HALOMONS DIETZIA | DIETZIA| DIETZIA
Means H Std.Dev. | Means M Std.Dev.| Means il Std.Dev. Means H Std.Dev.

Cyclo-He 101,000 3 1,000004 101,000 3 1,00000 101,0000 3| 1,000009 100668 3 057734
Dekane 104,000 3 1,000004 104,000 3 1,00000 1040000 3 1,000009 102,000 3| 1,00000
Heptane 107,000 3 1,000009 108,333, 3 057735 1070000 3 1,000009 104333 3| 115470
Hexane 110,000 3 1.000004109.0004 3 1.00000 109,333, 3| 0577350 1060000 3 1,00000
All Grps 105,500 12 3,80555] 105,083, 123175420 105333, 12 3,38850] 1035000 12 2,19503
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Analyse of variance

Analysis of Variance (zibane 1.5TA)
Marked effects are significant at p < 05000
55 df | MS 85 | df | M5 F p | Welch df| Welch df| Welch F | Welchp

Variable Effed |Effect| Effect | Emor |Emor | Emor Effed | Emor
EXIGAUBA | 1350000 3/ 45,0000( 8,000000 & 1,000001 45,00001 0,00002: 3 £44444 348153 000158
VIBRIO 04,2500 3| 3475001 6,88668| 8 0,83333| 41,7000 0,00003 3 4285714 28,0832 000287
HALOMONA| 118,0001 3383333 668886 &) 083333 4720001 000002 3 £2B5714 4827110 000103
DIETZIA 456687 3152222 733333  8|0,91888| 16,8080( 0,00085 3 426583 19,1133  0,00635
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Scheffe Test; Variable: VIBRIO (zibane 1.ST
Marked differences are significant at p < ,050
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Abstract The Algeran coastline is being exposed to
several types of pollution, including that of hydrocar-
bons. This environment rich in oil could be the source of
proliferaton of hydmocarbonoclastic bacteria. The ob-
jective of the study is to isolate and identify indigenous
bacterial sfrains from marine waters of two ports in the
eastem Algenan coast and to test their growth in the
presence of hydrocarbons with and without biostimula-
tion throughout the intake of nitrogen and phosphate.
Results recorded the highest level of both total hydro-
carbons and phosphates in the port of Annaba, followed
by El-Kala station and then the control station, while
that oftotal nitrogen was vice versa. 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
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to another. Thus, the strains tested ( Halomonas venusia
NY-8, Exiguobacterium aurantiacum NB11-3 A, Vibrio
alginolvticus Pb-WC11099, and Dierzia sp. CNJ&98
PLO4) seem very active, in which better growth was
obtained with the last two strains dunng nitrogen and
phosphate supplementation. Such strains are suggested
to participate a lot in the biodegradation of oil at polluted
sites.

Keywords Hydrocarbons - Hydrocarbonoclastic
bacteria - Growth - Biodegradation - Eastem Algerian
coast

Introduction

Petroleum hydrocarbons are major pollutants of marine
environments as a result of terrestrial and freshwater
runoft, refuse from coastal oil refineries, offshore oil
production, shipping activities, and accidental spills
{Arulazhagan et al. 2010). The contamination of marine
environments by hydrocarbons represents a global con-
cern with potential consequences on ecosystems and
human health (Gong et al. 2013). Marine pollution by
hydrocarbons, whether chronic or accidental, raises sig-
nificant problems to the environment. Indeed, the re-
moval of hydrocarbons by physical and/or chemical
methods is often very expensive. Using microorganisms
would constitute an alternative for bioremediation and
cleaning up hydrocarbons contaminated areas. Accord-
ing to Molina et al. (2009), some microorganisms show
a high potential for adaptation to oil pollution in the
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treatment plants and in the polluted sites as well. Bio-
degradation by natural populations of microorganisms is
the most reliable mechanism by which thousands of
pollutants, including crude oil, are removed from the
environment (Cappello et al. 2007). In many ecosys-
tems, there is already an adequate indigenous microbial
community capable of extensive oil biodegradation
{Olajire and Essien 2014). It is necessary to study the
indigenous microorganisms capable of degrading pol-
lutants because of their varied effects on the environ-
ment (Jain et al. 2005). Numerous microorganisms have
been isolated, and their phylogeny and metabolic capac-
ity to degrade a variety of aliphatic and aromatic hydro-
carbons have been demonstrated (Olajire and Essien
2014). Microorganisms able to utilize saturated hydro-
carbons (n-alkanes) are widely distributed in nature
(Atlas and Atlas 1991; Zhang et al. 2011) such as
Rhodococcus (Van Hamme and Ward 2001),
Alcanivorax (Liu et al. 2010), Pseudomonas (Zhang
et al. 2011), Dietzia DQ12-45-1b (Xing Xang-Biao
et al. 2011), Acinetobacter lwoffi (Marchal et al. 2003),
Exiguobacterium awrantiacum, and Burkholderia
capacia (Gita and Suparna 2008a) for the biodegrada-
tion of aromatic hydrocarbons. The study of Moxley and
Schmidt (2010) reported the ability of Vibrio sp. KM to
grow with benzoic acid as the sole source of energy and
carbon; the metabolic versatility of Halomonas has also
been associated with a great biotechnological potential
(Simon-Colin et al. 2008); and Halomonas sp. and
Marinobacter sp. (Gabet 2004) degrade several polvcy-
clic aromatic hydrocarbons (PAHs) including naphtha-
lene, phenanthrene, anthracene, fluoranthene, fluorine,
pyrene, benz[alanthracene, and benzo [a] pyrene as the
sole carbon sources (Dastgheib et al. 2012).
Hydrocarbon molecules are relatively unreactive due
to the lack of functional groups and low solubility in
water (Hassanshahian et al. 2012). The study of the
effects of environmental conditions on microbial degra-
dation of hydrocarbons and the effects of oil contami-
nation on microbial communities are therefore of great
interest (Rahman et al. 2004; Cappello et al. 2012).
Eliminating environmental oil requires the intervention
of various biotic and abiotic factors. Thus, biodegrada-
tion by microorganisms, particularly bacteria, is the
most important natural process in cleaning up the envi-
ronment (Soltani 2004). While it is relatively slow, this
process allows almost a complete degradation (CO,
conversion) of oil (Sauret 2011). Hydrocarbon-
degrading microorganisms usually exist in very low
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abundance in marine environments. Identification of
the key organisms that play roles in pollutant biodegra-
dation is important for understanding, evaluating, and
developing in situ bioremediation strategies. Thus, it is
highly essential to charactenze bacterial communities,
to identify responsible degraders, and to elucidate the
catalytic potential of these degraders (Sivaraman et al.
2011).

Hydrocarbons constitute the most type of chronic
Algerian coastal pollution during the last decades. Such
pollution is related to the degree of proliferation of
natural bacterial strains, which are able to degrade these
organic molecules. The objective of this work is to
isolate and identify the indigenous hydrocarbonoclastic
bacteria from two sites of the coastline through the
growth kinetics in the presence of known concentrations
of different types of hydrocarbons, with or without
nitrogen and phosphate.

Materials and methods
Sampling stations

Sampling was carried out in the Algerian eastern coast
from the two ports of Annaba and El-Kala (Fig. 1).
Annaba City has one of the major industrial ports in
Algeria, with a high shipping activity where it is ex-
posed to chronic hydrocarbon pollution. The port of El-
Kala is rather characterized by the presence of small
fishing boats throughout the vear, which use hydrocar-
bons as a fuel.

About 1 of surface seawater sample was collected in
sterilized containers from sites containing spots of oil at
each port. Samples were taken during the period of
March—July and September-November. The samples
have been stored at 4 °C during the transport.

Physical and chemical analyses

The physico-chemical analyses were performed to de-
termine the total hydrocarbon levels and the concentra-
tions of total nitrogen and phosphates by the methods
described in Table 1.

Isolation, identification, and selection of strains

Isolations were carried out on several types of agar
culture media, nutrient agar, Chapman, and Mac-
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Fig. 1 Study sites and location of sampling stations

Conkey (Marchal et al. 1982). The identification was
based on morphological and biochemical analyses (Api
20E and 20NE strips, Biomerieux) and on molecular
PCR amplification and sequencing of 16S rDNA gene
with primers 27f and 1401r as described in Batisson
et al. (2009). Phylogenetic analysis of the strains was
also performed (Wang et al. 2007). The evolutionary
relationship between different strains was deduced using
the neighbor-joining method (Saitsou and Nei 1987).
In order to see their growth and development, the
isolated indigenous bacterial strains were then grown on
synthetic seawater agar consisting of Tris (2 g L"),
NaCl (23 g L"), NH4Cl (1 g L"), MgS04.7H,0

Table 1 Measurement methods of hydrocarbons, total nitrogen,
and total phosphates

Parameters Methods Standard
Total Chemical oxygen Spectrophotometry
hydrocar- demand (COD) N931241
bons determination
(mg LY after extraction
with pentane
Total nitrogen  Digestion Digestion DIN EN ISO
(mgL™") peroxodisulfate 11905-1H36
2.6- Determination ISO 38405
dimethylphenol 7890-1.DIN
Total Molybdenum blue ~ EPA 365.2 + 3. APHA
phosphate 4500-PE; DIN EN ISO
(mgL™") 6878-D11

Port of Annaba

-

. Yod
Port of Elkala 1) .‘?‘ﬁ‘*:.

(6 g L"), MgClL.6H,0 (5 g L"), CaCl, 2H,0
(1 g L"), and agar (15 g L") (Soltani 2004) supple-
mented with I ml of hydrocarbon (crude oil supplied by
the Skikda Oil Refinery). The selection of strains was
obtained after incubating on the Petri dishes at 30 °C for
aperiod ranging from 24 h to 7 days (Leahy and Colwell
1990).

Tests of bacteria growth in the presence of alkanes
and refined hydrocarbons

Among the isolated and identified strains, four were
subjected to growth tests in the presence of hydrocar-
bons and biostimulation with nitrogen and phosphates,
respectively, equal to 1.5 g KNOs and 45 mg NaH, PO,
in a final volume of 300 ml, respectively. The cultures
were carried out in sterile synthetic seawater with added
I ml alkanes, hexane C¢H 4, heptanes C;H,4, decane
C,oHss, cyclohexane C4H,,, or refined hydrocarbon
(gasoline) as the sole carbon and energy source. The
media were incubated in a bacteriological incubator at
30 °C with stirring at 150 rpm in aerobic condition.
Control cultures were performed without biostimula-
tion. The growth kinetics was estimated through the
turbidity media by measuring optical densities at
600 nm (Pemry et al. 2004). Finally, the hydrocarbon
concentrations were determined (Table 1) before and
after bacterial growth. A multivariate analysis of
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variance (MANOWA) has been performed at o« = 005
(Hand and Tavlor 1987; Kutner et al. 2005).

Results and discussion
Physico-chemical parameters

Results of physicochemical analysis showed that the
highest rate of total hydrocarbons (THCs) was regis-
tered in the seawater of Annaba port with 111 mgL™". It
is ten times higher than the Algerian standard, which
recommends a limit of total hydrocarbonsof 10mg L™,
while the THC of Cape Guard, station considered as a
control, is low with only 4.80 mg L™". This station is
situated north-west of the port with a distance of about
10 km. The rate of THC at the fishing port of El-Kala
was 11.20 mg L~ (Table 2). The amounts of nitrogen
and phosphates remain low in the three stations. Thus,
Algerian standard for water allows a maximum of
30 mg L' for total nitrogen and 10 mg L' for total
phosphates (JLO.R.A 2006). The maximum rate of ni-
trogen was recorded at the Cape Guard station with
54 mg L™, For phosphates, the maximum concentra-
tion was observed at the Port of Annaba with 0.7 mg L™
(Table 2).

Identification and selection of strains

A total of 53 bacterial strains and consortia (Gram+ and
Gram—) as well as some yeasts were isolated and cul-
tured on synthetic seawater agar in the presence of 1 ml
crude oil as the unique source of carbon and enerzy.
After incubation at 30 °C for a period of 7 days, 17
strains have been developed on the agar. Four of them
were chosen based on the morphological analysis of the
colonies and the growth speed on synthetic seawater
agar containing hydrocarbons (Table 3).

Table 2 Results of chemical analysis (mg L'} of seawater
samples

Stations/parameters  Total Total Total
hydrocarbons  nitrogen phosphate
Seawater of Cap 4.80 540 0.02
Guarde
Seawater of El-Kala  11.20 1.10 0.20
Seawater of Annaba 111.00 0.60 0.70

‘E Springer

Table 3 Culture evolution of selected strains in the synthetic
seawater-hydrocarbon agar medium

Culture on synthetic 24h 48h 72h 96h 7 days

seawater-hydrocarbon agar

(crade oil)

Vibrio alginplvticus PB-WC - - +H— o+ +
11009

Exiguobacterium aurantigcum — — += + + +
strain NB11_3A

Halomonas venusig stram NY-8 — += H— o+ +

Dietzia sp. CNJ208 PLO4 -+ + + +

The morphological, microscopic, and biochemical
characteristics of these strains are mentioned in the
Table 4.

The molecular identification allowed assessing the
phylogenetic relationship between the different strains.
The optimal tree with the sum of branch length was
0.63253343 (Fig. 2). The shaft is drawn with branch
lengths at the same units as those of evolutionary dis-
tances used to infer a phylogenetic tree. The evolution-
ary distances were calculated using the maximum com-
posite likelihood method (Tamura et al. 2004) and are in
units of the number of base substitutions per site. The
positions of codons were included first + second + third
+no coding. All positions containing gaps and missing
data were eliminated from the data set (full option to
delete). There were a total of 426 positions in the final
data set. Phylogenetic analyses were conducted in 5
MEGA (Tamura et al. 2007).

Growth species in the presence of alkanes

According to Das and Chandran (2011), petroleum hy-
drocarbons in nature are degraded by various groups of
microorganisms capable of using hydrocarbons as nu-
trients. The growth of the strains isolated in the presence
of different hydrocarbons as unique carbon source
yielded the following results depending on the species
tested.

Vibrio alginolyticus PB-11099 WC

The Vibrio species are part of the family Vibrionaceae,
class of y-Proteobacteria (Cappello et al. 2012). They
are heterotrophic bacteria part of the most abundant
species among the cultivated bacteria in marine
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Table 4 Morphological, microscopic, and biochemical characteristics of selected strains

Bacterium Vibrio alginolviicus Exiguobacterium awrantiacwm  Halomonas venusia Dierzia sp. CNIE9R PLO4
PB-WC 11099 strain NB11_3A strain NY-8
Gram - + - +
Bacillus form Curved bacilli Curved bacilli with rounded Bacilli with rounded Cocco bacilli
ends ends
Aggregation Isolated Isolated by teaming mode 2 or  Isolated. two, or short
short silver chain chainlets
Mobility -+ + ++ -
Oxidase + - + -
Catalase + - + +
Appearance of Pleated concentric smiation  Circulars Round with regular Punctiform, circular with
colonies smooth surface CONtOUTS, MUCoUs regular contours
Colony size 68 mm in diameter 0.5-1 mm in diameter 1-2 mm in diameter 0.1-0.5 mm in diameter
Color of the colony  Cream, plate spread oblique Range, plate, smooth surface, ~ White opaque curved,  Orange-red, curved,
and relief opaque smooth surface opagque

environments such as coastal waters, estuaries, sedi-
ment, and aquaculture infrastructure (Thompson et al
2004). Some species such as V. cholerae, V. mimicus,
V. hollisae, V. alginolvticus, V. fluviales, and V. damsela
are pathogenic to humans and animals (Tantillo et al
2004).

Environmentally, and according to Grossart et al.
(2005), Vibrio plays a very important role in the degra-
dation of organic matter. The growth of V. alginolyticus
WC PB-11099 shows a very short-latency phase, 2 h in
the presence of hexane Cg Hy 4 (Fig. 3a) and 24 h with
heptane C7 HI16 (Fig. 3b). Overall, the growth was
greater in the presence of hexane than heptane. Indeed,
the optical density (OD) increased rapidly with hexane
from 0.164 to 0.694 within 24 h and the maximum
growth heptane was achieved after 72 h with an OD of
about (.49 (Fig. 3b). This growth proves the hypothesis
of Ratlege ( 1978) that some bactena are able to grow in

Fig.2 Evolutionaryrelatonships
between the 4 species tested and
11 taxa identified

the presence of short chain of alkanes. However, in the
presence of decane, growth was faster with a short-
latency phase and it reached an OD of 1.97 after 48 h
(Fig. 3c).

The species shows an easy adaptation with longer
carbon chains greater than nine carbons (Ratlege 1978).
With cyclohexane, bacteria showed an adaptive difficul-
ty which was reflected in a reduction of the number of
viable cells and a drop in OD during the first 48 h.
Indeed, after 48 h, there was an increase in the OD until
0.36 synonymous of cell growth (Fig. 3d).

E. aurantiacum srain NB11 3 A
According to the work of Gita and Suparna (2008b), the

species £, aurantiacum NCDO 2321 has a capacity of
degrading a wide range of n-alkanes. Furthermore, itcan
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Fig. 3 Growth Vibrio alginolyticus WC PB-11099 (in the presence of a hexane, b heptane, ¢ decane, and d cyclohexane as the only source
of carbon and energy)

be used for bioremediation and for the treatment of The genus Halomonas was able to assimilate a wide
waste oil in the bioreactors. variety of carbon source. Several studies (Okamoto et al.
Generally, E. aurantiacum NB11_3 A strain has sim- 2004: Mnif et al. 2011) have isolated Halomonas sp.
ilar growth whatever the alkane tested (Fig. 4), although (285100 and Pseudomonas. sp. C450R, which degrade
the strain reaches a higher OD wvalue (1.12) in the from 39 to 96% of the aliphatic fraction C13-C29 of
presence of decane after 72 h (Fig. 4a). Despite crude oil. H. venusta NY-8 showed similar growth ki-
maladjustments with cyclohexane dunng the first 2 h netics to other strains, with a very long-latency period of
of growth, the strain has an exponential phase growth 216 hwith hexane (Fig. 5a) and an adaptive difficulty in
where it reaches a plateau phase after 168 h (Fig. 4d). the early stage (2 h) with heptane (Fig. 5b) and cyclo-
hexane (Fig. 5d). The growth rate was with slow expo-

nential phases and low OD of 0.38, 0.097, and 0.189,

Halomonas venusta strain NY-8 respectively for hexane, heptanes, and cyclohexane
(Fig. 5a, b, d). The growth of H. venusia NY-8 in the

According to Rojas etal. (2009), the genus Halomonas presence of decane seemed faster with an OD of 0.46

is the most abundant bactenial group in marine environ- (Fig. 5c) after 4 days of culture.

ments. The species most representative of the genus

Halomonas is H. venusta (Wang et al. 2009). Dietzia sp. CNJR98 PLO4

H. venusta is a halophilic bacterium of the family

Halomonadaceae, belongs to the class of Dietzia spp. was isolated in different environments like
Gammaproteobacteria (Franzmann et al. 1988; tropical soils (Von der Weid et al. 2007), alkaline lakes
Dobson and Franzmann 1996). Many studies have re- (Duckworth et al. 1998), contaminated land with oil
ported that Halomonas shengliensis (Wang et al 2007), (Borzenkov et al. 2006), deep marine sediments

Halomonas sp. C288100, and Pseudomonas sp. C450 (Colquhoun et al. 1998), and the skin and the intestinal
R (Mnif et al. 2009; Mnif et al. 2011) use crude oil tract of marine fish (Yumoto et al. 2002). Nowadays,
compounds as substrate for growth. many studies have reported that microorganisms as
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Dietzia sp. (Riis et al. 2003) and Dietzia maris and
Rhodococcus erythropolis (Zvyagintseva et al. 2001)
can use crude oil compounds as a growth substrate.
Dierzia sp. CNJB98 PLO4 easily degrades decane
and to a lesser extent hexane. The cell adaptation was
short with a rapid increase in OD of 0.86 (Fig. fa) in
hexane after 240 h of culture and 1.8 with decane after
48 h (Fig. 6¢). The growth rate was lower with heptane
and cyclohexane, respectively, with a maximum OD of
0.097 043 (Fig. 6b) and 032 (Fig. 6d) after 192 h of
culture. Lower ODs in early stage with both alkanes
were recorded. A resumption of growth was observed
after 24 h in heptanes (Fig. 6b) and 48 h in cvclohexane
(Fig. 6d), unlike the controls which have a low OD.
Several species of Dierzia described to date have
shown their ability to degrade aliphatic hydrocarbons
(Yumoto et al. 2002). For example, D). maris DSM
43672 is able to grow with C6 n-alkanes C17, C19,
and C23 (Raeiney et al. 1995); Dietzia psychralealiphila
uses n-alkanes C13, C15, C16, C20, and C24 and pris-
tine but does not use C10 or C32 (Yumoto et al. 2002).
Dietzia sp. El uses n-alkanes with lengths chain ranging
from C6 to C30 (Bihari et al. 2010). The strain of Dietzia
12-45-1b DQ) is able to use a wide range of n-alkanes
(C6-C40), aromatics, and crude oil as a unique carbon

- —#— Conwral —— Tem
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21 c 1.807 1812

144
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14
LER
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044
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i} 2h Z4h L] Th 95k
Time:

source for growth. Xing Xang-Biao et al. (2011) and
Von der Weid et al. (2007) confirmed the ability of
Dietzia cinnamae p4 to grow in a wide range of n-
alkanes of different sizes (C11 to C36), crude oil, and
aromatic compounds (e.g., benzene), revealing that this
microorganism can be used in bioremediation of petro-
leum hydrocarbons.

Effect of biostimulation in the presence of refined
hydrocarbons

Petroleum products are introduced into the marine en-
vironment in the form of refined products. Fuels and oils
have compositions that depend on the ongin of oil and
sudden operations during refining. There are about 230
components for gasoline and 2000 for heavy fuel oil
(Soltani 2004). Rejection of products in marine and
terrestrial environments causes a proliferation of micro-
orzanisms capable to grow on hydrocarbons and their
degradation products. Theirr number is much higher in
chronically polluted areas and increases after an intake
ofhydrocarbons in contaminated sites (Bartha and Atlas
1977). In polluted environments, specialized microor-
ganisms are abundant because of their adaptation to
pollutants (Marchal et al. 2003). The amounts of
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Fig.6 GrowthofDietzia sp. CNJB9EPLOM (in the presence of ahexane, bheptane, ¢ decane, and d cyclohexane as unique source of carbon

and energy)
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Fig. T Growth of Vibrio alginelviicus PB-WC11099 in the presence of gasoline (a without biostimulation and b with biostimulation)

nitrogen and phosphates in water-selected sites were
low initially, and their addition to the culture media
had some effects on growth kinetics.

V. alginolyticus PB-11099 WC

The growth of V. alginolyticus PB-11099 WC without
nitrogen and phosphates shown in (Fig. 7a) was very
long. A stationary phase of 16 days was observed before
the start of the exponential phase with an OD of 0.226.
By contrast, when V. alginolhticus WC PB-11099 was
cultured in a medium supplemented with nitrogen and
phosphate (Fig. 7b), the growth curve showed a shorter-
latency period of about 24 h, and the exponential phase
growth achieved an OD of 1.716 after 322-h cultivation.
V. alginolvticus PB-11099 WC seems more active and
rapidly assimilates and metabolizes gasoline as the only
source of carbon and energy for growth in the presence
of nitrogen and phosphate.

E. qurantigcum strain NB11_3A

The growth of E. qurantiacum NB11_3A with or with-
out biostimulation (Fig. 8a, b) in the presence of

Gh Mh b 4ih 96k 130k 1 44h D65L 200h Theh TT4h IER 3 346h

Time

gasoline required a very long time to adapt with a
latency period that lasted more than 9 days. Neverthe-
less, nitrogen and phosphate had the effect of stimulat-
ing the growth and maintained the exponential phase for
a period of several days, allowing to reach an OD of
1.03 after 504 h of culture. In the absence of biostimu-
lation, exponential phase was very short with a maxi-
mum OD of 0.227 at 298 h.

H. venusta strain NY-8

H. venusta NY-8 was hardly grown in a medium con-
taining gasoline as a unique source of carbon and energy
(Fig. 9a). The addition of nitrogen and phosphate in the
medium accelerated the growth of bacteria and the OD
increased rapidly, reaching a maximum of 1.89 after
4 days of culture.

Dietzia sp. CNIJ&98 PLO4

The multiplication of Dietzia sp. CNJ898 PLO4 ap-
peared after 24 h of incubation in a biostimulated medi-
um (Fig. 10b) and only after 48 h when it was not
biostimulated (Fig. 10a) by nitrogen and phosphate. In
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Fig. 8 Growthof Exiguobacterium aurantiacum NB11_3A in the presence of gasoline (a without biostimulation and b with biostimmlation)
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Fig. 9 Growth of Halomonasvenusia NY-8 in the presence of gasoline (a without biostimulation and b with biostimulation)

addition, at the end of the exponential phase, the OD
was 2.193 and 0.436, respectively, for the biostimulated
and the nonstimulated mediums.

Concentrations of hydrocarbons

The hydrocarbon concentrations were determined be-
fore and after bacterial growth. Table 5 expresses the
initial concentration and the different results obtained
with the four strains.

All strains appeared to degrade hydrocarbons with
different rates. Thus, the maximum degradation was
obtained with H. venusta strain NY-8 in the presence
of heptane 3.12 mg L. With E. aurantiacum strain
NBI11 3A, the lowest rate of degradation was observed
in the presence of 21.23 mg L' of cyclohexane. The
V. alginolyticus PB-WC 11099 gave the best results with
all tested n-alkanes, but Dieria sp. CNJ898 PLO4 ap-
peared more effective for the degradation of gasoline
with a rate of 7.93 mg L' (Table 5).

The MANOVA analysis at the threshold o« = 0.05
shows that the values of p are generally less than o we
reject at the null hypothesis. Thus, using the Scheffe test
with strains E. aurantiacum NB11 _3A and

V. alginolhticus PB-WC 11099, there are no significant
differences compared with heptane, the same for
H. venusta NY-8 with hexane.

For athreshold o = 0.01, as the majonty of the values
of p are less than 0.01, we have sufficient proof that at
c = 0.01, the comrelations are not zero. There are very
significant differences in the degradation of hydrocar-
bons with the E. aurantiacum NB11_3 A (using Fisher’s
test). The results were confirmed by partial correlations
tor each variable (E. aurantiacum NB11_3A,r=0.971;
V. alginolyticus PB-WC 11099, r = 0.968; H. venusta
NY-8, r = 0.971; and Dierzia sp. CNJ898 PLO4,
r=0.922).

Conclusion

In the current study, several bacterial strains were
isolated and identified from the seawaters of two
ports subjected to chronic oil pollution. The growth
test carried out with four selected strains, Dierzia sp.
CNIB98 PLO4, E. aurantiacum NBI11 3 A,
H. venusta NY-8, and V. alginolyticus WC PB-
11099, have shown that all the strains are able to
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Fig. 10 Growth of Dierzia sp. CMJB9E PLOM in the presence of gasoline (a without biostimulation and b with biostimulati on)
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Table § Concentrations (mg L") of hydrocarbons before and after the strain growth

Hydrocarbons n-alkanes Initial

Exiguobacterium aurantiacum Vibrio alginolviicus

Halomonas venusia  Dietzia sp.

and gasoline concentration strain NB11_3A PB-WC 11099 strain N1-§ CNIE9E PLO4
Cyclohexane 27 21.23 £ 01.18 7070024 8.60 £ 00.16 1147 + 0016
Decane 27 6.53 £00.89 443 £00.16 11.35+01.16 5.20+ 00,32
Heptane 27 953 +00.52 376 £00.05 3.12+0039 560+ 00.56
Hexane 27 348 £ 00.60 5130016 7.25+£00.12 5.93+ 00.41
Gasoline 27 9.00 +00.16 13.66 +£00.27 10,00 £ 00.16 7.93 £ 00.08

grow in the presence of hydrocarbons, but with a
different kinetic growth, suggesting that they are able
to use these molecules as a source of carbon and
energy. In addition, nitrogen and phosphate input
accelerate the growth of the studied strains. The
tested strains appeared to be very active, in which
the best results of biodegradation were obtained with
V. alginolyticus PB-11099 WC. These bacteria could
thus be used for bioremediation to fight against ma-
rine oil pollution.
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