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Les océans et les mers représentent près des trois-quarts de la surface du globe.

La vie sur terre est apparue dans le milieu marin il y a environ 3,8 milliards d’années

alors que les premières espèces terrestres remontent, quant à elles, à 400 millions

d’années. Cette différence se traduit aujourd’hui par une plus grande diversité des

espèces dans le milieu marin (AINANE, 2011), La grande diversité des organismes

marins offrent une source riche de plusieurs composés naturels bioactifs avec diverses

activités biologiques (Wijesekara et al., 2010).

Par ailleurs, les propriétés bioactives des algues marines qui occupent une place

importante dans le milieu marin avec plus de 1200 espèces appartenant à tous les

niveaux évolutifs et les microorganismes marins ont été analysés et des résultats

positifs ont été obtenus. Beaucoup d'espèces d'algues marines viennent souvent

accompagnées de plusieurs souches bactériennes (Blunt et al., 2006).

Puisque les ressources de la terre sont déjà bien utilisées, des scientifiques ont

commencé à commuter leur attention vers la mer, car elle est vaste et encore

inexploitée. L'environnement marin diffère considérablement de la terre et par

conséquent il y a une possibilité de trouver de nouveaux composés chimiques

exceptionnels avec un mode d'action différent. Actuellement, il y a environ 11.000

produits naturels marins qui sont seulement découverts comparés à plus de 155.000

produits naturels terrestres, dont la plupart d'entre eux proviennent de l'environnement

côtier dû à son accessibilité facile (Bhavya et al., 2012).

Les capacités métaboliques et physiologiques qui permettent aux

microorganismes marins de survivre en conditions extrêmes (salinité et pression

élevée) et forte compétitivité environnementale où l'espace et l'accès aux aliments sont

limités (KANAGASABHAPATHY et al., 2006), stimulent potentiellement la

production des composés uniques qui ne sont pas présents chez les organismes

terrestres. C'est pourquoi les organismes marins sont une source attrayante des

composés avec différentes activités (Faulkner, 2002).
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L'adaptation des organismes aux fluctuations de l'osmolarité de leur

environnement est fondamentale pour leur survie. L'étude de la capacité de résister au

stress osmotique n'est pas seulement d'un intérêt biologique général mais d'une

importance considérable tant sur le plan économique que sur celui de la santé

publique. Les industries de fermentation, la préservation des aliments et le

développement de cultures agricoles dans les zones semi-arides sont autant

d'exemples où l'intérêt économique est certain.

Beaucoup de travaux ont été publiés ces dernières années sur la découverte des

substances à activité multiple (anticancéreuse, antibactérienne,….) d’origine bactérien

marin, mais peu d’études sur des enzymes à intérêt agricole de même origine.

C’est dans cette optique que notre travail est dirigé; il s’agit d’un isolement de

bactéries associées aux algues marines de la côte Ouest de la wilaya de Bejaïa, suivi de

leur purification et caractérisation. Tester leur capacité de synthèse des enzymes

extracellulaires, leur pouvoir de croissance et de synthèse d’enzymes dans des

concentrations élevées de NaCl en absence et en présence de l’extrait d’algue Ulva

lactuca.
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I/ Généralités sur les algues :

1. Définition

Les algues sont des organismes chlorophylliens se développant dans l’eau ou

dans des milieux très humides, elles sont très adaptés à survivre dans les conditions

de fortes complexité et concurrence, y compris les niveaux extrêmes de salinité, les

variations de la température, les basses intensités de la lumière et les habitats avec

déficience nutritive (Samarakoon et Jeon, 2012). Les algues appartiennent au règne

végétal mais elles ne constituent pas un ensemble homogène. Elles comprennent

20000 à 30000 espèces dans le monde, soit 18% du règne végétal (GARON -

LARDIERE, 2004 ; FARID et al., 2009). Elles peuvent être libres ou fixées sur un

support. Leurs tailles varient du micromètre à plusieurs dizaines de mètres pour

certaines algues (FALLER, 2011).

2.Habitat :

Les algues occupent une bonne partie du globe. La plupart vivent dans les océans,

où elles constituent près de 90% des végétaux, elles colonisent aussi les eaux des mers,

des lacs, des mares, des eaux courantes et des eaux thermales, on en trouve

également sur les rochers humides et sur la terre. Exceptionnellement, elles

peuvent être endophytes des tissus animaux ou végétaux. Elles peuvent collaborer

avec d’autres organismes donnant naissance à des symbioses comme les lichens. La

répartition des algues en milieu aquatique est fonction de la latitude et de la qualité des

eaux (FALLER, 2011 ; Durand, 1980).

3.Structure des algues :

Leur appareil végétatif ou thalle est extrêmement variable, aussi bien en forme qu'en

dimension. Il peut ainsi être formé d'une seule cellule allant de quelques dizaines de

microns à une dizaine de centimètres ; il peut au contraire comporter de très

nombreuses cellules et atteindre plusieurs dizaines de mètres de longueur. Les algues

se distinguent donc des autres végétaux par leur thalle, appareil végétatif uni- ou

pluricellulaire, dépourvu de racines, de tiges et de feuilles (GARON -LARDIERE,
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2004 ; Gupta et Abu-Ghannam, 2011). Comme pour les plantes, les algues possèdent

des pigments chlorophylliens qui leur procurent l’énergie nécessaire à leur survie.

3.1. Microalgues : sont des êtres photosynthétiques unicellulaires peuplant les océans

et cours d’eau depuis plus de trois milliards et demi d’années (PERSON, 2010). La

cellule unique des microalgues unicellulaires est capable d’assurer toutes les fonctions.

Leur taille est d’une dizaine de microns et la plupart d’entre elles sont adaptées à la

flottaison. De nombreuses espèces possèdent un ou plusieurs flagelles mobiles qui leur

confèrent une véritable aptitude à la nage (FALLER, 2011; Samarakoon et Jeon,

2012).

Figure 1 : microalgue

3.2.Macroalgues :

Les macro-algues sont des composants essentiels des écosystèmes côtiers, riches en

matière de la diversité génétique et pouvant occuper des milieux très diversifiés. Il

existe trois grands groupes ou « lignées » de macro-algues en fonction de leur

pigmentation, qui sont les algues vertes (Chlorophycées), les algues rouges

(Rhodophycées) et les algues brunes (Phéophycées) (Carlsson et al, 2007 ; PERSON,

2010; Samarakoon et Jeon, 2012).

Les macroalgues sont constituées à leur base par des crampons, leurs permettant de se

fixer sur un support. Elles absorbent les nutriments par toute la surface du thalle en

contact avec l’eau. Les crampons sont surmontés d’un pédoncule de longueur et de

diamètre variable, le stipe. L’algue se termine par une fronde qui peut être découpée en

filaments, cordons ou lanières (FALLER, 2011; Roesijadi et al., 2010).
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Figure 2 : Macroalgues

4. Composition des algues :

4.1. L’eau : Elles sont constituées de 90% d’eau, contenue essentiellement dans des

vacuoles cellulaires, ainsi que dans le cytoplasme et la paroi cellulaire (FALLER,

2011).

4.2. Les sucres :

La paroi est constituée de nombreux polysaccharides de haut poids moléculaire

(sucres complexes) assurant une barrière très efficace qui empêche l’eau de fuir. Selon

les catégories d’algues, les sucres sont différents. Les polysaccharides les plus

extraits sont les agars, les carraghenanes et les alginates. Selon les espèces, ces sucres

représentent entre 40 et 70% de la matière sèche (FALLER, 2011).

4.3. Les minéraux :

Les minéraux de l’environnement extérieur sont retenus dans la paroi des algues, sans

modifier l’équilibre osmotique car ils pénètrent « pas ou peu » dans la cellule. Les

minéraux peuvent représenter jusqu’à 40% de la matière sèche. L’eau de mer possède

beaucoup de minéraux, ainsi les algues capturent les minéraux rares et assimilables par

l’organisme (sodium, magnésium, potassium, calcium, phosphore, chlore, soufre,

iode, zinc, fer, aluminium, manganèse, nickel, argent, plomb …) (FALLER, 2011 ;

Gupta et Abu-Ghannam, 2011).
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4.4. Les protéines :

Chez certaines algues vertes et rouges , les protéines peuvent constituer jusqu’à 35%

du poids de matière sèche. Chez les algues rouges et bleues, il existe des protéines

constituant les principaux pigments de ces algues : les phycobiliproteines. L’algue la

plus connue pour sa richesse en protéine est la spiruline (microalgue d’eau douce). On

retrouve également la plupart des acides aminés essentiels (Samarakoon et Jeon,

2012).

4.5. Les vitamines :

Les algues sont également très riches en vitamines (A, B, B2, B3, B6, B12, C, D, E, K,

PP, riboflavine, acidpantothanic and acidfolic) mais leur teneur est fonction des 

saisons (Burtin, 2003 ; Gupta et Abu-Ghannam, 2011).

4.6. Les lipides :

La teneur lipidique est très faible seulement 1 à 3% de matière sèche. Les algues

vertes ont une teneur beaucoup plus élevée en acide oléique (C18 : 1) et en acide

alpha-linolénique (acide gras indispensable non synthétisé par l’homme (Burtin,

2003).

4.7. Les pigments :

La couleur des algues est due aux pigments qu’elles contiennent ou ne contiennent pas.

Ainsi on peut découvrir des algues vertes, rouges, roses, jaunes, brunes, oranges,

noires, des grises voire même des blanches, des violettes et des bleues (FALLER,

2011).

On distingue ; la chlorophylle, xanthophylle, caroténoïde,  β-carotène, phycobiline. 

5. Les applications des algues :

On estime que sur notre planète, l'activité photosynthétique réalisée par les algues

marines occupe plus de 90%, constituant ainsi notre principale source d'oxygène

(GARON -LARDIERE, 2004). En dehors de ce rôle primordial , il faut citer les

multiples utilisations directes dont font l’objet les algues d’eau douce ou marines.
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Les algues ont déjà une valeur commerciale reconnue dans des domaines variés, tels

que : l’alimentaire, le cosmétique, le textile, la papeterie, le pharmaceutique et le

médical. Elles sont une source importante de polysaccharides (agars, carraghénines,

alginates) utilisés comme agents émulsifiants, épaississants et stabilisateurs dans les

industries alimentaires. Leurs propriétés antibiotiques, antivirales et anti

inflammatoires leur confèrent une valeur appréciée en pharmacie et en médecine

(Hong, 2007 ; AINAN, 2011 ; Zbakh et al, 2012).

5.1. L’alimentation humaine :

Consommées depuis la nuit des temps en Asie (les premières traces

d’utilisation alimentaires des algues remontent au 4ème siècle au Japon), (PERSON,

2010; Samarakoon et Jeon, 2012). C’est la principale utilisation des algues dans le

monde, cela représente 75% de l’exploitation totale des algues. Les principaux

producteurs sont les pays asiatiques (Chine, Corée et Japon) qui sont à l’origine des ¾

de la production mondiale, dont les 90% proviennent de la culture (FALLER, 2011;

Roesijadi et al, 2010). Elles sont avant tout consommées entières en tant que légumes,

utilisées quotidiennement en salades, dans des soupes, sous forme de condiments ou de

légumes d’accompagnement. Les carraghénanes (d’appellation industrielle E407) sont

beaucoup utilisés dans l’alimentation humaine : dans le lait et ses dérivés, les crèmes,

les glaces, les gâteaux, les flans, les mousses, les yaourts gélifiés et les sauces (Lynn

cornish et Garbary, 2010). Comme les carraghénanes, les agars (polymères issus des

parois cellulaires d'algues rouges) sont utilisés comme stabilisants des émulsions et des

suspensions et comme agents gélifiants et agents d’enrobage d’aliments. Environ 90%

de la production d’agar est destinée pour des applications alimentaires et les 10%

restants pour des utilisations bactériologiques et autres utilisations biotechnologiques

(AINAN, 2011).

5.2. L’Alimentation animale :

Utilisées autrefois de façon traditionnelle dans certaines régions côtières où les

animaux d’élevage étaient amenés à paître sur les grèves, les algues sont aujourd’hui

des ingrédients introduits dans l’alimentation animale pour plusieurs applications. On
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les retrouve dans la formulation des aliments sous forme de farines. Elles peuvent

aussi intervenir comme compléments alimentaires en nutrition animale. Des effets pré-

biotiques, antioxydants, immunostimulants et autres leur sont reconnus et valorisés

dans des aliments comme ceux pour les poules pondeuses, les jeunes lapins, ou dans

les pierres de sels minéraux (iode...) pour bovins, ovins, caprins...(Samarakoon et Jeon,

2012; Roesijadi et al, 2010).

5.3. Médecine et pharmacie :

Exploitées dans la médecine chinoise traditionnelle (Durand, 1980). Les

molécules les plus utilisées commercialement dans le secteur santé-pharmaceutique

sont, alginate, carraghénane et agar. On retrouve les alginates dans les pâtes pour

empreintes dentaires, comme antiacides pour les brûlures d’estomac ou les reflux

gastriques. Dans le secteur médical, ils interviennent au niveau du traitement des plaies

dans les compresses hémostatiques, les pansements hydrocolloïdes pour brûlures

(PERSON, 2010). Les agars interviennent dans le domaine médical et pharmaceutique

pour produire des agents gonflants, laxatifs, suppositoires, gélules, comprimés et

anticoagulants. Les carraghénanes présentent, quant à eux, plusieurs possibilités

d'utilisation comme produits pharmaceutiques : anti tumoraux, antiviraux,

anticoagulants, des activités d’immunomodulation (AINAN, 2011).

5.4. Agriculture :

Historiquement et traditionnellement, les macro-algues sont utilisées comme

engrais dans le monde entier au niveau des régions côtières (AINAN, 2011; PERSON,

2010). Les algues sont particulièrement riches en éléments fertilisants majeurs azote et

potassium ainsi qu’en éléments fertilisants secondaires soufre, calcium, magnésium,

et en oligoéléments (PERSON, 2010).

L’agar est utilisé afin de conserver les semences en les enrobant d’un gel de faible

teneur en matières minérales. Elle est également conçue pour la préparation de

substrats pour la culture, ainsi que pour le développement des plantes in vitro

(FALLER, 2011).
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Les macro-algues brunes entrent aussi dans la formulation de supports de culture

(terreaux enrichis) et d’engrais sous forme de farines ou d’extraits liquides (PERSON,

2010).

5.5. Cosmologie :

Les algues marines sont utilisées dans l'industrie cosmétique, puisqu'elles

possèdent des propriétés bénéfiques à la santé humaine telle que les effets antioxydant,

antivieillissement, immunité-stimulant, anti-inflammatoire et anti-irritant (Samarakoon

et Jeon, 2012). Aujourd’hui, il existe une large gamme de produits à base d’algue : on

les trouve sous forme de savon, de shampoing, de pâte à raser, de teinture, de crème

tonique, de produit de maquillage, de produit de bain pour leur action externe et en

tisane par exemple pour leur action interne (PERSON, 2010 ; FALLER, 2011).

5.6. Environnement, dépollution :

Les macroalgues permettent la réduction de la charge en sels nutritifs en

consommant de façon naturelle les nitrates, phosphates, et autres éléments. Cela

présente d’important intérêt environnemental pour les estuaires et zones côtières

eutrophisées. Une action dépolluante et détoxifiante est rendue possible du fait de la

capacité des polysaccharides de paroi (alginates, carraghénanes, ulvanes) à se lier aux

cations lourds, donc à fixer les métaux lourds (Carlsson et al, 2007; PERSON, 2010).

5.7. D’autres applications :

Les sels d’alginate présentent un grand intérêt dans l’industrie textile

permettant ainsi une meilleure pénétration de la couleur dans les fibres textiles. Les

alginates sont également utilisés dans les finitions du papier, conférant, en surface, un

film doux, continu et sans crochet. Ils sont notamment employés pour les papiers

d’emballage. Les extraits d’algues sont également employés dans les emballages

biodégradables, voire dans les vêtements jetables (FALLER, 2011; Gupta et Abu-

Ghannam, 2011).

L’agar en bactériologie joue le rôle d’agent gélifiant intervenant dans l’élaboration des

milieux de culture (PERSON, 2010).
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II/Association Algues-bactéries

Le terme même de symbiose, tel qu’il a été défini par Anton De Bary en 1879,

englobe « toute association étroite et durable entre deux organismes

hétérospécifiques». De fait, aussi bien le mutualisme (où les bénéfices sont

réciproques pour les deux partenaires) ou à l’inverse le parasitisme (association à

bénéfice unilatéral) en passant par le commensalisme (relation bénéfique pour un

partenaire et sans incidence sur l’autre) sont des symbioses. Cependant le terme «

symbiose » est souvent assimilé de façon restrictive aux seules relations à bénéfices

mutuels (BRISSAC, 2009).

L'environnement marin est un écosystème complexe avec une énorme pluralité

de formes de la vie qui sont associé entre eux, les associations les plus communes

trouvées sont entre cellules eucaryote et micro-organismes (Al d'Eganet, 2008).

La surface de tous les organismes marins eucaryotes sont couvertes par les

microorganismes qui vivent en adhérence aux diverses communautés (Pérez –Matos et

al., 2007).

1. Rôle des bactéries dans l’écosystème marin :

Les bactéries sont une composante essentielle de la zone pélagique du fait de leur

biomasse d’une part, et de leur rôle dans le recyclage des nutriments et de

décomposition de la matière organique d’autre part.

On peut considérer les bactéries comme une source potentielle de carbone, d'azote et

de phosphore car elles stockent une grande partie de ces éléments. Whitman et al.

(1998) estiment que le contenu cellulaire procaryote en carbone sur terre est de 350 à

550 Pg de C (1 Pg = 1015g), soit 60 à 100% du contenu en carbone dans les plantes.

Le carbone, l'azote et le phosphore sont nécessaires à la croissance de tout organisme

vivant (DORIGO, 2005).

Les bactéries marines jouent un rôle principal dans la régulation de l’accumulation,

exportation, re-minéralisation et transformation de la plus grande partie de la matière

organique dans les écosystèmes aquatiques (Arnosti et al., 2009 ; Khandeparker et al.,

2011).
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Une série d'enzymes ecto- et exocellulaires participent à la décomposition de la

matière organique dissoute (MOD) et la matière organique en particule (MOP) tel que

les peptidases, les endo- et exonucléases, les lipases ; les α- et β-glucosidases et les 

phosphatases alkalines). Ces enzymes sont situées sur la surface externe de la

membrane cellulaire et/ou dans l'espace périplasmatique des cellules bactériennes

(ecto-enzymes) ou elles sont libérées dans l'environnement en tant que enzymes libres

(extracellulaires) (Rath et al., 1993 ;Belanger et al., 1997 ; Siuda et Chrost, 2001).

2. Rôle des algues dans l’écosystème marin

L’importance des algues dans le milieu aquatique est due à leur situation à la

base du cycle biologique existant dans l’eau. Elles constituent le point de départ de

la chaîne alimentaire qui aboutit aux peuplements piscicoles exploités par l’homme.

Utilisant l’énergie lumineuse, elles sont, avec quelques bactéries mises à part, les

seuls organismes qui synthétisent des hydrates de carbone et la matière

organique à partir des éléments minéraux dissous dans le milieu (Durand, 1980 ;

Mercado et al., 2012).

Les algues ont aussi la capacité de libérer l’oxygène contenu dans la molécule d’eau

grâce au processus de la photosynthèse. Elles contribuent au processus de la

respiration des organismes aquatiques (Gomez et al., 2010).

3. Intérêt de l’association algue-bactéries

Peu est connu sur l'interaction entre les algues et la communauté bactérienne dans

sa phycosphère en raison de la complexité de cette relation. Les bactéries sont libres,

vivant dans la phycosphère, ou sont attachées à la surface des cellules d'algues, ou

peuvent encore se produire en tant que symbiontes intracellulaires des algues.

Il y a des interactions écologiques spéciales entre l'algue et les bactéries vivant dans sa

phycosphère. L'algue considérée comme le producteur primaire le plus important dans

l'écosystème marin, peut libérer de grands nombres de composés organiques (tel que

les hydrates de carbone, les acides aminés et les peptides, les sucres, les polyols, les

vitamines, les enzymes, et les toxines) qui peuvent être assimilés par les bactéries et

contribuent à la chaine alimentaire bactérienne (Wang et al., 2010). Les bactéries à
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leur tour, peuvent fournir à l'algue les aliments inorganiques et les facteurs de

croissance, influençant ainsi sa croissance, sa reproduction, la formation de kystes et la

mortalité.

Il a été constaté que la population des algues présent une croissance importante en

présence de bactéries qu'en leur absence.

Les interactions bactérie-algue jouent un rôle principal dans les processus du recyclage

biogéochimique dans le cycle microbien (Menezes, 2009 ; Wang et al., 2010 ;

Villarreal-Gómez, 2010).

Les algues marines sont aussi à l’origine de différentes sources d’énergie et de

carbone, elles sont riches aussi en substances osmoprotectrices (Glycine-bétaine et

Diméthyl-sulfonio-propionate –oxalate ou acétate) qui sont utilisées par plusieurs

bactéries afin de challenger le stress salin (Ghoul et al., 1995).

De nombreux études ont montré que les bactéries épibiotiques jouent aussi un rôle

important dans le contrôle de la population microbienne sur la surface d'algue, en

empêchant la croissance, ou en influençant le comportement des bactéries

potentiellement concurrentes (BOYD et al., 1999 ;Thakur et al., 2004).

En terme d’écologie chimique, il semble probable qu’il existe un rôle « protecteur »

chez quelques souches bactériennes épiphytes présentes sur la surface des algues,

émettant ainsi dans l’eau de mer environnante des composés chimiques faisant

obstacle aux bio- salisseurs extensifs des surfaces (Hallsworth et al., 2001).

L’étude des mécanismes impliqués dans les produits naturelles résultants de la

biosynthèse des bactéries marines a montré que la synthèse de nombreux composés

bioactifs est stimulée par des associations bactérie-algue (Lipp et al., 2008). Ces

composés sont considérés comme une ressource durable (Martin et al., 2002 ; Pace,

2009).

La compétition des microorganismes pour l’espace et nutriments dans l’environnement

marin est un facteur important qui induit ces microorganismes marin à produire des

composés naturels possédant une efficace sur le plan médical et industriel

(KANAGASABHAPATHY, 2006).
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Les enzymes, molécules catalysant des réactions chimiques de grandes

spécificités et taux de perfectionnements. Ces réactions sont la base du métabolisme de

tout organisme vivant, et fournissent aux industries une énorme chance d’effectuer des

conversions biocatalytiques efficaces et économiques (Beilen et Li, 2002).

Aujourd'hui, les enzymes sont utilisées dans de nombreuses nouvelles applications

industrielles (alimentaire, agricole, textile, pharmaceutique…) ayant comme résultat

des réductions significatives du coût et du temps. Approximativement, 75% des

enzymes industrielles sont des hydrolases, puis des carbohydrolases en deuxième lieu

(Bhat, 2000).

1.Sources d’enzymes

Il est à noter qu’à ce jour près de 90 % des enzymes commercialisées sont

d’origine microbienne (Durand, 1980).

De tous les organismes, les bactéries sont les plus adaptables à toutes sortes de

ressources énergétiques. Puisque les bactéries prennent seulement de petites

molécules, elles doivent dégrader les substrats polymères extracellulaires. Par

conséquent, l'activité des enzymes hydrolytiques extracellulaires est un facteur

indispensable.

Les communautés bactériennes contiennent une large gamme de l'information

génétique pour accumuler les enzymes spécifiques pour la dégradation de la matière

organique. Cette capacité est exploitée pour des buts industriels (Boetius et Lochte,

1994).

Plusieurs bactéries et champignons produisent un groupe d'enzymes extracellulaires

comme les protéases, les carbohydratases (i.e. cellulases, amylases, xylanases, etc.),

les estérases, les phosphatases et les phytases. Ces enzymes sont physiologiquement

indispensables à la vie des organismes (Gianfreda et Raorevu, 2004).

2.Les enzymes d’intérêt agricole

De très nombreuses activités enzymatiques peuvent être décelées dans le sol :

hydrolases, oxydo-réductase, transférases, lyases. Ils s’agit donc des amylases,

arylsulphatases,  β-glucosidases,  cellulases, chitinases, déshydrogénases, 

phosphatases, protéases et des uréases, libérées dans cette matrice (Caldwell, 2005).
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Ces enzymes jouent un rôle clé dans le processus global de la décomposition de la

matière organique dans les écosystèmes (Petit et Jobin , 2005, Acosta-Martinez, 2007),

en raison de leurs liens évidents avec les grands cycles biogéochimiques , elles sont

synthétisées, accumulées, inactivées et/ou constamment activées dans le sol, selon

l’environnement physico-chimique (Caldwell,2005).

Ces enzymes microbiennes sont aussi impliquées dans la bioremédiation de

l’environnement par la transformation des polluants, comprenant les déchets insolubles

(Gianfreda et Raorevu, 2004).

2.1- Cellulases :

La cellulose est le polymère organique le plus abondant et le plus renouvelable

dans la biosphère et le déchet le plus dominant de l'agriculture, comportant presque

50% de la biomasse synthétisée par la fixation photosynthétique du CO2, considéré

une source presque inépuisable de la matière première pour différentes productions

(Kuhad et al., 2011, Zhou et al., 2013).

Les cellulases sont les enzymes inductible synthétisées par une grande diversité des

micro-organismes comprenant les champignons et les bactéries pendant leur

croissance sur les matériaux cellulosiques. Elles ont été disponibles dans le commerce

pendant plus de 30 ans, et ces enzymes ont représenté une cible pour les recherches

académiques aussi bien industrielles (Sukumaran et al., 2005).

Les cellulases sont utilisées par plusieurs industries, elles sont largement répandues

dans l'alimentation humaine et animale, l'agriculture, industrie de papier, et les

applications de textile. Leurs intérêts en agriculture comportent le biocontrole des

pathogène et des maladies des plantes, amélioration de la germination des graines et

de système racinaire; augmentation de la croissance de plantes et la fleurissant;

amélioration de la qualité de sol ; réduction de la dépendance à l'égard les engrais

minérales (Kuhad et al., 2011).

2.2- Amylases :

          L'amylase est une enzyme hydrolysant l'amidon. Elle est constituée d’une α-

amylase et d’une β-amylase (Pandey et al., 2000).
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Il est bien établi que  les α-amylases  sont  synthétisées par  les plantes,  les 

animaux et les  micro-organismes,  tandis  que,  les  β-amylases  sont  principalement  

synthétisées par les plantes. Plusieurs autres enzymes sont induites en présence de

l'amidon, mais  ce  sont  les α-amylases  qui  dégradent  l'amidon  en  glucose  et/ou 

oligosaccharides, alors que avec les β- amylases  on obtient du maltose (Pandey et al.,

2000 ; Raj et al., 2009). La synthèse des enzymes amylasique par les bactéries permet

une dégradation de la matière organique dans la nature et ainsi fournir des éléments

minéraux que les plantes vont utiliser pour leur croissance.

les enzymes amylolytiques sont d'importance cruciale en biotechnologie avec énorme

applications dans des différentes industries : alimentaire, de textile et de papier (Raj et

al., 2009).

2.3- Chitinases :

         La chitine est un polymère linéaire insoluble de β-1,4 acetylglucosamine.               

C'est un constituant principal dans l’élaboration des parois cellulaires de beaucoup de

champignons et nématodes, d'exosquelettes d'insecte, et de coquilles des crustacés

(Patel et al., 2010).

Les chitinases ou enzymes chitinolytiques sont principalement responsables de la

dégradation  de  la  chitine  (poly  β-1-4-  (2-n  acétamide-2-désoxy)  - D-glucoside). 

Elles sont présentes chez divers organismes telles que les bactéries, champignons,

insectes, plantes et animaux (Kamil et al., 2007).

Les microorganismes producteurs de chitinases sont qualifiés comme agents de

biocontrôle contre plusieurs maladies fongiques des plantes, grâce à leur capacité de

dégrader les parois cellulaires des champignons pathogènes (Huang et al., 2005).

D'ailleurs, les plantes economiquement importantes comme le blé, arachide, canne à

sucre, coton et d'autres plantes ornementales possédant le gène de chitinase ont

montré une plus grande défense contre les pathogènes fongiques des plantes, tels que

Rhizoctonia solani, botrytis cinerea, Cercospora arachidicola, alternaria solani. Les

chitinases jouent également un rôle dans la croissance et les processus de
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développement ; comprenant le règlement des molécules de signal de nodulation, de

l'embryogenèse, et participent à la mort programmée des cellules (Patel et al., 2010).

2.4- Phosphatases :

Le phosphore est un aliment essentiel pour tous les êtres vivants, étant un

composant structural et fonctionnel des organismes. Grandes quantités du phosphore

élémentaire sont immobilisées dans ces derniers. Les phosphatases sont un large

groupe d'enzymes hydrolysant des esters et des anhydrides de l'acide phosphorique

(De et al., 2011).

Dans le sol, ces enzymes sont impliquées dans des rôles critiques dans le cycle de

Phosphore, et jouent un rôle principal dans l’activité biologique du sol. La forme

insoluble du phosphore est convertie en ions monobasiques; (H2PO4-) et (HPO4-2).

Ce processus est dit solubilisation minérale du phosphore. Ce qui induit une

augmentation de la disponibilité du phosphore et sa prise par les plantes et cette

activité serait dû à la synthèse des phytases qui sont très répondus chez les souches

Bacillus (Alabouvette et al., 2006).

Les phosphatases sont des ectoenzymes cataboliques inductibles des microorganismes

aquatiques, le total de l'activité phosphatasique en eau de mer résulte d'un mélange

des phosphatases localisé sur les surfaces des cellules bactériennes et celle dissoutes

(Mamatha et al., 2012).

2.5- Protéases:

Les protéases jouent un rôle significatif dans la minéralisation de l’azote dans le

sol. C’est un processus important dans la disponibilité de l’azote et donc dans la

croissance des plantes. Cette enzyme dans le sol est généralement liée aux colloïdes

inorganiques et organiques (Nannipieri et al., 2011 ;Petit et Jobin, 2005).

La concentration élevée de cette enzyme extracellulaire est un indice de la capacité

biologique présente dans le sol pour dégrader les différents substrats azotés et libérer

de l’azote minéral (Petit et Jobin, 2005).
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L’activité protéasique peut avoir un effet plus poussé, elle influence indirectement la

synthèse des auxines en libérant les acides aminés comme le tryptophane qui est le

précurseur de la synthèse de l’AIA et d’autres substances appariées (Mansour et al.,

1994).

2.6-Uréases :

L'uréase est responsable de l'hydrolyse de l'urée pour produire le CO2 et

l’ammoniac (NH3). Elle est utilisée comme indicateur de la qualité du sol, car sa

concentration est en fonction du taux de la matière organique (Martinez-Salgado et al.,

2010). Cette dernière constitue un engrais potentiel et efficace dans le sol depuis

qu’elle augmente la disponibilité de l’azote pour les plantes. En raison de ce rôle,

l’activité uréasique dans les sols a suscité beaucoup d'attention depuis qu'elle a été

rapportée la première fois par Rotini (1935). L'activité uréasique est très sensible aux

concentrations toxiques des métaux lourds, elle est varié selon la profondeur de sol

ainsi que l’élévation de la température (Yang et al., 2006).

2.7-Lipases :

Les lipases, ou les triacylglycérol acyl-hydrolases, sont des enzymes atypiques

par leur mécanisme d’action et leur spécificité de substrats. Ils forment une classe

d’enzymes hétérogènes selon leurs origines, qu’elles soient animales, végétales ou

microbiennes, ce qui augmente encore leurs potentialités (Singh et al., 2010).

Elles sont largement répandues chez les bactéries (Gram+ en grande quantité), les

levures et les champignons filamenteux. La production de lipases est influencée par le

type et la disponibilité de la source du carbone et d’azote (de Guzmán et al., 2008).

Les lipases sont produites durant la croissance bactérienne, où cette période de

production peut varier de quelques heures à plusieurs jours selon les bactéries et les

conditions environnementales (de Guzmán et al., 2008). Les lipases forment un groupe

souple d'enzymes, grâce au grand nombre de réactions catalysées par ces enzymes,

plusieurs applications industrielles sont connus telles que les détergents, exhausteurs

du goût (flaveur), recyclage de papier, les systèmes chimiques, mélanges racémiques.

En fonction du micro-environnement de l’enzyme, elles peuvent agir en tant

qu’hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs en synthèse organique. En tant
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qu’hydrolases, elles sont responsables du catabolisme des triglycérides et leurs

substrats préférentiels, en acide gras et en glycérol (Prim et al., 2003). Chez de

nombreux êtres vivants, cette réaction est capitale, plus de son rôle physiologique

majeur dans le métabolisme des graisses et des lipides, certaines lipases sont capables

d’hydrolyser des phospholipides et des esters de cholestérol (de Guzmán et al., 2008).
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1-Prélèvements :

Dans le but de rechercher des bactéries productrices d’enzymes d’intérêt

agricole, différents prélèvements d’algues sont effectués pendant le mois de Mars 2013

dans la côte Ouest de la wilaya de Bejaïa (Boulimat) (figure 3).

Cinq échantillons sont collectés à l’aide d’un couteau stérile, les échantillons

sont mis dans des boites en verre stériles contenant l’eau de mer environnante, ils sont

directement transportés au laboratoire dans une glacière (4°C).

Figure 3 : Site de prélèvement des algues (36° 48ʹ 46, 10ʺ N, 4° 58 ʹ 53, 18ʺ E). 
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Tableau I : Les échantillons d’algues et leurs caractéristiques

L’identification des échantillons d’algues est réalisée par Mr Mousli de laboratoire

d’algologie, FSNV, université de Béjaia, sur la base des caractères phénotypiques :

observation sous la loupe.

Échantillon Algue Espèce Aspect

E1 Verte Enteromorpha intistinalis

E2 Verte Enteromorpha intistinalis

E3 Verte Ulva lactuca

E4 Brune Scytosiphonlo mentaria

E5 Verte Enteromorpha intistinalis
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2-Isolement de bactéries :

Les échantillons d’algue (Enteromorpha intistinalis ; Ulva lactuca et Scytosiphonlo

mentaria) sont lavés à l’eau distillée stérile pour éliminer les impuretés et les bactéries

faiblement attachées aux algues. L’isolement est effectué sur milieu de ZoBell (voir

Annexe I) suivant 3 méthodes différentes (figure 4):

a- La surface d’algue est frottée avec un écouvillon stérile, qui est utilisé pour

ensemencer des boites de milieu ZoBell.

b- Un morceau de chaque échantillon d’algues est découpé stérilement puis déposé

directement à la surface du milieu solide.

c- La troisième méthode consiste à tremper un écouvillon stérile dans l’eau qui a

servi au lavage d’échantillon d’algue, l’essorer à l’intérieur du tube puis le

frotter sur toute la surface de milieu ZoBell.

Toutes les boites sont incubées à 22°C/7J. Des repiquages successifs sont réalisés

jusqu’à l’obtention de colonies pures.
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Ensemencement de milieu Zobell

Frottée avec un

écouvillon stérile

Ensemencement de milieu Zobell

L’eau qui a servi à

laver l’échantillon

d’algue

Dépôt sur milieu solide

Algue lavée à l’eau distillée

22°C/7J

Purification sur milieu Zobell

22°C/7J

Figure 4 : Les différentes méthodes d’isolement à partir des algues marines
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3-Recherche d’enzymes d’intérêt agricole :

Plusieurs enzymes sont recherchées : protéases, cellulases, amylases, lipases,

estérases et chitinase, ces enzymes possèdent un rôle soit, dans la fertilisation des sols

ou dans le control biologique des maladies de plantes. La méthode suivie est celle des

cylindres d’agar.

3.1- Détermination de l’activité cellulasique :

La présence de cellulase est révélée par le repiquage des souches sur milieu de

Carder (1986) qui contient en g/l: Na2HPO4 (6) ; KH2PO4 (3); NaCl (0,5); NH4Cl

(1); Extrait de levures (3) ; CMC (carboxyméthylcellulose) (7) ; Agar (15). Les boites

ensemencées sont incubées pendant 8jours (Carrim et al., 2006). Après incubation, une

solution de rouge Congo (1%) est ajoutée à la surface des colonies. Après 20 minutes,

la surface est inondée avec 1M de NaCl puis laissée au repos une nuit. L’apparition

d’un halo clair autour des cylindres traduit la présence d’une cellulase.

3.2-Détermination de l’activité estérasique :

L’activité estérasique est testée sur le milieu de culture utilisé par Sierra (1957).

Il contient en g/l : peptone (10) ; NaCl (5.0) ; CaCl2 2H2O (0.1) ; tween 80 (1%, v/v)

et agar (18). Le pH est ajusté à 7,4 (Carrim et al, 2006). Après ensemencement, les

boites sont incubées pendant 48h. La présence d’une activité estérasique est traduite

par l’apparition d’un halo clair autour des colonies.

3.3-Détermination de l’activité lipolytique :

La recherche de l’activité lipolytique est réalisée de la même manière que

l’activité estérasique. Toutefois, le tween 80 est remplacé par le tween 20, et le résultat

positif est déterminé par la présence d’un halo clair autour des colonies (Carrim et al.,

2006).
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3.4-Détermination de l’activité chitinasique :

Le milieu de culture suivant est utilisé, il est composé de la manière suivante en

g/l : La chitine colloïdale : 0.8 à 0.6, K2HPO4 : 2.7, KH2PO4 : 0.3, MgSO47H2O : 0.7,

NaCl : 0.5, KCl : 0.5, Extraits de levure : 0.13, Agar : 15.l’incubation dure 7 jours

minimum. L’activité chitinasique se manifeste par un halo transparent autour de ces

disques (Kopečný et al., 1996).

3.5-Détermination de l’activité protéasique :

L’activité protéasique est réalisée sur un milieu de culture contenant en g/l :

caséine pancréatique (5) ; Extrait de levures (2,5) ; Glucose (1), Agar (15). Le milieu

est ajusté à pH 7. Parallèlement, 100 ml d’une solution de lait écrémé à 10%

autoclavée (120ºC/10 min) est préparée et ajoutée au milieu. Ce dernier est ensuite

ensemencé par la méthode des disques. Les bactéries ayant une activité protéasique

montrent un halo transparent autour des disques (Bach et Munch, 2000).

3.6- Détermination de l’activité amylasique :

Le test d’activité amylasique est réalisé sur gélose à base d’amidon. Le milieu

contient en (g/l) :KNO3 (0,5), K2HPO4 (1,0), MgSO4 (0,2), CaCl2 (0,1), FeCl3

(0,001), amidon soluble (10,0), agar (15,0). Le pH est ajusté à 7,2. Les boites sont

incubées pendant 48h-72h.

Une solution de lugol est préparée comme suit : 1g d’Iodine cristallin, 2g de KI, 300ml

d’eau distillée. Le tout est mélangé et laissé au repos puis filtré. Après apparition des

colonies, la solution de lugol préalablement préparée est éparpillée sur toute la surface

du milieu. Ensuite après quelques minutes de contact, l’excès est éliminé et les boites

sont lavées à l’eau distillée. La lecture s’effectue de la manière suivante :

La présence de l’amidon dans le milieu donnera une couleur bleue noire, ceci implique

une absence d’activité amylasique. En revanche, si l’amidon est hydrolysé, une zone
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claire apparaitrait autour des disques d’agar, ce qui traduit une présence d’activité

amylasique chez les souches (Vinoth Raj et al., 2009).

Pour toute les activités, les milieux sont ensemencés par dépôt d’un disque de 5

mm de chaque souche (âgée d’une nuit) à la surface. L’incubation se fait à 22°C.

4-Etude des bactéries isolées :

12 colonies sont choisies selon la présence des enzymes recherchées. L’étude

de ces souches sélectionnées, par une étude morphologique et quelques tests

biochimiques, a permis leur caractérisation physicochimique et métabolique.

4.1-Mobilité et morphologie microbienne :

La mobilité et la morphologie des bactéries sont étudiées par observation

microscopique à l’état frais d’une culture en phase de croissance. De plus, la mobilité

est encore confirmée par repiquage sur milieu spécifique : mannitol-mobilité.

4.2-Coloration de Gram :

Des frottis sont préparés à partir des souches jeunes et pures. Les frottis sont

colorés par la méthode de Gram, puis observés au microscope optique (Grossissement

x 100) après l’ajout de l’huile à immersion.

4.3-Test de la catalase :

Le matériel bactérien prélevé est mis dans une goutte de peroxyde d’hydrogène

(H2O2). La présence de la catalase s’exprime par un dégagement gazeux.

4.4- Mise en évidence du nitrate réductase :

Les cultures sont réalisées dans le Bouillon-Nitraté. L’apparition de la couleur

rouge, après addition des deux réactifs (acide sulfanilique et alpha naphtylamine), est

un indicateur de la réduction des nitrates.
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4.5-Fermentation des sucres et production de H2S :

La fermentation des sucres (glucose, lactose) ainsi que la production de H2S

ont été recherchées sur le milieu d’identification combiné : milieu Hajna-Kligler, en

ensemençant abondamment la surface par des stries ou par inondation et le culot par

une simple piqûre centrale.

4.6- Citrate :

Les bactéries capables d'utiliser le citrate de sodium comme seule source de

carbone pourront se développer sur ce milieu. La fermentation du citrate de sodium

entraîne alors une acidification qui provoque un virage de la couleur du milieu de vert

au bleu.

5. Recherche de l’activité enzymatique à différentes concentrations en Nacl :

La recherche de l’activité enzymatique est réalisée de la même manière citée

précédemment. Toutefois, chaque activité enzymatique est testée avec quatre

concentrations différentes en NaCl (0.5, 1, 1.5, 2M) (Annexe II).

6. Recherche de l’activité enzymatique à différentes concentrations en NaCl avec

ajout de l’extrait d’algue :

 Préparation de l’extrait d’algue

L’algue utilisée est une algue verte marine Ulva lactuca ou « laitue de mer». Elle

est collectée à partir du même site d’isolement et transportée immédiatement au

laboratoire dans de l’eau de mer à 4°C. 500g de cette algue sont mis dans un litre de

l’eau distillée et autoclavé 1h/100°C pour libérer le contenu. En fin, Le mélange est

filtré à l’aide un papier filtre pour éliminer les particules solides.

L’extrait d’algue est ajouté aux différents milieux soumis à l’étude des différentes

activités enzymatiques à raison de 10 % (vol /vol), et pour chaque concentration en

NaCl.
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7. Détermination de l’effet de la concentration en NaCl sur la croissance

bactérienne :

L’effet du NaCl sur la croissance bactérienne est déterminé sur milieu ZoBell

liquide contenant différentes concentrations en NaCl (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3M). Le pH

est ajusté avec une solution de KOH à 6,8. 5ml de chaque milieux sont inoculés avec

0,1 ml de la solution bactérienne et incubés à 22°C /72 h. La croissance est déterminée

par mesure de la DO à 525 nm.

Trois répétitions sont réalisées pour chaque concentration.

8. Détermination de l’effet de la concentration de NaCl sur la croissance

bactérienne en présence de l’extrait d’algue :

0.1 ml de la même solution bactérienne est utilisé pour inoculer 4ml de milieu

Zobell liquide avec différentes concentrations en NaCl, ajouté de 1ml de l’extrait

d’algue. La croissance est déterminée par mesure de la DO à 525nm, après incubation

à 22°C/72h. Trois répétitions sont réalisées.
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1. Isolement de bactéries

54 colonies différentes sont isolées à partir des échantillons collectés, et cela sur la

base de l’aspect des colonies sur milieu solide. Ces colonies présentent une grande

diversité concernant la taille, la forme, la couleur et la surface.

Figure 5 : Quelques aspects des colonies obtenues sur milieu ZoBell.

Concernant l’aspect des colonies, on trouve des colonies crémeuses à bord régulier

ou irrégulier, sèches ou très muqueuses ; petites colonies sphériques crémeuses;

colonies jaunâtres formant un tapis visqueux ou non visqueux et de petites colonies

roses sphériques muqueuses, formant un tapis.

2. Recherche des enzymes d’intérêt agricole :

Les 54 isolats sont testés pour diverses activités enzymatiques : cellulase,

chitinase, estérase, protéase, amylase, et lipase. Des tests d’identification ont été

effectués sur 12 isolats qui se sont révélés positifs
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Tableau II : Résultats des différents tests d’activités enzymatiques réalisés :

Isolat Cellulase Lipase Estérase Protéase Chitinase Amylase

S1 ++ + - ++ - -
S6 +++ ++ ++ ++ +++ +++

S11 - +++ ++++ - + +
S12 ++ + - + + -
S13 +++ ++ + ++ +++ +++
S18 ++ ++ + +++ + +++
S23 - ++++ + ++ ++ ++
S24 + ++ - ++++ ++ +
S26 ++++ ++ - +++ +++ +++
S32 ++ ++ + + + +++
S35 - ++ + + + +++
S36 +++ +++ + + +++ +++

+: Activité faible; ++ : activité moyenne ; +++ : activité forte ; - : Pas d’activité enzymatique

C

Figure 6 : Résultats des tests d’activités enzymatiques appliqués :

A : Estérase ; B : cellulase ; C : amylase ; D : lipase ; E : chitinase ; F : protéase.

A B C

D
E F
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Les résultats de ce test pour les autres isolats sont présentés dans l’Annexe III.

Le pourcentage de chaque activité présente chez les 54 isolats est calculé et présenté

dans le tableau suivant

Tableau III : Les pourcentages d’activités enzymatiques des isolats

D’après les résultats (tableau III), on remarque que tous les isolats (54) possèdent de

l’activité lipolytique ; viens en deuxième lieu l’activité amylasique qu’est présente

chez 83% de 54 isolats. 75% des isolats est le pourcentage occupé par les deux

activités cellulasique et chitinasique. Le plus petit pourcentage (58% des isolats) est

enregistré pour l’activité estérasique.

3. Identification des isolats :

L’observation de l’aspect cultural et morphologique des colonies isolées et

purifiées est réalisée sur milieu Zobell. D’autres observations au microscope optique

sont aussi effectuées, à l’état frais et après coloration de Gram (X100).

Activité enzymatique Pourcentage

Cellulasique 75%

Lipolytique 100%

Estérasique 58,33%

Protéasique 66,66%

Chitinasique 75%

Amylasique 83,33%
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Tableau IV : Caractères culturaux et morphologiques des bactéries isolées

Isolat Etat frais Gram Mobilité

S1 Cocci + -

S6 Bacille très fin - -

S11 Coccobacille - -

S12 Cocci + -

S13 Petit bacille - +

S18 Petit bacille + -

S23 Cocci - -

S24 Bacille + -

S26 Coque-
diplocoque

- -

S32 Coccobacille - +

S35 Filaments - -

S36 Bacille très fin - -

L’identification biochimique des isolats sélectionnés est effectuée à l’aide des mini-

galeries classiques avec un nombre limité de caractères, les résultats obtenus sont

illustrés dans le tableau suivant :

Tableau V : Résultats des tests biochimiques.

Isolat Nitrate

réductase

Citrate Mannitol Catalase H2s Production

de gaz

Glucose Lactose

S1 NR- - - + - - - +

S6 NR+ - + ++ - - + +

S11 NR- - + + - - - -

S12 NR+ - + ++ - - - -

S13 NR+ - + ++ - - + +

S18 NR- - + + - - + +

S23 NR+++ - - + - - + +

S24 NR- - + + - - - -

S26 NR+ - - + - - + +

S32 NR+ - + + - - + -

S35 NR+ - + ++ - - + +

S36 NR+ - + ++ - - + -



Résultats

33

D’après les caractères biochimiques et morphologiques obtenus, les isolats pourraient

être comparés sur le plan phénotypique aux genres : Pseudoalteromonas (S6, S32,

S36) ; Bacillus (S18, S24) ; Acinetobacter (S23, S26) ; Micrococcus (S12) ; Vibrio

(S13).

Tableau VI : origine des isolats sélectionnés

Les échantillons Les isolats sélectionnés

Enteromorpha intistinalis (E1) S18- S23
Enteromorpha intistinalis (E2) S13- S24

Ulva lactuca (E3) S1- S6- S36
Scytosiphonlo mentaria (E4) S11- S32

Enteromorpha intistinalis (E5) S12- S35- S26

4. L’activité enzymatique à différentes concentrations en NaCl

Parmi les 12 isolats, 9 isolats sont sélectionnés pour les différents tests

d’activité enzymatique (cellulase, chitinase, estérase, protéase, amylase, et lipase), en

présence de différentes concentrations en NaCl. Les résultats obtenus sont présentés

dans le tableau VII.
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Tableau VII: résultats de l’activité enzymatique à différentes concentrations en NaCl

Isolats concentration protéase lipase amylase estérase cellulase chitinase

S6

0.5M
1M
1.5M
2M

++
++
+
+

++
++
++
++

+
-
-
-

+
+
+
+

+++
+++
+++
++

+++
++
++
++

S12

0.5M
1M
1.5M
2M

++
++
+
-

+
+
+
-

-
-
-
-

-
-
-
-

++
+
+
-

-
-
-
-

S13

0.5M
1M
1.5M
2M

+
++
+
-

++
++
++
++

+++
+++
++
+

+
+
+
+

+++
++
++
+

++
++
+
-

S18

0.5M
1M
1.5M
2M

+
+
+
-

++
+
+
+

++
+
+
-

+
+
+
+

++
++
++
++

+
+
+
-

S23

0.5M
1M
1.5M
2M

+
+
+
+

+++
++
++
++

+++
+++
++
-

+
-
-
-

-
-
-
-

-
-
-
-

S24

0.5M
1M
1.5M
2M

++
++
-
-

+
+
+
-

++
+
+
-

-
-
-
-

+
-
-
-

+++
++
++
++

S26

0.5M
1M
1.5M
2M

+++
++
+
+

++
+
+
-

++
+
+
+

-
-
-
-

+++
++
++
-

+++
++
++
+

S32

0.5M
1M
1.5M
2M

+
+
-
-

+
+
+
+

+++
+
+
-

+
-
-
-

+
+
+
+

++
++
+
+

S36

0.5M
1M
1.5M
2M

++
++
-
-

+
+
+
+

+
+
-
-

+
+
+
+

+++
+++
+++
++

+++
+++
++
+
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La plupart des isolats testés arrivent à produire différentes enzymes jusqu’à 2M de

NaCl. Cependant, certains subissent un arrêt de synthèse pour quelques enzymes à

0,5M comme S6 (amylase), S24 (cellulase) et S32 (estérase). Pour les autres isolats,

l’activité enzymatique cesse en présence de 1M de NaCl tel que S24 (protéase), S32

(protéase) et S36 (protéase, amylase) et plusieurs exemples à 1,5M comme S12

(protéase, lipase, cellulase), S13 (protéase, chitinase), S18 (protéase amylase,

chitinase), S23 (amylase), S24 (lipase, amylase), S26 (lipase, cellulase) et S32

(amylase). Les meilleures activités obtenues jusqu’à 2M de NaCl pour la plus part des

isolats testés sont celles de cellulase et chitinase.

5. L’activité enzymatique à différentes concentrations en NaCl et en présence des

extraits de l’algue marine U. lactuca

Les résultats obtenus sur les tests d’activité enzymatique (cellulase, chitinase,

estérase, protéase, amylase, et lipase), à différentes concentrations en NaCl et avec

ajout de l’extrait d’algue aux 9 isolats sélectionnés sont présentés dans le tableau ci-

après :
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Tableau VIII : Résultats de l’activité enzymatique à différentes concentrations en

NaCl en présence de l’extrait d’Ulva lactuca

Isolats concentration protéase lipase amylase estérase cellulase chitinase

S6

0.5M
1M
1.5M
2M

+++
++
+
+

++
+
+
+

-
-
-
-

+
+
+
+

+++
++
++
++

+++
++
++
++

S12

0.5M
1M
1.5M
2M

++
+
+
-

-
-
-
-

-
-
-
-

-
-
-
-

+
+
-
-

-
-
-
-

S13

0.5M
1M
1.5M
2M

+++
++
+
+

++
++
++
++

+++
+
+
+

+++
+++
++
+

++
++
+
-

++
++
+
-

S18

0.5M
1M
1.5M
2M

+++
++
+
+

++
++
++
++

+
+
+
-

+++
+++
++
+

+
+
+
-

+
+
+
-

S23

0.5M
1M
1.5M
2M

++
++
+
+

++
++
++
++

++
++
++
-

+++
+++
++
+

-
-
-
-

-
-
-
-

S24

0.5M
1M
1.5M
2M

+++
++
-
-

+
+
+
-

+
-
-
-

-
-
-
-

-
-
-
-

+++
++
++
+

S26

0.5M
1M
1.5M
2M

+++
++
+
-

+
+
+
+

++
++
+
+

-
-
-
-

++
-
-
-

+++
++
++
+

S32

0.5M
1M
1.5M
2M

++
+
-
-

++
++
++
+

+
-
-
-

+
+
+
+

++
++
++
+

++
++
+
+

S36

0.5M
1M
1.5M
2M

+++
++
+
-

++
++
++
+

+
-
-
-

+
+
+
+

+++
+++
+++
++

+++
+++
+
+
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Il n’y a pas de grande différence entre ces résultats et les résultats des activités

enzymatiques à différents concentrations en NaCl sans ajout de l’extrait d’algue,

toutefois une amélioration remarquable de l’activité estérasique est enregistrée et pour

tous les isolats testés.

Figure 7 : Tests d’activités enzymatiques réalisés à différentes [NaCL] :

A : amylase ; B : lipase ; C: cellulase ; D : chitinase.

6. Effet de la concentration en NaCl sur la croissance bactérienne:

a) Sans extraits d’algue marine :

Le comportement des 9 isolats vis-à-vis de la concentration en NaCl est

différent. Une croissance optimale est observée à 1,5M NaCl pour les isolats S6, S12,

S13, S26 et S32. Alors que, la concentration optimale en NaCl enregistrée pour les

deux isolats S18 et S36 est de 2,5M.

A B

C D
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Les moyennes de la croissance en fonction de la concentration de NaCl sont

résumées dans le tableau suivant :

Tableau IX : Moyennes de la croissance en fonction de la concentration en NaCl

[NaCl]

M

La croissance bactérienne

S6 S13 S26 S32 S12

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0,30±0,06

0,13±0,01

0,39±0,04

0,08±0,03

0,06±0,01

0,05±0,02

0,26±0,08

0,24±0,03

0,56±0,02

0,49±0,04

0,39±0,03

0,36±0,03

0,13±0,03

0,22±0,13

0,25±0,01

0,07±0,11

0,06±0,06

0,04±0,03

0,41±0,06

0,39±0,05

0,48±0,02

0,18±0,07

0,15±0,06

0,11±0,03

0,53±0,05

0,39±0,08

0,37±0,02

0,11±0,06

0,07±0,00

0,06±0,06

Les courbes suivantes montrent la variation de la croissance des isolats en fonction de

la concentration de NaCl.

[NaCl]

M

La croissance bactérienne

S23 S24 S18 S36

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0,52±0,14

0,63±0,10

0,47±0,11

0,33±0,08

0,20±0,03

0,16±0,01

0,59±0,06

0,47±0,13

0,66±0,10

0,78±0,03

0,64±0,08

0,47±0,09

0,68±0,01

0,65±0,02

0,55±0,02

0,52±0,03

0,75±0,05

0,65±0,02

0,52±0,04

0,62±0,03

0,63±0,09

0,66±0,20

0,82±0,09

0,59±0,06
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Figure 8-a : courbes de croissance des isolats (S6, S13, S26, S32) aux différentes

concentrations en NaCl

D’après les deux courbes représentatives de la croissance des souches S6 et S13, on

remarque que l’optimum de croissance est à 1,5M, puis en remarque une diminution

de la croissance après cette concentration. Pour la souche S13, on remarque une bonne

croissance jusqu’à 3M en NaCl, contrairement à la souche S6.

L’optimum de croissance est enregistré à 1,5M pour les deux isolats S26 et S32.

S6 S13

S26 S32
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Figure 8-b : courbes de croissance des isolats (S18, S36, S23, S24) aux différentes

concentrations en NaCl

D’après la (figure 8-b), l’optimum de croissance des deux souches est obtenu à 2,5M,

comme en remarque une bonne croissance même à 3M en NaCl.

L’optimum de croissance des souches S23 et S24 d’après leur courbes de croissance

est obtenu à 1M et à 2M de NaCl respectivement.

S18 S36

S23 S24
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Figure 8-c : courbes de croissance de l’isolat (S12) aux différentes concentrations en

NaCl

On remarque que l’optimum de croissance de la souche S12 est enregistré à 0,5M de

NaCl, puis une diminution progressive de croissance.

b) En présence des extraits d’algue marine :

L’addition des extraits d’algue marine au milieu contenant différentes

concentrations en NaCl, a engendré une légère amélioration de quelques isolats sur les

9 testés (S6, S12, S13, S26, S32), comme en remarque le changement de l’optimum de

croissance pour tous les isolats, soit par augmentation (S12, S13, S26, S32) ou

diminution (S6, S18, S23, S24, S36). Les moyennes de la croissance en fonction de la

concentration de NaCl, avec ajout de l’extrait d’algue sont résumées dans le tableau

suivant :

S12
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Tableau X : moyennes de la croissance bactérienne en fonction de la concentration de

NaCl en présence de l’extrait d’algue

[NaCl]

M

La croissance bactérienne

S6 S12 S13 S26 S32

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0,60±0,10

0,47±0,07

0,29±0,01

0,08±0,04

0,33±0,38

0,01±0,00

0,17±0,05

0,19±0,07

0,27±0,02

0,08±0,03

0,04±0,01

0,03±0,04

0,39±0,00

0,40±0,04

0,26±0,03

0,22±0,02

0,77±0,36

0,15±0,09

0,51±0,22

0,65±0,02

0,59±0,06

0,50±0,09

0,45±0,14

0,41±0,10

0,43±0,10

0,37±0,28

0,23±0,00

0,24±0,03

0,58±0,34

0,08±0,03

Les courbes illustrant ces résultats sont présentées ci-dessous.

[NaCl]

M

La croissance bactérienne

S23 S24 S18 S36

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0,32±0,06

0,33±0,05

0,34±0,00

0,26±0,02

0,20±0,08

0,20±0,00

0,58±0,16

0,61±0,06

0,53±0,06

0,38±0,18

0,28±0,04

0,24±0,09

0,29±0,05

0,25±0,17

0,16±0,05

0,17±0,09

0,20±0,17

0,04±0,00

0,95±0,11

0,84±0,07

0,79±0,02

0,61±0,23

0,71±0,20

0,46±0,06
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Figure 9-a : courbes de croissance des isolats (S6, S13, S26, S32) aux différentes

concentrations en NaCl avec présence de l’extrait d’algue

D’après la (figure 9-a) l’optimum de croissance des isolats S6 et S13 est obtenu à

0,5M et à 2,5M de NaCl respectivement. L’optimum de croissance de l’isolat S26 est

obtenu à 1M, par contre pour l’isolat S32, son optimum de croissance est obtenu à

2,5M après avoir été à 1,5M sans présence de l’extrait d’algue.

S6 S13

S26 S32
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Figure 9-b : courbes de croissance des isolats (S18, S36, S23, S24) aux différentes

concentrations en NaCl avec présence de l’extrait d’algue

D’après les courbes de croissance (figure 9-b), on remarque pour les deux isolats S18

et S36, une meilleure moyenne de croissance à 0,5M de NaCl, puis se diminue pour

reprendre à 1,5M et 2M (pour S18 et S36 respectivement), après un pic à 2M de NaCl

la croissance diminue à nouveau.

S18 S36

S23 S24
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L’optimum de croissance des isolats S23 et S24 est enregistré à 1,5M et 1M

respectivement, après cet optimum les moyennes de croissance diminuent

progressivement.
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Figure 9-c : courbes de croissance de l’isolat (S12) aux différentes concentrations en

NaCl avec présence de l’extrait d’algue

D’après la (figure 9-c), la croissance de l’isolat S12 est trés amélioré par rapport à sa

croissance en absence de l’extrait d’algue. Son optimum de croissance a changé de

0,5M à 1M de NaCl.

Cinque isolats (S12, S13, S26, S32, S36) de neuf ont réagi positivement en

présence de l’extrait d’Ulva lactuca qui s’est traduit par une augmentation des

moyennes de la croissance, par contre les isolats (S23, S24 et S18) ont une

réaction négative à sa présence.

S12
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Dans la présente étude, 5 échantillons d’algues marines sont isolés en toute

asepsie de la côte Ouest de la wilaya de Bejaïa (Boulimat) dans le but d’isoler la flore

bactérienne attachée à leur surface, ainsi que tester ultérieurement leur aptitude à

produire les différentes classes d’enzymes hydrolytiques, à différentes concentration

en NaCl et tester leurs osmotolérence jusqu’à 3M de NaCl avec et sans ajout de

l’extrait d’algue.

Il est bien établi que la surface des organismes marins tels que les invertébrés et

les algues sont fréquemment l’hôte de diverses populations bactériennes (Wahl, 1989).

Ainsi le terme biofilm a été proposé pour la première fois par Costerton et al. (1978)

pour suggérer que le mode de vie des microorganismes attachés à une surface serait le

mode de vie naturel de la plupart des microorganismes dans les systèmes aquatiques

(Salaün, 2009).

Pour la plupart des organismes marins peu est connu au sujet des populations

microbiennes qui colonisent leurs surfaces, en termes de nombre, composition de la

population ou interactions symbiotiques (Boyd et al., 1999).

L’isolement des bactéries à partir des milieux aquatiques fut l’objet de plusieurs

études ; 280 isolats de bactéries marines à partir de plusieurs algues marines ont été

obtenus dans la culture pure. 60 sur 280 isolats (21%) ont montré une activité

antimicrobienne (BOYD et al., 1999). 35 souches bactériennes étaient isolées à partir

de la surface des algues et l’identification moléculaire a montré qu’elles appartiennent

aux phylums : Firmicutes, Proteobacteria et Actinobacteria (Villarreal-Gómez et al.,

2010). Kanagasabhapathy et al (2006) ont isolé 116 bactéries marines associées à la

surface de neuf espèces des algues brunes. Plusieurs isolats bactériens marins affiliés à

41 genres différents, dont les plus abondants sont bacillus, Ruegeria, Micrococcus,

Pseudovibrio et Staphylococcus, sont isolés par Menezes et al. (2009).

Dans notre étude, 54 isolats bactériens sont isolés et séparés au départ sur la base de

leurs caractères morphologiques, 9 isolats sont choisis par la suite sur la base de leurs

activités enzymatiques pour les tests qui suit.
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1. Recherche d’enzymes à intérêt agricole

La majeure partie de la matière organique des écosystèmes aquatiques se trouve

sous forme des polymères. Ces derniers ne peuvent pas être assimilés directement par

les bactéries, en raison de la perméabilité insuffisante de leurs membranes.

Grâce à l'activité des enzymes extracellulaires synthétisées par les bactéries, ces

composés de grands poids moléculaire peuvent être clivés en monomère et petits

oligomères appropriés pour être assimilés par la cellule bactérienne (Rath et al.,

1993 ; Arnosti et al., 2009).

Il est connu que les communautés microbiennes marines sont responsables du

changement de la distribution de certains éléments chimiques en mer. L'aptitude

autonome de ces microorganismes marins pour produire des substances

biologiquement actives qui s'accumulent et modifient la composition de milieu

environnant est très critique pour eux (Mebs, 2000).

Mudryk et Skórczewski. (2006) ont isolé plusieurs bactéries marines productrices

d’enzymes extracellulaires. Les bactéries capables d'hydrolyser les lipides ont présenté

le pourcentage le plus élevé du nombre total de 810 souches de la flore bactérienne

étudiée. Ceux capables d'hydrolyser les protéines et l'ADN sont également

nombreuses, alors que les bactéries capables de décomposer l'amidon et la lécithine

présentent un nombre inférieur. Cependant, ce sont les bactéries capables d'hydrolyser

la cellulose qui les moins nombreuses.

Les carbohydrates dont les plus abondants sont : la cellulose, l’amidon et les xylanes,

constituent une des formes principales de substrats organiques dans l'environnement

aquatique, contribuant jusqu'à 80% de carbone organique dissout et 5-25% du

carbone organique en particules, et représentent la plus grande source d'énergie

renouvelable connue. 65% des isolats bactériens marins peuvent produire des enzymes

dégradant les carbohydrates (amylase, cellulase, hémicellulase). La majorité de ces

bactéries appartient au genre Bacillus suivi de Vibrio, Marinobacter,

Exiquinobacterium, Alteromonas, Enterobacter et Aeromonas. C’est les résultats

obtenus par Khandeparker et al. (2011).
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1.1. Activité cellulasique :

La dégradation de la cellulose joue un rôle clé dans le cycle de carbone (Lee et

al., 2007), elle est essentiellement convertie par les microorganismes en dioxyde de

carbone dans des conditions aérobies et en méthane en anaérobiose.

Dans ce travail, la production de la cellulase est observée chez 75% des isolats

collectés à partir des algues. Veiga et al. (1983) ont isolé 36 souches d’actinomycètes

appartenant au genre Streptomyces à partir de sédiments marins, dont plus de 50%

montrent une activité cellulasique. Les souches marines Bacillus aquimaris et Bacillus

sp. H1666 productrices de cellulase sont isolées par Trivedi et al.(2011) et

Harshvardhan et al.(2013) respectivement.

L'incorporation de paille est considérée une stratégie importante pour améliorer

la qualité de sol et pour réduire la dépendance à l'égard des engrais minéraux.

Fontaine et al. (2004) montré que la cellulase exogène a accéléré la

décomposition de la cellulose dans le sol. L'application de cellulase a favorisé la

décomposition de paille, et les taux de décomposition de paille de riz et de blé sont

augmentés de 6.3-26.0% et de 6.8-28.0%, respectivement, dans les expériences en sac

de nylon. Dans les expériences en pot, la teneur en Azote et en Phosphore disponibles

dans le sol et la croissance des plantes de riz sont augmentés (Han et He, 2010).

Par conséquent, employant la cellulase exogène peut être un moyens potentiel

pour l'accélération de la décomposition de paille et de l’augmentation de la fertilité du

sol. Ces dernières années, l'utilisation de la cellulase a devenu un des moyens

importants d'améliorer la production de bétail et de volaille et l'utilisation d'aliments

(Zhou et al., 2013).

1.2 . Activité amylasique :

L’activité amylasique est observée chez 83,3 % des isolats obtenus. Les

amylases sont parmi les enzymes industrielles les plus importantes, qui ont une large

variété d'applications, s'étendant de la conversion de l'amidon en sirops de sucre, en

production des cyclodextrines dans l’industrie pharmaceutique. Elles peuvent dériver

de plusieurs sources comme les plantes, les animaux et les microorganismes. La

synthèse des enzymes amylasique par ces bactéries permet une dégradation de la
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matière organique dans la nature et ainsi fournir des éléments minéraux que les plantes

vont utiliser pour leur croissance.

1.3. Activité protéasique :

Les protéases sont parmi les enzymes les plus importantes en industrie avec un

pourcentage de 30 de la production mondiale des enzymes et environ 60% du total des

enzymes vendues (Ningthoujamet al., 2009 ; Gul et al., 2008). 66,66% représentent le

pourcentage de l’activité protéasique des isolats.

Abou-Elela et al. (2011) ont isolé 18 bactéries marines productrices de protéases dont

la meilleure activité est détectée chez Bacillus cereus. Les protéases sont généralement

produites par le genre Bacillus isolé à partir de différentes sources (Manandhar et

shrestha, 1999). Les bactéries marines Bacillus alveayuensis CAS 5 et Bacillus subtilis

AP-MSU 6 produisent de protéase (Annamalai et al., 2013, Maruthiah et al., 2013).

Par ailleurs, les études effectuées par Riley (1970) ont montré que la matière organique

en particule en milieu marin est principalement composée de protéines (environ 50%),

de polysaccharides (25%) et de l’hémicelluloses (25%). La chitine, l'acide urique et les

lipides sont généralement moins abondants (Siuda et Chrost, 2001).

Les protéases extracellulaires hydrolysent des protéines en mono- ou oligomères,

principalement les peptides et acides aminés. Ces composés organiques de faible poids

moléculaire sont les précurseurs immédiats de la synthèse des protéines et rentrent

dans beaucoup de voies métaboliques de la cellule (Manandhar et shrestha, 1999).

L’activité protéasique peut avoir un effet plus poussé, elle influence indirectement la

synthèse des auxines en libérant les acides aminés comme le tryptophane qui est le

précurseur de la synthèse de l’acide indole acétique et d’autres substances appariées

(Mansour et al., 1994).

1.4. Activité chitinasique :

Les maladies des plantes provoquées par les champignons phyto-pathogènes

sont l'un des soucis principaux pour la production alimentaire agricole dans le monde

entier. Les champignons pathogènes qui se trouvent dans le sol tels que Pythium,

Fusarium, Rhizoctonia et Phytopthora attaquent la plupart des plantes de grande
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importance économique (les graines avant germination ou les racines des plantes après

germination). Puisque les cuticules de plusieurs espèces d’insecte et la paroi cellulaire

fongique, se compose principalement de la chitine, Les microorganismes produisant

les enzymes Mycolytiques (chitinases, protéases et glucanase) sont considérés comme

agents potentiels de contrôle biologique.

Il bien établi que les chitinases jouent un rôle protecteur contre les champignons

phytopathogènes en raison de leur capacité d'interférer leurs constituants en chitine

(GADELHAK et al., 2005). Ces chitinases peuvent aussi libérer des oligo-N-acétyle

glucosamines qui fonctionnent comme activateurs des réponses de défense dans les

cellules de plantes (Gohel et al., 2006). 75% des isolats possèdent une activité

chitinasique, en outre, les isolats S6, S24, S32, S26, S36 ont montré l'activité de

chitinase la plus élevée comparée aux autres isolats choisis et ont été identifiés

comme : Pseudoalteromonas, Acinetobacter et Bacillus.

Plusieurs espèces du genre Bacillus sont connues par la production de

chitinases, comme B. circulans, B. licheniformis et autres (Pleban et al., 1997). Itoi et

al. (2006) ont reporté que les bactéries marines sont une excellente source des

chitinases, particulièrement les bactéries de la famille Vibrionaceae tel que : Vibrio

furnissii, Vibrio anguillarum, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio campbellii, V. fisheri et

Vibrio carchariae. Itoi et al. (2007) ont isolé la souche V. proteolyticus productrice de

chitinase.

1.5. Activité lipasique et estérasique :

La plupart des réactions catalysées par les lipases montrent une sélectivité et

une efficacité très élevées, et elles se produisent dans des conditions moyennes ; avec

des besoins bas en énergie et sans ajout de cofacteurs.

Le potentiel biotechnologique des lipases, dû à leur estéreospecificité, est énorme et ils

ont attiré un grand intérêt pour l'industrie alimentaire, agricole, chimique,

pharmaceutique, médicale et cosmétique. (Senthilkumer et Selvakumar, 2008).
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Dans cette étude, tous les isolats (100%) ont une activité lipolytique et 58%

possèdent une estérase. La synthèse des lipases et des estérases par ces souches est

une activité qui contribue à la dégradation de la matière grasse et par conséquent, les

souches pourraient participer dans le recyclage, et fournissent les éléments minéraux

nécessaires aux plantes.

De Guzmán et al. (2008) ont isolé 10 bactéries halotolérantes parmi 34

produisant des lipases à partir de lac salé Laguna Verde (Bolivie), dont l’activité

maximale est enregistrée à 1.7M de NaCl. Bacillus sp, bactérie osmotolérante isolé de

milieu marin productrice des estérases (Sana et al., 2007).

Il est intéressant d’appuyer sur un point très important, que dans cette étude tous

les isolats présentent au moins quatre activités enzymatiques de celles testées, donc

elles sont porteuses d’un équipement enzymatique très riche. Il faut également signaler

que les enzymes telles que les protéases, lipases, amylases et cellulases sont d’intérêt

agricole remarquable à cause de leur implication dans la fertilisation des sols par la

dégradation des polymères organiques.

2. Identification des isolats :

Pseudomonas, Vibrio, Flavobacterium, Achromobacter, Acinetobacter sont les

genres les plus rencontrés dans le milieu marin, en particulier dans les biofilms. La

majorité des espèces marines sont mobiles et les bactéries Gram négatif dominent

nettement (Hamadouche, 2003). Ces bactéries présentent à leur surface notamment sur

leurs parois des structures comme les adhésines ou les pili permettant ainsi leur

attachement (Jensen et Fenical, 1995).

Les résultats des tests effectués sur mini-galeries biochimiques permettraient

d’affilier les isolats aux genres : Pseudoalteromonas, Bacillus, Acinetobacter, Vibrio

et Micrococcus. Ce qui montre une diversité bactérienne sur la surface des algues. Le

genre le plus dominant est Pseudoalteromonas, puis Bacillus et Acinetobacter. Ces

résultats corroborent avec ceux de la littérature scientifique qui stipulent que ces

genres sont très rencontrés au le milieu marin, soit libres ou attachés à la surface des

macro-organismes et sédiments marins.
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La famille des Vibrionaceae constitue l’un des plus importants groupes

bactériens dans l’environnement marin. Les membres de cette famille prédominent

souvent dans la flore bactérienne de l'eau de mer, des algues, et des poissons (Damir et

al., 2013). Une étude réalisée dans l’Ouest de l'océan Pacific, a révélé la dominance du

genre vibrio avec 80% de la population bactérienne totale de l’eau de mer en surface

(Khandeparker et al., 2011).

Les espèces de genre vibrio sont des pathogènes humains et animaux marins.

Plusieurs espèces sont reconnus comme pathogènes humains (V. alginolyticus, V.

vulnificus , V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. fluvialis, V. mimicus, V. tapetis et V.

hollisae ) qui ont été associés aux infections de blessure, infections d'oreille après

exposition aux eaux polluées, et après consommation de nourriture souillée (Schets et

al., 2011, Won et Park. 2008, Ji et al., 2011, Balboa et al., 2012, López et al., 2012,

Damir et al., 2013, Hashem et El-Barbary. 2013, Yano et al., 2014).

Dans notre étude, l’isolat S13 appartenant au genre vibrio, n’est pas intéressant, car

ce genre est connu comme pathogène, donc son utilisation présente un haut risque, en

dépit de sa production d’enzymes et son halotolérance.

Les bactéries appartenant au genre acinétobacter (famille Moraxellaceae, classe

γ-Proteobacteria) sont des Coccobacills à gram négatif, facilement isolés de  sol, d'eau, 

d’eaux d'égout, de peau humaine et d’une grande variété de produits alimentaires

(Guardabassi et al., 2000, Xia et al., 2008, Peix et al., 2009). On estime qu’au moins

0.001% de la population bactérienne totale de l'eau et de sol cultivable, hétérotrophes,

aérobies sont Acinétobacter spp (Zhang et al., 2009).

Les espèces de genre Acinétobacter ont attiré un grand intérêt pour des

applications environnementales et biotechnologiques en raison de leur implication

dans la biodégradation de différents polluants et de la production extra- et

intracellulaire des nombreux produits de grande valeur économique. Cependant,

quelques espèces sont pathogènes, telles qu’Ac. baumanni agent pathogènes humain,

lié aux infection nosocomials avec la capacité de formation de biofilm (Zhang et al.,

2009, Hori et al., 2011, Zhan et al., 2012, Pirog et al., 2013).

Les souches Acinétobacter calcoaceticus peuvent accumuler des

polyphosphates intracellulairement, ainsi elles solubilisent le phosphate de
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l'environnement. Peix et al. (2009) ont isolé deux souches d’Acinétobacter

calcoaceticus à partir de sol rhizosphirique, montrant une grande capacité de

solubiliser le phosphate in vitro, des expériences d'inoculation de pois chiche et l'orge

confirment qu’elles sont des souches promotrices de la croissance de plantes. Une

grande capacité des souches d'Acinétobacter de solubiliser le phosphate et de coloniser

les racines de l'Oryza sativa a été montrée par Islama et al. (2007). Quelques souches

de ce genre ont été rapportés comme endophytes de la canne à sucre (Velazquez et al.,

2008). Sachdev et al. (2010) ont isolé plusieurs espèces d’Acinetobacter (Ac.

calcoaceticus, Ac. baumannii, Ac. lwoffi et Ac. baylyi) de la rhizosphère de blé,

promotrices de la croissance de plantes par la fixation d’azote, production de

siderophores et solubilisation de minéraux.

Une souche d’Acinetobacter est considérée en tant agents potentiel de contrôle

biologique contre la bactérie pathogène de la tomate, Ralstonia solanacearum et trois

champignons phytopathogène de sol, vue sa grande activité antagoniste et son effet

promoteur de la croissance de plantes enregistré après expérimentation dans la serre et

sur champs, effectué par Xue et al. (2009).

Il est très important de déterminer que les isolats appartenant au genre Acinetobacter

obtenus dans notre étude (S23 et S26) n’ont aucun effet pathogène sur les humains,

pour pouvoir les utiliser comme inoculant des plantes, vue leur osmotolerance et

production d’enzymes.

Le genre Pseudoalteromonas (famille Alteromonadaceae, ordre

Alteromondales, classe Gammaproteobacteria) inclut actuellement 26 espèces, sont

des bactéries à Gram négatif très distribué dans le milieu marin, Ces bactéries aisément

cultivables ont grande importance due à leur production de divers composés

biologiquement actifs tels que : antibiotiques, enzymes, antitoxines, antitumoraux et

antiviraux. Certains espèces comme Pseudoalteromonas citrea, ont une activité

protéolytique et la capacité d’hydrolyser les protéines des poissons (Muldoon et al.,

2003, Silipo et al., 2005, Li et al., 2009, Chen et al., 2010, Broekaert et al., 2013).

Trivedi et al.(2013) ont isolé une souche de Pseudoalteromonas à partir de

l’algue brune Sargassum polycystum C. Agardh, productrice de cellulase

extracellulaire. Pseudoalteromonas aliena KMM 3562 et Pseudoalteromonas
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atlantica IAM 14165 productrices de lipopolysaccharide sont isolées par Nordmark et

al. (2005) et Perepelov et al. (2005) de milieu marin respectivement. Chen et al.

(2012) ont rapporté l’isolement d’une souche de pseudoalteromonas productrice d’une

nouvel ubiquinone (Pseudoalteromone A). Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125

produit une substance anti-biofilm (Papa et al., 2013).

Le genre bacillus se compose de plus de 222 espèces identifiées, distribué

largement dans beaucoup d'habitats terrestres et aquatiques (Ki et al., 2009). Il est bien

connu comme un grand producteur d'enzymes (Sanchez-Porroet al., 2002) et beaucoup

des espèces appartenant à ce genre sont considérées comme bactéries promotrices de la

croissance des plantes. Après inoculation des racines de la tomate par Bacillus subtilis

BEB-13bs, le rendement et la qualité de fruit (le poids, la taille et la texture de fruit)

sont amélioré par rapport au témoin non inoculé (Mena-Violante et Olalde-Portugal,

2007). La suppression de maladie et la promotion de la croissance de concombre induit

par l’inoculation de Bacillus subtilis sont rapportées par une étude effectuée par Park

et al. (2013). Une souche de Bacillus licheniformis isolé à partir de la rhizosphère

d’une plante halotolerante Suaeda fruticosa de désert salin de l’Inde a montré un

effet positif sur la biomasse fraîche, la longueur totale et la longueur de racine (28%,

24% et 17% respectivement) de l’Arachide, dans un sol salin (Goswami et al., 2024).

Bisht et al. (2014) ont isolé une souche de Bacillus productrice de l’acide indole

acétique, de sidérophore, capable de solubiliser le phosphore et de métaboliser

différents hydrocarbures polyaromatiques de sol, en plus son inhibition de la

croissance de plusieurs champignons phytopathogenes (Rhizoctonia solani,

Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum et Fusarium solani). La croissance

de la plante Pinus pinea est améliorée après l’inoculation par les souches (Bacillus

licheniformis CECT 5106 et B. pumilus CECT 5105) (Probanza et al., 2002).

Micrococcus, bactéries Gram positif, strictement aérobie avec un contenu élevé

de G+C, sphérique et habituellement trouvé en tétrade. Elles sont généralement isolées

à partir de la peau, mais également à partir de sol, eau marine et eau douce (Dib et al.,

2010).

Dastager et al.(2010) ont isolé une souche de Micrococcus à partir de sol,

promotrice de la croissance de plantes par la solubilisation de phosphore, production
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d’auxin et siderophore. Micrococcus luteus DE2008 capable d’absorber le plomb et le

cuivre, peut restaurer les environnements pollués par ces deux métaux (Puyen et al.,

2012). La souche Micrococcus luteus K-3 est capable de produire une glutaminase

osmotolérante (Yoshimune et al., 2006).

3. L’activité enzymatique à différentes concentrations de NaCl :

La majorité des microorganismes halophiles étudiés jusqu’à maintenant produisent

des composés avec un grand potentiel dans les processus industriels et ils ont des

propriétés physiologiques qui facilitent son utilisation dans les objectifs commerciaux.

En outre, les enzymes produites par les microorganismes halophiles ont développé des

moyens particuliers qui confèrent leur stabilité dans des concentrations élevées en sel,

ainsi que en faible quantité de l’eau. Cependant, malgré l’intérêt croissant de

l'utilisation des enzymes halophile dans des applications biotechnologiques, il y a

relativement peu de rapports dans la littérature au sujet de leur production et

caractérisation (De Guzmán et al., 2008).

Les terres arides et semi arides représentent un tiers de la surface du globe. Dans ces

zones, la salinité des sols et des eaux d’irrigation est l’un des majeurs inhibiteurs de la

productivité végétale et du rendement agricole (Hamdia et Shaddad, 2010). Ce

phénomène affecte près de 7% de la surface globale dans le monde. En Algérie, en

plus des deux tiers de la surface représentant le désert, la moitié des terres agricoles

(presque 3,2 millions d’hectares) est menacée par le phénomène de la salinité. Cette

dernière affecte le rendement des différentes céréales cultivées (Hamdy, 1999).

Par conséquent, l'importance de l'inoculation du sol et des plantes avec les micro-

organismes salutaires qui améliorent la nutrition des plantes a été augmentée. Pour

cette raison, il serait de grande importance d’avoir des enzymes disponibles d’intérêt

agricole présentant des activités optimales à différentes valeurs des concentrations en

sel et de la température. Les halophiles sont la source probable la plus importante de

telles enzymes, parce que leurs enzymes sont non seulement sel-tolérantes, mais

beaucoup sont également thermotolérantes. L’isolement des halophiles modérés
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capables de produire les enzymes extracellulaires fournira la possibilité pour avoir des

activités optimales à différentes concentrations en sel (Sanchez-Porro et al., 2002).

Dans cette étude, différents isolats ont arrivé à produire plusieurs enzymes jusqu’à 2M

de NaCl. Par contre, il y a d’autres isolats qui n’ont pas cette capacité, ils ne

produisent pas certaines enzymes au-delà de 0,5M de NaCl. L'exposition des

bactéries à des conditions d'hyperosmolarités a comme résultat une diminution de

l'activité de l'eau cytoplasmique. Les protéines et d'autres macromolécules

biologiques ont une activité optimale entre certaines limites de valeurs de l'activité de

l'eau, en dehors desquelles celle-ci est perturbée. La plasmolyse entraîne la

dénaturation des enzymes (Yancey et Coll, 1982) et donc l'inhibition de

processus physiologiques tels que l'accumulation de nutriments ou la réplication de

l'ADN (Meury, 1988)

4. L’activité enzymatique à différentes concentrations de NaCl, avec ajout de

l’extrait d’algue :

Il n’y a pas de grande différence entre ces résultats et les résultats des activités

enzymatiques à différents [NaCl] sans ajout de l’extrait d’algue, toutefois une

amélioration remarquable de l’activité estérasique est enregistrée et pour tous les

isolats testés.

Ce résultat peut être expliqué par l’absence des molécules actives dans l’extrait

d’algue ajouté, qui aident les bactéries à produire mieux ces enzymes, à l’exception

des estérases, ou peut être ces isolas n’utilisent pas les extraits d’algue, mais ils

dépondent de l’algue à l’état vivant.

Il n’y a pas des études qui sont déjà effectuées dans cette optique.

5. La croissance bactérienne sur milieu salé :

Comme dans le cas de la température, les micro-organismes ont été classés en

fonction de la salinité de leur milieu. Il existe des bactéries pour lesquelles le sel n’est

pas indispensable et exigé à la croissance mais qui peuvent se développer dans des

milieux modérément salés : elles sont dites halotolérentes par opposition aux bactéries
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halophiles pour lesquelles la présence du sel est indispensable à leur survie et à leur

croissance (HAMADOUCHE, 2003).

Les halotolérants et halophiles se distinguent des autres êtres vivants par leur

croissance dans des conditions d’hyper-salinité. Par ailleurs, une classification selon la

résistance à la salinité est établie selon les concentrations suivants en NaCl : (0,2-

0,85M) correspond à une halophilie légère ; une halophilie modérée (0,85-3,4M) et

l’extrême halophilie qui dépasse 3,4M à 5,1M de NaCl. En revanche les non

halophiles possèdent un optimum de croissance au-dessous de 0,2M NaCl (Das Sarma

et Arora, 2001).

D’après cette classification, tous les isolats testés (S6, S12, S13, S18, S23, S24,

S26, S32, S36) sont modérément halophiles, qui ont un optimum de croissance dans

l’intervalle [0,85-3,4M] de NaCl. Ces isolats marins possèdent les capacités endogènes

d'équilibrer leur pression de turgescence et de résister au stress osmotique en

dehors de toute osmoprotection externe. Elles portent donc l'information

génétique et l'équipement enzymatique nécessaires à l'osmotolérance. Les cellules

bactériennes possèdent des mécanismes qui leur permettent de maintenir une pression

osmotique interne plus grande que celle du milieu environnant.

Les espèces marines sont adaptées à la haute salinité des océans, mais on

constate que ces germes ne supportent pas de variations trop importantes du taux de

chlorure de sodium auquel elles sont accoutumées. Les bactéries marines sont donc

halophiles, mais non halorésistantes (Brisou, 1995). Le milieu marin, dominé par sa

caractéristique essentielle à savoir la salinité, est un milieu vivant où les organismes

rencontrés sont adaptés au stress osmotique.

Une stratégie alternative à améliorer la tolérance au sel des récoltes peut

présenter l'introduction des microorganismes sel-tolérants ce qui augmentent le

rendement agricole (Lan et Francisco, 2012). L'identification et l’exploitation des

micro-organismes du sol, qui agissent sur les plantes en allégeant le stress, ouvre de

nouvelles solutions pour une stratégie contre la salinité, aussi bien que de nouvelles

approches pour découvrir de nouveaux mécanismes impliqués dans la tolérance au

stress. Les bactéries asymbiotiques fixatrices d'azote, y compris le genre Azospirillum

sont considérées parmi les microorganismes les plus importants qui jouent un rôle
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significatif dans la fertilité du sol dans les régions tropicales et tempérées du monde

(Hamdia et Shaddad, 2010). L’inoculation de blé dur par la souche hosmotolérante

Azospirillum brasilense NH, a amélioré significativement leur croissance (taux de

germination, taille de tige, poids sec de racines et de feuilles, le contenu en

chlorophylle a et b, le contenu en proline et sucres…) sous les conditions de salinité

(160 et 200 mM NaCl) (Nabti et al., 2010).

Yao et al. (2010) ont étudié l’effet de l’inoculation de Pseudomonas putida Rs-198

sur la croissance des jeunes plantes de Cotton sous le stress salin. Les résultats

indiquent une augmentation de taux de germination, la taille des plantes et leur poids

frais et sec par rapport au témoin non traité. Ainsi une amélioration de l’absorption de

K+ , Mg2+ et Ca2+ et diminution de l’absorption de Na2+. L’inoculation des jeunes

plantes du blé par Bacillus circulans (UBF 20 & 26) et Bacillus Polymyxa UBF 15

dans un sol salé, a augmenté le rendement de matière sèche des racines, des tiges et de

la masse des racines adhérant au sol et la concentration de K+ dans les racines et les

tiges (Khodair et al., 2008). Barassi et al.(2006) ont montré dans une étude que les

graines de laitue (Lactuca sativa) inoculées par Azospirillum brasilense Sp245 ont eu

une meilleure germination et une croissance végétative par rapport à celles non

inoculées après avoir été exposé aux concentrations en NaCl jusqu'à 80 moles m-3.

6. La croissance bactérienne en milieu liquide avec différentes concentrations de

NaCl avec ajout de l’extrait d’algue :

En général, les organismes répondent au stress osmotique en augmentant les

concentrations d'un nombre limité de solutés qui n'ont aucun effet inhibiteur sur

les processus cellulaires. Pour cette raison, ils sont appelés Solutés Compatibles. Les

plus rencontrés chez les bactéries sont les ions K +, les acides aminés tels le

glutamate, la glutamine, la proline, le Y-aminobutyrate et l'alanine, les sucres tels

le saccharose et le tréhalose, le glucosylglycérol et les dérivés méthylés d'acides

aminés tels la glycine bétaine (Yancey et al., 1982).

Les solutés compatibles sont accumulés par les bactéries soit par synthèse

endogène ou par transport à partir du milieu de culture. Il faut distinguer deux

classes de solutés compatibles ; Les uns n'ont aucun effet de stimulation sur la
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croissance des cellules en milieu à forte osmolarité. Les autres, par contre, ont un

important effet de stimulation sur le taux de croissance lorsqu'ils sont ajoutés au

milieu de culture. Ce sont des osmoprotecteurs (Ghoul, 1990).

Les algues marines sont aussi à l’origine de différentes substances

osmoprotectrices (Glycine-bétaine et Diméthyl-sulfonio-propionate –oxalate ou

acétate) qui sont utilisées par plusieurs bactéries afin de challenger le stress salin

(Ghoul et al., 1995).

Plusieurs études sont menées sur l’utilisation de l’algue marine Ulva lactuca

comme osmoprotecteur des bactéries dans des concentrations de salinité élevées, des

résultats positifs sont enregistrés, comme le cas de l’étude de Nabti et al. (2007) sur la

souche Azospirillum brasilense NH. La combinaison de cette souche avec l’extrait

d’algue Ulva lactuca a un bon effet sur la promotion de la croissance de blé dans la

condition de salinité.
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L'utilisation pratique des enzymes microbiennes a développé un grand intérêt au

sujet de l'amélioration des souches productrices et les propriétés biochimiques des

enzymes synthétisées.

L’utilisation de ces microorganismes producteurs peut être une meilleure alternative de

l’engrais chimiques. Ils sont économiques, non nocifs à l'environnement et pourraient

facilement être trouvés (Babalola, 2010).

Les connaissances des méthodes d’amélioration des cultures et de valorisation

des sols permettront une meilleure production végétale, pour répondre à une demande

sans cesse en augmentation.

5 échantillons d’algues marines (Enteromorpha intistinalis, Ulva lactuca,

Scytosiphonlo mentaria) sont isolés en toute asepsie de la côte Ouest de la wilaya de

Bejaïa, 54 isolats bactériens sont obtenus et séparés au départ sur la base de leurs

caractères morphologiques.

Plusieurs tests d’activités enzymatiques comme : lipases, estérases, chitinases,

cellulases, amylases, et protéases ont permis de choisir les 9 meilleurs isolats ayant le

nombre le plus élevé d’activité enzymatique, qui ont été identifiés comme :

Pseudoalteromonas, Acinetobacter, Micrococcus,Vibrio et Bacillus.

Ces 9 isolats sont par la suite testés pour leur pouvoir de croissance et de

synthèse d’enzymes dans des concentrations élevées en NaCl en absence et en

présence de l’extrait d’algue Ulva lactuca.

Notre étude montre que les isolats testés présentent au moins quatre activités

enzymatiques de celles testées, donc elles sont porteuses d’un équipement

enzymatique riche. Les meilleures activités obtenues jusqu’à 2M de NaCl pour la plus

part des isolats testés sont celles de cellulase et chitinase.

Ces isolats marins sont modérément halophiles, dont l’optimum de croissance

des 9 isolats en présence des différentes concentration en NaCl est : de1,5M NaCl pour

les isolats S6, S13, S26 et S32, et de 2,5M NaCl pour les isolats S18 et S36. Alors

que, la concentration optimale en NaCl enregistrée pour les deux isolats S12 et 23est
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de 0,5M et 1M respectivement. D’après ces résultats il s’est confirmé que ces isolats

possèdent les capacités endogènes d'équilibrer leur pression de turgescence et de

résister au stress osmotique en dehors de toute osmoprotection externe. Elles

portent donc l'information génétique et l'équipement enzymatique nécessaires à

l'osmotolérance.

Cinq isolats (S12, S13, S26, S32, S36) de neuf ont réagi positivement en

présence de l’extrait d’Ulva lactuca qui s’est traduit par une augmentation des

moyennes de la croissance, par contre les isolats (S23, S24 et S18) ont une

réaction négative à sa présence. Concernant les activités enzymatiques en

présence de cet extrait d’algue, il n’y a pas de grande différence entre ces résultats

et celles des activités enzymatiques à différents concentrations en NaCl sans ajout de

l’extrait d’algue, toutefois une amélioration remarquable de l’activité estérasique est

enregistrée et pour tous les isolats testés. Donc, l’extrait d’Ulva lactuca a amélioré

la croissance de certains isolats et la production de certains activités

enzymatiques en condition de salinité.

Perspectives

Il serait souhaitable de poursuivre ce travail en effectuant d’autres tests, à savoir :

 Travailler sur d’autre algues (genre et espèces) ;

 Réaliser d’autres tests enzymatiques comme : phosphatase, xylannase, uréase,

glucannase et autre ;

 Tester la capacité des isolats à produire ces enzymes sous l’effet de

concentrations plus élevées de NaCl (>2 M) ;

 Passer à l’identification moléculaire des isolats ;

 Réaliser des tests d’inoculation in vivo (plantes), au laboratoire et sur champs

pour voir leurs caractères de promotion de la croissance des plantes ;
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 Réaliser des tests d’antagonisme in vitro et in vivo, sur les champignons

phytopathogènes.
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Annexe I. Composition de milieu ZoBell (pour un litre de milieu) :

Agar…………………………………………………………………….............15g

Tryptone…………………………………………………………………………5g

Extrait de levure………………………………………………………………....1g

Eau de mer artificielle………………………………………………………..750ml

Eau ultra pure ………………………………………………………… …....qsp 1L

pH………………………………………………………………………………....7

Eau de mer artificielle

Nacl……………………………………………………………………………30g

Kcl………………………………………………………………………………7g

Mgcl2 6H2O……………………………………………………………….. .10,8g

MgSO4 7H2O………………………………………………………………. .5,4g

Cacl2 2H2O…………………………………………………………………….1g

L’eau distillée……………………………………………………………...1000m

Annexe II

Tab. I : Quantités en NaCl correspondantes à la concentration (M)

Concentration en NaCl (M) Quantité de NaCl (g)

0,5 29,25

1 58,44

1,5 87,66

2 116,88

2,5 146,1

3 175,32
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Annexe III :

Tab 2 : Résultats des différents tests des activités enzymatiques

Souche Cellulase Lipase Estérase Protéase Chitinase Amylase

S2 +++ + - - - -

S3 - - ++ ++ - -

S4 - ++ - +++ - -

S5 - - + + - -

S7 - - + ++ - +

S8 - ++ - + - -

S9 - - +++ - - +++

S10 - ++ ++ - - -

S14 - ++ + ++ + -

S15 - ++ - +++ - -

S16 - ++ - + - -

S17 - ++ +++ - - -

S19 - ++ - + ++ -

S20 - ++ - + - -

S21 - + - - - -

S22 + + - - -

S25 - ++ + - - +

S27 - ++ - - -

S28 +++ ++ - + - -

S29 - - - + - -

S30 - + + ++ - -

S31 - ++ + ++ - -
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S33 - ++ - ++ + +++

S34 +++ + - + - -

S37 - +++ - - + +++

S38 - + - +++ - -

S39 + + + - - -

S40 - - - - + -

S41 +++ + + - + -

S42 - ++ - ++ - -

S43 - + + - - -

S44 - +++ + - -

S45 - ++ - +++ - -

S46 - +++ - - + -

S47 - - + ++ - +++

S48 - +++ - + + -

S49 - ++ - + + +++

S50 - + - - - -

S51 - +++ +++ - - -

S52 - + + - - ++

S53 + + - -

S54 + - - -

6. l’effet de la concentration de NaCl sur la croissance bactérienne:
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ملخص

ظروف معقمة من الساحل في عینات من الطحالب البحریة )5(خمسمعتم جفي هذه الدراسة، 

54على سطحها، وقد تم عزل الموجودة البكتیریامن أجل عزل، وذلك)Boulimatولایة بجایة (ل الغربي

على  وقت لاحقفي ) منها 9(تسعةاختیرت وقد ، المورفولوجیةخصائصهاعلى أساس مستعمرة  بكتیریة

مختلفة  من كیز افي تر الأنزیماتختبار قدرتها على إنتاج أصناف مختلفة من أساس أنشطتها الأنزیمیة لا

الوسط  في من خلال نموهاعلى تحمل الملحقدرتها كذلكو  ،)ت 2، 1.5، 1، 0.5(كلورید الصودیوم 

Ulvaالبحریةالطحالبمع وبدون إضافة مستخلص كلورید الصودیوم ت من3حتىالسائل lactuca.

،  S6( إلىتسعة انتماء هذه السلالات الالمورفولوجیة والبیوكیمیائیة من أكدت نتائج الدراسة

S32 ،S6(Pseudoalteromonas،)S18،S24(Bacillus) ،S23 ،S26(Acinetobacter ،

)S12(Micrococcus،)S13(Vibrio ، الظروف  في الأنزیماتالعدید من تنتجالأخیرةهذه

البحریة، الطحالبكلورید الصودیوم، في غیاب أو وجود مستخلصمختلفة مناكیزتحت تر و العادیة 

المحبة بتصنیفهابسمحكلورید الصودیوم ) الذي من ت3(إلى  الوسط المالحا في ا جیدً أظهرت أیضا نموً و 

Ulvaالطحالب البحریةمستخلصغیابفي وجود و یضاذلك أو  ،معتدلةالللملوحة  lactuca.

.نزیمات، الزراعة، المحبة للملوحةالبحریة ، الأالطحالب : البكتیریا البحریة ، مفتاحیةكلمات 



Résumé:

Cinq (05) échantillons d’algues marines sont prélevés en toute asepsie de la

côte Ouest de la wilaya de Bejaïa (Boulimat) dans le but d’isoler la flore bactérienne

attachée à leur surface, 54 isolats bactériens sont isolés et séparés au départ sur la base

de leurs caractères morphologiques, 9 isolats sont choisis par la suite sur la base de

leurs activités enzymatiques pour tester ultérieurement leur aptitude à produire les

différentes classes d’enzymes hydrolytiques, à différentes concentration en NaCl(0.5,

1, 1.5, 2M) et tester leurs osmotolérenceen milieu liquide jusqu’à 3M de NaCl avec et

sans ajout de l’extrait d’algue marine Ulva lactuca.

Une identification morphologique et biochimique de ces 9 isolats a permis de

les affilier aux genres Pseudoalteromonas (S6, S32, S6) ; Bacillus (S18, S24) ;

Acinetobacter (S23, S26) ; Micrococcus (S12) ; Vibrio (S13).Ces derniers synthétisent

plusieurs enzymes aux conditions normales et aux différentes concentrations en NaCl,

soit en absence ou en présence de l’extrait d’algue, ils ont montré aussi une bonne

croissance en milieu salin (jusqu’à 3M de NaCl) ce qui permis de leur classer comme

modérément halophiles, encore en présence et en absence de l’extrait d’algue Ulva

lactuca.

Mots clés : bactéries marines, algues marines, enzymes, agriculture, osmotolerance.

Abstract:

Five (05) samples of marines algae were isolated from the oust region

(Boulimat, W. Bejaia) with aseptic conditions,with an aim of insulating the bacteria

attached to their surface, 54 bacterial isolates are isolated and separated at the

beginning on their morphological forms, 9 isolates are thereafter selected on the basis

of their enzymatic activity to test their aptitude to produce the various classes of

hydrolytic enzymes, in different concentration of NaCl (0.5, 1,1.5,2M) and to test their

osmotolerence in liquid medium until 3M of NaCl with and without addition of the

marine algae extract of Ulvalactuca.

A morphological and biochemical identification of these 9 isolates made it

possible to affiliate them with the genera Pseudoalteromonas (S6, S32, S6); Bacillus

(S18, S24); Acinetobacter (S23, S26); Micrococcus (S12); Vibrio (S13). This latter

synthesize several enzymes in normal conditions and with the various concentrations

of NaCl, in absence and in presence of the algae extract, they also showed a good

growth in saline medium (3M NaCl) what allowed to classify them like moderately

halophiles, still in presence and absence of the algaeextract of Ulvalactuca.

Key words: marine bacteria, marine algae, enzymes, agriculture, salt tolerance.
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