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Résumé

Ce travail vise a explorer et a valoriser la fraction microscopique de bioressources
aquatiques locales a travers la recherche d’activités enzymatiques d’intérét en biotechnologies,
environnement et santé¢. Une collection de souches bactériennes, préalablement isolées et
purifiées, a été examinée pour la production de neuf enzymes cibles, a savoir: ’amylase, la
cas€inase, 1’ésterase, la gélatinase, la lécithinase, la lipase, la lipoprotéinase, la pectinase et la

xanthanase.

Les activités enzymatiques ont été évaluées a 1’aide de méthodes microbiologiques
classiques. Les souches ont été ensemencées sur des milieux solides spécifiques, préparés par

nos soins a base des substrats correspondant a chaque enzyme recherchée.

Les résultats révelent que 73,68 % des souches possedent une activité caséinase, suivie
par I’estérase (57,89 %) et la lipase (36,84 %). L’amylase est exprimée par 34,21 % des
souches, tandis que la pectinase et la gélatinase sont détectées respectivement chez 26,31 % et
23,68 % des souches. Les activités xanthanase (13,16 %) et léctithinase (5,26 %) sont moins
fréquentes, et la lipoproteinase est ’enzyme la moins représentée, avec seulement 2.63 % des

souches positives.

Sur un total de 38 souches bactériennes, 65,79 % sont des souches présentant un profil
enzymatique restreint, avec une a trois activités enzymatiques. Seulement 10,53 % sont

polyvalentes avec un profil enzymatique €largi, présentant cinq a six activités enzymatiques.

Ces résultats suggerent que cette collection bactérienne posséde un potentiel
enzymatique notable, justifiant des études approfondies en vue de sa valorisation dans diverses

applications industrielles.

Mots clés : Enzymes, bactéries hydriques, criblage enzymatique, bioressources, micro-

organismes, biotechnologies, environnement, santé.




Abstract

This study aims to explore and valorize the microscopic fraction of local aquatic
bioresources through the investigation of enzymatic activities of interest in the fields of
biotechnology, environmental science, and health. A collection of bacterial strains, previously
isolated and purified, was examined for the production of nine target enzymes, namely:
amylase, caseinase, esterase, gelatinase, lecithinase, lipase, lipoproteinase, pectinase, and
xanthanase.

Enzymatic activities were assessed using conventional microbiological methods. The
strains were inoculated onto specific solid media, prepared in-house with substrates

corresponding to each targeted enzyme.

The results reveal that 73,68 % of the strains exhibit caseinase activity, followed by
esterase (57,89 %) and lipase (36,84 %). Amylase is expressed by 34,21 % of the strains, while
pectinase and gelatinase activities are detected in 26,31 % and 23,68 % of the strains,
respectively. Xanthanase (13,16 %) and lecithinase (5,26 %0) activities are less frequent, and

lipoproteinase is the least represented enzyme, detected in only 2,63 % of the strains.

Out of a total of 38 bacterial strains, 65,79 % exhibit a restricted enzymatic profile, with
only one to three enzymatic activities. In contrast, only 10,53 % are considered versatile,

displaying an expanded enzymatic profile with five to six enzymatic activities.

These findings suggest that this bacterial collection holds significant enzymatic
potential, warranting further in-depth studies for its valorization in various industrial

applications.

Keywords: Enzymes, waterborne bacteria, enzymatic screening, bioresources,

microorganisms, biotechnology, environment, health.
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Introduction

Les écosystémes aquatiques constituent 1’habitat de différents micro-organismes aux
caractéristiques multiples. Comparés aux micro-organismes terrestres, ils représentent un
réservoir énorme de composés bioactifs, loin d’étre complétement exploré (Maldonado-Ruiz
et al., 2024). Ces micro-organismes hydriques sont une source importante d'enzymes, dont
beaucoup présentent une activité hydrolytique déja valorisée industriellement (Sharma et al.,

2025 ; Alves et al., 2014).

Les bactéries d'origine aquatique ont suscité un intérét croissant en raison de la diversité
des enzymes qu’elles produisent. Nombreuses sont celles qui libérent des enzymes
extracellulaires permettant I'hydrolyse de matiéres organiques complexes, ce qui les rend
intéressantes pour divers domaines tels que la bioremédiation des sols, le traitement des eaux
usées ou encore les industries chimiques et/ou pharmaceutiques (Dvorak et al., 2017). Ces
bactéries peuvent, par exemple, non seulement utiliser des substances provenant de dépdts
géologiques mais aussi de la pollution anthropique, tels que les hydrocarbures, les métaux
lourds ainsi que divers xénobiotiques. Leur potentiel génomique pour la biosynthese de
nouveaux produits bioactifs est immense, néanmoins il reste encore trés peu exploité (Dvorak

et al., 2017).

Ce potentiel s’inscrit dans le domaine de la biotechnologie industrielle, également
appelée la biotechnologie blanche, qui est la "troisiéme vague" de biotechnologies, aux cotés
des biotechnologies médicale (rouge) et agricole (verte) (Sharma et al., 2025). 1l s'agit de faire
appel a des micro-organismes ou des enzymes pour fabriquer, sur la base de ressources
renouvelables, des molécules chimiques, des carburants ou des matériaux, tout en essayant de

minimiser la consommation d'énergie et la génération de déchets (Sharma et al., 2025).

Cette dynamique se refléte également dans la croissance rapide du marché des enzymes
microbiennes. Future Market Insight (2024) estime que le marché mondial de la lipase
microbienne est de 652,5 millions de dollar en 2025 et qu’il pourrait atteindre 1,266 milliards
de dollars en 2035, avec un taux de croissance annuel composé¢ (CAGR) de 6,8 %. En
parallele, le marché algérien des protéases connait une expansion réguliere, principalement
stimulée par la demande croissante d’enzymes dans la transformation alimentaire et les
applications industrielles (6Wresearch, 2024), raison pour laquelle la recherche de
nouvelles bacteries capables d'hydrolyser different nouvaux substrats pour des applications

industrielles attire de plus en plus d’intérét.



https://www.futuremarketinsights.com/
https://www.6wresearch.com/

Introduction

Par ailleurs, la biotechnologie bleue , qui a émergé dés les années 1940, s'intéresse aux
spécificités des organismes aquatiques et marins dans une visée également biotechnologique.
Les micro-organismes aquatiques, en raison des conditions extrémes de leur habitat, possedent
un potentiel enzymatique supérieures a celles des enzymes produites par les organismes

terrestres (Jain ef Tailor, 2020 ; Barzkar er Sohail, 2020).

De plus, ces enzymes bactériennes se caractérisent par une meilleure stabilité face aux
conditions physico-chimiques, ce qui fait d'elles d'excellentes candidates pour des applications
industrielles. Elles peuvent étre isolées par des méthodes microbiologiques classiques telles que
la culture ciblée et la sélection a l'aide de milieux spécifiques (Kamble et Vavilala, 2018).
Cependant, d’autres méthodes existent notamment , la métagénomique (Kamble ef Vavilala,

2018) la microfluidique et les biocapteurs (Robinson et al., 2021).

Pour contribuer a l'exploration de ce potentiel fort intéressant, Notre ¢étude s’est
intéressée a la mise en évidence de neuf activités enzymatiques clés chez 38 souches
bactériennes, préalablement isolées et purifiées, appartenant au souchier de Madame TOBAL
(Laboratoire de Biotechnologies, Environnement et Santé, Faculté des Sciences de la Nature et
de la Vie, Universit¢ Blida 1) en ciblant, a juste titre, des applications prioritaires en
Biotechnologie, environnement et santé. Il s’agit des enzymes suivantes : Amylase, caséinase,

estérase, gélatinase, 1écithinase, lipase, lipoprotéinase, pectinase et xanthanase.

La recherche de ces enzymes a été réalisée par des méthodes microbiologiques
classiques en utilisant des milieux de cultures contenant le substrat enzymatique de 1’enzyme

en question.

L’objectif de ce travail est de valoriser les bioressources aquatiques en étudiant les
profils enzymatiques d’une collection de 38 souches bactériennes isolées a partir d’eaux de
source issues de notre patrimoine biologique, afin d’évaluer leur potentiel pour des applications

en biotechnologie, en environnement et en santé.
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I.1. Les enzymes

I.1.1.  Définition
Le terme « enzyme » vient du grec et signifie « dans le levain ». Il a été proposé pour la
premiere fois par Wilhelm Friedrich Kiithne en 1877, bien que la connaissance et l'utilisation

des enzymes remontent a 1'Antiquité (Thapa et al., 2019).

Les enzymes sont des macromolécules biologiques produites par des organismes
vivants. Elles jouent le role de catalyseurs, accélérant des réactions biochimiques spécifiques
(Gurung et al., 2013). Aussi connues sous le nom biocatalyseurs performants, elles sont
indispensables pour augmenter simultanément la vitesse et la spécificité de diverses réactions

biochimiques et processus métaboliques (Thapa et al., 2020).

I.1.2.  Structure des enzymes

Les enzymes constituées d'acides aminés sont des protéines globulaires dont la taille
varie de moins de 100 a plus de 2 000 résidus (Robinson, 2015). Ces acides aminés s'organisent
en une ou plusieurs chaines polypeptidiques, repliées de maniere a former une structure
tridimensionnelle spécifique. Cette structure comprend une petite région appelée site actif, ou
se fixe le substrat. Ce site actif fait généralement intervenir un nombre restreint d’acides aminés,

souvent moins de dix (Robinson, 2015).

Les enzymes exercent leur activité en se liant d’abord aux molécules impliquées dans
les réactions biochimiques a catalyser, appelées substrats enzymatiques. Certaines présentent
une spécificité stricte, n’agissant que sur un seul type de substrat, tandis que d’autres sont

capables de reconnaitre et de transformer des substrats de structures variées (Elie, 2022).

Bien que seul le site actif interagisse directement avec le substrat, le reste de la structure
de I’enzyme est essentiel pour maintenir sa forme et assurer son bon fonctionnement. Sans cet

environnement protéique, 1’activité catalytique est perdue (Robinson, 2015).

Méme si de nombreuses enzymes sont constituées uniquement de protéines, certaines
nécessitent la présence d’un composant non protéique, appelé cofacteur, pour assurer leur
activité catalytique. Ce cofacteur peut étre une molécule organique, dite coenzyme, ou un ion
métallique inorganique comme le fer, le zinc ou le cuivre. Lorsqu'une coenzyme est fixée de

maniére permanente a I'enzyme, on parle alors de groupe prosthétique (Robinson, 2015).
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Classification des enzymes

En 1961, le Comité de Nomenclature de 1'Union Internationale de Biochimie et de

Biologie Moléculaire (NC-IUBMB) a établi une classification des enzymes en six grandes

classes, selon le type de réaction catalysée :

oxydoréductases (EC1), transférases (EC2),

hydrolases (EC3), lyases (EC4), isomérases (EC5) et ligases (EC6). Cette classification est

restée inchangée pendant une longue période, jusqu’a I’ajout, en aofit 2018, d’une septiéme

classe : les translocases (EC7) (Thapa et al., 2019 ; McDonald et Tipton, 2021).

Tableau I: Principales classes d’enzymes et leurs réactions.

Numéro de la Classe d’enzyme
Commission Reéactions Exemples
des Enzymes
EC1 Oxidoreductases Participe aux réactions d'oxydo-réduction entre | Catalases
les molécules. Glucoseoxidases
Laccases ID (Protein Data
Bank Identifier) : 3T9W)
EC2 Transferases Intervient dans le transfert de groupes | Fructosyltransferases
fonctionnels d'une molécule a une autre, tels que | Glucosyltransferases
des groupes amine ou phosphate.
EC3 Hydrolases Catalysent I'hydrolyse d'un substrat durant la | Amylases (ID : 1BOI)
réaction. Lipases (ID :11SP),
Pectinases (ID : 3LYC),
Estérases (ID : SCML)
EC4 Lyases Catalysent l'ajout ou [I'élimination d'eau, | Pectate lyases (ID: 1EE6)
d'ammoniac ou de dioxyde de carbone vers ou | Alpha-acetolactate
depuis les doubles liaisons. decarboxylases
ECS5 Isomerases Catalysent le réarrangement géométrique ou | Glucose isomerases
structurel des atomes au sein d'une méme | Epimerases
molécule Mutases (ID: 7TL8)
Lyases Topoisomerases
EC6 Ligases Joignent deux molécules en hydrolysant un | Argininosuccinate (ID: 1K92)
diphosphate de 1'ATP ou d'autres triphosphates | Glutathionesynthase
similaires
EC7 Translocases Facilitent le transfert d’ions ou de molécules a | La carnitine-acylcarnitine
travers les membranes cellulaires en catalysant | translocase

leur passage.

L’ADP/ATP translocase

(Gurung et al., 2013 ; Thapa et al., 2019 ; McDonald et Tipton, 2021 ; Okpara, 2022).



https://www.rcsb.org/structure/3T9W
https://www.rcsb.org/structure/1B0I
https://www.rcsb.org/structure/1ISP
https://www.rcsb.org/structure/3LYC
https://www.rcsb.org/structure/5CML
https://www.rcsb.org/structure/1EE6
https://www.rcsb.org/structure/7TL8
https://www.rcsb.org/structure/1K92
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Les identifiants : ID cités dans le tableau ci-dessus représentent les codes d’acces aux
structures tridimensionnelles des enzymes disponibles dans la base de données Protein Data
Bank (PDB), permettant ainsi une analyse structurale précise de leurs caractéristiques

fonctionnelles.

I.1.4.  Origine des enzymes

Les enzymes se trouvent chez les animaux, les plantes et les micro-organismes.
Toutefois, leur présence en faible concentration dans les plantes et les animaux restreint leur
utilisation industrielle. En revanche, les micro-organismes sont préférés en tant que source
d’enzymes, car ils offrent une production simple et rapide tout en proposant des enzymes
spécifiques qui sont stables et inoffensives (Singh et al, 2019). Cette préférence s’explique
aussi par leur large diversité catalytique, leur rendement ¢levé ainsi que leur bonne stabilité

(Chandra et al., 2020).

Les micro-organismes représentent la source la plus avantageuse d’enzymes, car ils
permettent le développement de procédés €économiques, peu consommateurs de ressources et a
faibles émissions, tout en évitant les enjeux sociaux et politiques liés a I’exploitation de sources
animales ou végétales (Ghazala et al., 2016). De plus, ils offrent un large potentiel enzymatique
et une production indépendante des variations saisonnieres (Saxena, 2015). Leur rentabilité et
leur compatibilité avec des procédés écologiques renforcent encore leur intérét industriel
(Hoondal et al.,, 2002). En tant que catalyseurs métaboliques, les enzymes microbiennes
occupent une place centrale dans de nombreux secteurs d’application, ce qui explique leur usage

étendu (Adrio ef Demain, 2014).

I1.2. Applications biotechnologiques des enzymes microbiennes

Le domaine des biotechnologies vise a produire des produits chimiques en vrac, y compris
des matériaux polymériques et des biocarburants, a partir de produits agricoles durables tels
que I’amidon et les acides gras (Chen ef Jiang, 2018). De nombreuses enzymes d’origine

microbienne sont déja utilisées:

I.2.1.  Les protéases
Ce sont des enzymes appartenant a la famille des hydrolases, est I'une des plus largement

utilisées sur le plan commercial (Saggu et al., 2019). Les protéases subtilisées (EC 3.4.21.62),
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une grande classe de protéases a sérine microbienne, jouent un role central dans le

développement des enzymes industrielles (Dworkin, 2006).

Parmi ces enzymes, la caséinase joue un role particulier. Elle s'agit d'une exo-enzyme
naturelle produite par diverses bactéries, dont la fonction principale est d'hydrolyser la caséine,
une protéine complexe représentant environ 90 % des protéines présentes dans le lait, est
reconnue pour sa haute valeur nutritionnelle. Ce processus permet de transformer la caséine en

une forme plus simple et soluble (Abdul Hussein ez al., 2020).

Cette classe trouve de nombreuses applications dans divers processus biotechnologiques
(Tavano et al., 2018), notamment dans la gestion des déchets, I'industrie du cuir, I'industrie des
détergents, 1'industrie alimentaire et de l'alimentation animale, 1'industrie chimique, ainsi que

dans le secteur médical (Razzaq et al., 2019).

1.2.2. Enzymes lipolytiques

1.2.2.1.  Les lipases
Les lipases (EC 3.1.1.3), également appelées triacylglycerol acylhydrolases, sont des
enzymes appartenant a la famille des hydrolases. Elles catalysent spécifiquement 1’hydrolyse

des liaisons ester carboxyliques (Kapoor ef gupta, 2012 ; Fetzner et Steiner, 2010).

Selon Chandra et al. (2020), la lipase est largement utilisée dans diverses applications,
telles que le traitement des eaux usées huileuses, le lavage de la vaisselle et la lessive pour
I’¢limination des taches de graisse, la production d’esters de saveur, le traitement du cuir,
I’industrie pharmaceutique, la transformation des aliments et la fabrication d’huile, ainsi que

dans I’industrie boulangére.

1.2.2.2.  Les estérases
Les estérases sont des enzymes appartenant a la classe des hydrolases, elles catalysent

principalement la rupture des liaisons ester pour produire un acide et un alcool (Rabbani et
Ahn, 2018). Elles peuvent aussi catalyser trois types de réactions : [’estérification,
I’interestérification et la transestérification, tout en présentant une excellente sélectivité

chimique, régiosélective et/ou énantiosélective (Sayali et al., 2013).

Les estérases jouent un rdle essentiel dans la synthése de médicaments chiraux,
largement utilisés dans le traitement de nombreuses pathologies (Bornscheuer, 2002). Trés
utilisées dans les procédés industriels, elles trouvent des applications dans les secteurs

agroalimentaire et papetier, ainsi que dans la dégradation des plastiques et des pesticides, ou
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encore dans la synthése de composés optiquement purs (Sharma et al, 2021). Elles

interviennent également dans la dégradation des polyuréthanes polyesters (Cunha et al., 2010).

I.2.3. Les amylases
Les enzymes amylolytiques catalysent I’hydrolyse de ’amidon ainsi que de ses dérivés
oligo- et polysaccharidiques (Nigam, 2013). Parmi elles, les amylases dégradent
spécifiquement ’amidon en divers composés, tels que les dextrines et des polymeres de plus

petite taille composés d’unités de glucose (Windish ez al., 1965).

Les amylases se déclinent en trois types principaux : l'a-amylase (E.C. 3.2.1.1), une
hydrolase qui catalyse la rupture des liaisons o-1,4-glycosidiques internes de I'amidon,
produisant des composés tels que le maltose et le glucose ; la B-amylase (E.C. 3.2.1.2), une exo-
hydrolase qui agit a partir de l'extrémité non réductrice des chaines polysaccharidiques pour
libérer des unités de maltose en hydrolysant successivement les liaisons a-1,4-glycosidiques ;
et enfin la y-amylase (E.C. 3.2.1.3), qui se distingue par sa capacité a hydrolyser a la fois les
liaisons a-1,4-glycosidiques terminales et les liaisons a-1,6-glycosidiques (Sundarram et al.,

2014).

L'a-amylase a suscité un intérét de plus en plus grand grace a sa fonction d’hydrolyse
de l'amidon, qui la fait passer comme une enzyme cruciale dans plusieurs secteurs. Elle est
utilisée notamment en industrie des détergents (Hmidet er al., 2009), industrie des
biocarburants au sens ou lI'amidon est décomposé en sucres fermentescibles (Fasiku et al.,
2020), et industrie agroalimentaire (jus de fruits, patisseries, sirops, brassage), papetiere et

textile (ensimage des fibres) (Nigam, 2013).

1.2.4.  Les gélatinase
La gélatinase est une enzyme extracellulaire produite par certaines bactéries, capable
d’hydrolyser la gélatine (Dela Cruz ef al, 2016). Cette dernicre est une protéine issue du

collagéne, principal constituant des tissus conjonctifs des vertébrés (Dela Cruz et al., 2016).

La gélatinase est une enzyme majeure qui suscite un vif intérét en tant que cible
thérapeutique, en raison de son implication dans la dégradation des tissus conjonctifs associé¢e

au processus de métastase tumorale (Sathya ez Ushadevi, 2014).
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Elle trouve également des applications dans I’industrie alimentaire, notamment pour la
clarification des boissons, la fabrication de produits gélifiés et la transformation des produits
carnés. De plus, elle participe dans la bioremédiation des déchets riches en gélatine provenant

de différentes industries, contribuant ainsi a la réduction de la pollution (Pathade et al., 2024).

L.2.5. Les pectinases

Les pectinases, ¢également appelées enzymes pectinolytiques, sont un ensemble
diversifi¢ d’enzymes qui peuvent hydrolyser les composés pectiques des plantes (Jayani et al.,
2005). En 1930, Kertesz a signalé la premicre application commerciale des pectinases, en

I’occurrence pour la clarification du jus de pomme (Garg et al., 2016).

Les pectinases occupent aujourd’hui une place importante parmi les enzymes utilisées
dans I’industrie (Rebello et al., 2017). Leurs applications sont variées et couvrent plusieurs
secteurs, tels que le textile, la nutrition animale, D’extraction d’huiles végétales, la
transformation du thé et du café, le blanchiment biologique de la pate kraft, le recyclage du

papier, ainsi que le traitement des fruits et Iégumes (Garg et al., 2016).

I.2.6. Les xanthanases
Les xanthanases désignent un groupe d'enzymes capables d'hydrolyser a la fois le
squelette principal et les chaines latérales du xanthane, un hétéropolysaccharide produit par
Xanthomonas campestris (Zhurishkina et al., 2023). Parmi elles, la xanthan-lyase ¢limine les
résidus terminaux de mannose présents sur les chaines latérales du polymeére (Ashraf ef al,

2017).

Ces enzymes catalysent spécifiquement 1'hydrolyse des liaisons p-1,4-glucosidiques du
squelette du xanthane, une activité influencée par la structure ordonnée que le polymere adopte

en solution aqueuse (Yang et al., 2019).

Les xanthanases trouvent des applications dans de nombreux secteurs industriels. Elles
sont utilisées dans 1’agroalimentaire pour réduire la viscosité des épaississants a base de
xanthane (Berezina et al., 2024 ; Hou et Barnabe, 1987), dans I’industrie pétroliere pour
fluidifier les boues de forage a base de xanthane (Cadmus et al, 1989), ainsi que dans les
domaines pharmaceutique et cosmétique pour produire des composites biocompatibles et des

films comestibles (Berezina ef al., 2024 ; Hou et Barnabe, 1987).
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De plus, elles sont employées pour la dépollution environnementale et la bioremédiation

des effluents industriels contenant du xanthane (Ashraf et al., 2017).




II. Matériel et méthodes




Matériel et méthodes

La partie expérimentale de cette étude ainsi que I’ensemble des manipulations ont été
réalisés dans le laboratoire des projets de fin d’études (PFE), du département de Biotechnologie
et d’Agronomie, de I’'université Saad Dahlab Blida 1, durant la période allant du 25 février 2025
au 31 mai 2025.

II.1. Matériel

II.1.1.  Matériel biologique

II.1.1.1.  Souches bactériennes
Les trente-huit souches bactériennes pures utilisées dans notre étude appartiennent au

souchier de notre promotrice Mme TOBAL. Bien qu'elles aient déja des noms attribués elles

sont codées de S01 a S38 pour faciliter leur identification dans le cadre de ce travail.

II.1.1.2. Substrats enzymatiques
Les substrats enzymatiques utilisés dans ce travail a savoir : 1’amidon, le lait totalement

écrémé, le jaune d’ceuf, la gélatine bovine, la pectine et le xanthane (annexe 01).

I1.1.2. Matériel non biologique

Les manipulations réalisées dans ce travail ont nécessité I’utilisation de divers équipements
habituellement trouvés dans un laboratoire de microbiologie comprenant entre autres la verrerie
aussi bien que les réactifs utilisés dans la phase de révélations pour certaines activités

enzymatiques.

La composition détaillée des milieux, la liste compléete des réactifs, ainsi que les instruments

et équipements utilisés sont présentés dans I’annexe 02.

I1.2. Méthodes

Ce travail est réalis¢ afin d’évaluer le potentiel enzymatique de notre collection de souches
bactériennes en les ensemengant par spot ou par piqure centrale sur des milieux spécifiques
contenant le substrat enzymatique comme source de carbone et d’énergie selon I’activité

cherchée.

Toutes les manipulations ont été réalisées au moins deux fois, dans le but de confirmer la
reproductibilité des résultats et d’écarter toute possibilité de contamination dans le cas de tests

positifs.

I1.2.1. Recherche d’activités enzymatiques

Afin de faciliter la compréhension des protocoles expérimentaux et de 1’interprétation des
résultats, nous avons crée des illustrations explicatives en utilisant logiciel BioRender.
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I1.2.1.1. Recherche d’une amylase

e Principe:

L’activité amylolytique est évaluée par I’hydrolyse de ’amidon. Le principe repose sur
I’utilisation de I’amidon comme seule source de carbone et d’énergie par les bactéries
amylolytiques, permettant ainsi de détecter leur capacité a dégrader cet élément. L’amylase
catalyse la réaction d’hydrolyse des liaisons a-1,4-glycosidiques des polysaccharides comme

I’amidon (1) (Tiwari et al., 2015).

a-amylase
Amidon+H20O —— Maltose+Dextrines.......... 1)

e Méthode:

Les souches bactériennes sont ensemencées par spots sur un milieu gélosé additionné a 1%

d’amidon, puis incubées a 37 °C pendant 24 h (Benammar et al., 2020). (Figure 1)

1g d'amidon+ 2,8g de ol ¥

GN + eau distillée 4 >
i 100ml
i A2} 3

¢

=

& N —

-~ =

> )

3. Coumpléter le volume 4. Conditionner
jusqu'au trait de jauge. dans un flacon.

1. Preparer le
milieu.

2. Ajuster le pH.

.
5. Autoclaver pendant 20 minutes & 6. Couler dans des 7. Ensemencer 8. Incuber a 37°C
120 °C sous une pression de 1 bar. boites de Petri. par spots. pendant 24 heures.

Figure 1: Mode opératoire pour la recherche d’une amylase.
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e Lecture des résultats:

Apres I'incubation, Iactivité est révélée grace a I’ajout de lugol : I’apparition d’une zone
claire autour de la colonie indique la présence de cette activité, tandis qu’une coloration du

milieu totalement en bleu-violet signifie son absence (Benammar et al., 2020). (Figure 2)

Lugol

Souches bactériennes Souches bactériennes amylase

amylase négatives positives

Figure 2: Révélation de I’activité amylolytique.

11.2.1.2. Recherche d’une caséinase

e Principe:

La révélation d’une activité Caséinase, repose sur 1’utilisation d’un milieu a base de lait
écrémé. Le lait écrémé est préféré a d'autres types de lait afin d’éviter les interférences liées a
d’autres composants, notamment les matieres grasses, qui pourraient perturber I’interprétation
des résultats ou interagir avec d’autres activités enzymatiques. Cette enzyme est capable de
transformer la caséine en une forme plus simple et soluble (2) (Kurbanova ef Maslennikova.,

2014).

Caséinase
Caséine + H.O ——» Peptides + Acides aminés......... 2)
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Afin de déterminer si les souches bactériennes sont capables de dégrader la caséine, un

milieu gélosé additionné de 10 % de lait UHT 100 % écrémé est préparé. Les souches sont

ensemencées par spots, puis incubées a 37 °C pendant 48 h (Saggu et al., 2019). (Figure 3)

20ml de lait 100%
écrémé stéril +
180ml de GN stérile

1. Preparer le
milieu.

4

5. Ensemencer
par spots.,

2. mélanger par
rotation manuelle.

6. Incuber a 37°C
pendant 24 heures.

4, Couler dans des
boites de Petri.

Figure 3: Mode opératoire pour la recherche d’une caséinase.

e Lecture des résultats:

L’observation d’une zone claire autour d’une colonie indique que la souche bactérienne est

dotée d’une caséinase (Saggu et al., 2019). (Figure 4)
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Souches bactériennes Souches bactériennes
caséinase négatives caséinase positives

N1
—

—

Figure 4: Lecture de I’activité caséinasique.

11.2.1.3. Recherche d’une estérase

e Principe:

L’estérase est une enzyme capable d’hydrolyser des esters en acide et alcool (3) (kapoor et
gupta, 2012) sur un milieu contenant du Tween 80, un composé couramment utilis¢é en

microbiologie pour détecter 1’activité estérasique.
Estérase
Ester + H.O — Acide carboxylique + Alcool......... 3)
e Méthode:

Un milieu contenant 1 % de Tween 80 est préparé, préalablement stérilisé. Les souches
sont ensuite ensemencées par spots sur ce milieu, puis incubées a 37 °C pendant 24 h

(Grivalsky et al., 2016). (Figure 5)
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2g de peptone+
0,03g de CaCl;+
3g dagar+ .(
1g de NaCl A
| l’ i 200ml ) ‘
) =) = J
{ 1 | | \
& —"— |- §e
< > -
— — y o — /
— /._ —
1. Prepl;rer le 2. AjusterlepH. 3. Compléterle 3. Conditionner 4. Autoclaver pendant 20 minutes a
milieu. volume jusqu'au  dans un flacon. 120 °C sous une pression de 1 bar.
trait de jauge
2ml de Tween 80
, \ '
_ B —

s 4 S
$ \‘
J |

6. Couler dans des 7. Ensemencer & Inaubes 237
gty iy par spots. pendant 24 heures.

5. Ajouter le Tween 80

Figure 5: Mode opératoire pour la recherche d’une estérase.

e Lecture des résultats:

La formation d’un précipité de sels de calcium et d’acides gras autour de la colonie signale

une activité estérasique positive (Grivalsky et al., 2016). (Figure 6)

Souches bactériennes Souches bactériennes
esterase négatives esterase positives

~ _

Figure 6: Lecture de I’activité estérasique.
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I1.2.1.4. Recherche d’une gélatinase
e Principe:

L’évaluation qualitative de 1’activité gélatinase des souches testées repose sur la capacité

de ces dernicres a liquéfier la gélatine présente dans le milieu, en la dégradant en peptides et

acides aminés (4) (dela Cruz et Torres, 2016).

Gélatinase
Gélatine + H.O — Polypeptides......... 4)

e  Meéthode:

D’apres la méthode de dela Cruz ef Torres. (2016), un milieu contenant 24 % de gélatine,
conditionné dans des tubes a essai, est préparé en me¢langeant 24 g de gélatine bovine, 0,5 g de
peptone et 0,3 g d’extrait de levure avec 100 ml d’eau distillée. Les souches sont ensemencées

par piqlre centrale, puis incubées a 37 °C pendant 7 J. (Figure 7)

24g de gélatine bovine

+0,4g d'extrait de levure (1

+0,5g de peptone Eau N \
distillée g =

2. Coumpléter le
volume jusqu'au trait
de jauge

3. Conditionner dans
des tubes a essai.

0. 1 \i_ﬁi&\

| — m
—_— L
a\ =

4. Autoclaver.
5. Ensemencer par 6. Incuber a 37°C pendant 24
picure centrale. heures.

=

Figure 7: Mode opératoire pour la recherche d’une gélatinase.
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e Lecture des résultats:

La lecture des résultats est effectuée toutes les 24 h pendant 7 J, en plongeant, a chaque fois
et au préalable les tubes dans un bain de glace pendant 15 a 30 minutes, puis en les inclinant
afin de vérifier la liquéfaction du milieu, signe d’hydrolyse de la gélatine. La liquéfaction est
toujours appréciée par comparaison avec le tube témoin (dela Cruz et Torres, 2016). (Figure

8)

¢

1. Plonger dans un
bain de glace 2. Incliner le tube et observer

Figure 8: Lecture de ’activité gélatinasique.

I1.2.1.5. Recherche d’une lécithinase, une lipase et une lipoprotéinase

e Principe:

Le jaune d’ceuf est riche en triglycérides, lipoprotéines et lécithines. En raison de cette
composition, il est utilis¢é comme substrat pour la mise en évidence des activités lipase,

lipoprotéinase et lécithinase.
e Méthode:

Un milieu contenant 5 % de jaune d’ceuf émulsionné est préparé. Les souches sont
ensemenceées par spots, puis incubées a 37 °C pendant 24 h (Benammar et al., 2020). (Figure

9
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5ml de jaune d'oeuf +
5ml de sérum salé stéril

1. Préparer la suspension du
jaune d'oeuf.

4. Couler dans des
boites de Petri.

Suspension preparée +
190ml de GN stéril

2.Ajouter la
suspension a un
milieu GN stéril

—

~

5. Ensemencer
par spots.

3. mélanger
par rotation
manuelle.

mg

6. Incuber a 37°C pendant 24

heures.

Figure 9: Mode opératoire pour la recherche d’une lécithinase, une lipase et une

lipoprotéinase.

e Lecture des résultats:

R/
L X4

al., 2020) (Figure 10).

R/
A X4

R/
A X4

(Figure 12).
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Un halo opaque autour de la colonie indique la présence d’une lécithinase (Benammar ef

Une zone opaque floue autour de la colonie indique la présence de lipase (Figure 11).

Un halo d’éclaircissement autour de la colonie indique la présence d’une Lipoprotéinase
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Souches bactériennes Souches bactériennes
|écithinase négatives lécithinase positives

Figure 10: Lecture de I’activité lécithinasique.

Souches bactériennes Souches bactériennes

lipase négatives lipase positives

Figure 11: Lecture de I’activité lipasique.

Souches bactériennes Souches bactériennes
lipoprotéinase négatives lipoprotéinase positives

Figure 12: Lecture de I’activité lipoprotéinasique.
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I1.2.1.6. Rechecherche d’une pectinase

e Principe:

La pectinase est une enzyme qui hydrolyse la pectine, un polysaccharide présent dans les

parois cellulaires des plantes, en acides uroniques (6) (Jayani ef al, 2005). Cette enzyme est

déterminée sur un milieu pectiné.

Pecti . . . .
Pectine + H:0— % Acides uroniques + Oligosaccharides............. (6)
e Méthode:

Un milieu gélosé additionné de 1 % de pectine est préparé, puis ensemence par spots et

enfin incubé a 37 °C pendant 24 h (Ghazala et al., 2016). (Figure 13)

1g de pectine + 2 \
2,8g de GN + eau o~
distillée y 100wl
r e 4\
“ [ 2 ’ ]
_ gt “—— ;74/4/ = =od
— 3. Coumpléter le 4. Conditionner
1. Preparer le milieu. 2. Ajuster le pH. volume jusqu'au trait dans un flacon.
de jauge
=
N | > =
‘
J =
e —— ﬁ'
5. Autoclaver pendant 20 minutes a 6. Couler dans des 7. Ensemencer 8. Incuber a 37°C
120 °C sous une pression de 1 bar. boites de Petri. par spots. pendant 24 heures.

Figure 13: Mode opératoire pour la recherche d’une pectinase.

e Lecture des résultats:

Pour révéler I’activité pectinolytique, une solution de rouge Congo a 0,02 % est ajoutée,

suivie par un ringage avec du NaCl (1M) (Ghazala et al., 2016).
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La formation d’un halo clair autour de la colonie indique que la bactérie est pectinase

positive (Ghazala et al., 2016). (Figure 14)

Solution de
rouge Congo
0,02%

Solution
saline 1M

Souches Souc'ht_as
bactériennes bactériennes
pectinase pectinase
négati " positives
gatives .
E—

Figure 14: Révélation de I’activité pectinolytique.

11.2.1.7. Recherche d’une xanthanase

e Principe :

L’activité xanthanase désigne la capacité de certaines bactéries a dégrader la gomme
xanthane, un polysaccharide complexe produit par Xanthomonas sp en oligosaccharides (7)
(Hou et al., 1986), a I’aide d’un complexe enzymatique spécifique.

Xanthanase
Xanthane + H,O —— Oligosaccharides................ 7

e Meéthode :

La détection de I’activité xanthanase a été réalisée selon la méthode décrite par Ashraf ez
al. (2017) (modifiée). Les souches bactériennes sont ensemencées par spots sur un milieu solide
compos¢ de 0,6 % de gomme xanthane (au lieu de 0.3 %), puis incubées a 30 °C pendant 24

h. (Figure 15)
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0,69 de xanthanse + 1,59 2 \
d'agar +0,059g d'extrait de o

levure + eau distillée J ‘ \

- 3. Coumpléter le 4. Conditionner
1. Preparer le milieu. 2. Ajuster le pH. volume jusqu'au trait dans un flacon.
de jauge

5. Autoclaver pendant 20 minutesa 6. Couler dans des 7. Ensemencer 8. Incuber a 37°C
120 °C sous une pression de 1 bar. boites de Petri. par spots. pendant 24 heures.

Figure 15: Mode opératoire pour la recherche d’une xanthanase.

Lecture des résultats :

La révélation est réalisée par 1’ajout de rouge Congo (Ghazala et al., 2016). Cette étape de

révélation différe de celle décrite dans la méthode originale, afin de faciliter 1’observation.

La formation d’un halo transparent autour des colonies témoigne d’une activité xanthanase

positive, traduisant la dégradation de la gomme xanthane par I’enzyme sécrétée dans le milieu.

(Figure 16)
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Solution de
rouge Congo
0,02%

Souches
bactériennes
xanthanase
négatives

[

Solution
saline 1M

Souches
bactériennes
xanthanase
positives

Figure 16: Révélation de I’activité xanthanase.
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Résultats et discussion

Les activités enzymatiques telles que la caséinase et la gélatinase, ont été mises en évidence
par I'utilisation de milieux de culture spécifiques, supplémentés en substrats enzymatique

correspondants a chaque enzyme recherchée.

La présence de ces substrats joue un réle déterminant dans 1’induction de la production
enzymatique par les souches bactériennes. En effet, la nature du substrat disponible dans le
milieu peut stimuler la synthése et la sécrétion dune enzyme adaptée, ce qui refléte la capacité
aussi que la flexibilité métabolique que possédent les bactéries, leur permettant de s’adapter a

leur environnement.

Les photographies des résultats obtenus sur boites de Pétri sont prises a 1’aide de la caméra
d’un téléphone portable. Toutes les représentations graphiques des données sont réalisées a

I’aide du logiciel Microsoft Excel.

III.1. Recherche d’activités enzymatiques
Les figures 17 et 18 présentent le nombre et le pourcentage de souches exprimant chacune

des activités enzymatiques recherchées.
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Figure 17: Nombre de souches bactériennes exprimant des activités enzymatiques.
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Amylase, 34.21%
Xanthanase, 13.16%

Lecithinase, 5.26%
Lipoproteinase, 2.63%

Figure 18: Fréquence des activités enzymatiques au sein de la collection de souches
bactériennes.

Afin d’évaluer le potentiel de production enzymatique au sein de notre collection de souches
bactériennes, nous avons calculé le pourcentage de souches exprimant chaque activité. Nous
avons observé que la majorité des souches bactériennes 97,37 % (soit 37 souches parmi 38 en
total), exprime au moins une activité enzymatique. La caséinase est la plus fréeguemment
exprimée avec un pourcentage de 73.68 % de souches caséinase positives, ce qui témoigne
d’un potentiel enzymatique élevé. Les activités estérase (57,89 %), la lipase (36,84 %) et
I’amylase (34,21%0) présentent une fréquence intermédiaire, suggérant une expression modeérée
au sein de la collection. Les activités pectinase (26,31 %), gélatinase (23,68 %0), xanthanase
(13,16 %o) et la lécithinase (5,26 %) sont considérées comme faiblement représentées. Enfin,
la lipoprotéinase, détectée chez une seule souche (2,63 %), constitue I’activité la plus rare,
indiquant une expression trés limitée au sein de notre échantillon. Ces données illustrent la
diversité enzymatique au sein de la collection bactérienne étudiée, avec des souches a potentiel

industriel trés différencié selon I’enzyme considérée.
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I11.1.1. Recherche d’une caséinase
Les résultats de notre étude indiquent que la casé€inase est I’activité enzymatique la plus
fréquemment exprimée chez notre collection de souches bactériennes, soit 28 souches sur un

total de 38. Cette activité se manifeste par la formation d’un halo transparent autour des colonies

(figure 19).

Figure 19 : Résultat de l'activité caséinase observee chez les souches S13 et S19. T: témoin

Le diameétre des halos varie d’une souche a une autre selon sa capacité a exprimer la

caséinase dans le milieu (figure 20).
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Activité caséinasique

Diamétre en cm

0.7

0.6

0.5

0.4
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0.1

Souches
bactériennes

501 S02 s03 S04 505 s06 SO7 S08 S09 S10 512 S13 S19 521 S23 525 526 S27 528 529 S30 531 532 S33 534 535 S36 537

Figure 20: Diameétres des zones d'activité caséinase chez la collection de souches

bactériennes.

Les souches S19 et S29 présentent les plus grandes activités caséinasiques
correspondants aux plus grand diametres enregistrés pour cette activité enzymatique, atteignant
0,6 cm. Cette activité, bien que significative, reste inférieure a celle rapportée par Rahmati
(2017), qui a observé un diametre de 2 em dans des conditions différentes, notamment
I’utilisation d’un milieu riche en substrat, constitué¢ de 50 g/L de lait en poudre écrémé et 5 g/L
de caséine. Ces variations dans la composition du milieu du test enzymatique expliqueraient la

différence observée dans les diameétres des zones de 1’hydrolyse.

Cette enzyme possede un potentiel intéressant pour différentes applications
biotechnologiques, notamment dans le secteur agroalimentaire, en particulier dans l'industrie
laitiere, pour la production d’hydrolysats protéiques a partir du lait. Ces derniers sont plus
digestes et moins allergénes, ce qui les rend adaptés a la formulation de laits infantiles, de

produits diététiques et de compléments nutritionnels (Gupta et al., 2002).
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Egalement dans le domaine pharmaceutique, pour la production des peptides tels que
certains antihypertenseurs, qui peuvent étre intégrés a des aliments comme ingrédients
thérapeutiques (Korhonen et Pihlanto, 2006). Les souches S19 et S29 Pourraient étre
considérées comme des candidates prometteuses pour des approches d’optimisation, qu’elles
soient physiologiques, génétiques ou procédurales, en vue d’améliorer leur potentiel

enzymatique et de renforcer leur fiabilité en production.

I11.1.2. Recherche d’une amylase

D’apres les résultats obtenus, 34,21 % de nos souches bactériennes sont capables
d’hydrolyser I’amidon, soit 13 souches sur un total de 38 isolats. Cela indique qu’un peu plus
du tiers de notre collection produit une amylase. La présence d’une activité enzymatique se
manifeste par la formation d’un halo clair autour de la colonie, observé apres 1’ajout de lugol

(figure 21).

Figure 21: Résultat de I'hydrolyse de I'amylase par les souches S09, S19, S24, S25.

Les souches S09 et S23 peuvent étre considérées comme les plus performantes, présentant
des diamétres de zones de clairance de 1,4 cm et 1,2 em respectivement. Ces valeurs demeurent
inférieures a celle rapportée dans la littérature, notamment dans 1’étude de Ghazala et al.
(2016), ou la souche la plus active présentait un diametre de 2 ecm. Cette différence pourrait
s’expliquer par la température d’incubation : nos souches ont été incubées a 37 °C, tandis que
celles de I’étude comparative I’ont été a 45 °C. Il convient de noter que nous n’avons pas pu
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¢valuer I’activité enzymatique de nos souches a différentes températures. En effet, les
conditions de travail au laboratoire d’accueil ne nous ont pas permis de mener des essais a 45
°C, comme dans 1’étude de Ghazala et al. (2016) par exemple, en raison de la forte affluence
d’étudiants réalisant leurs projets de fin d’études. Cette contrainte a limité¢ notre capacité a
optimiser les conditions expérimentales pour maximiser I’expression enzymatique. Les

diamétres des zones d’hydrolyse sont présentés dans la figure 22.

Activité amylolytique

Diamétre en cm
16

1.4

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

Souches
bactériennes

501502503504505506507508509510511512513514515516517518519520521522523524525526527528529530531532533534535536537538

Figure 22: Diametres des zones d'activité amylolytique chez la collection de souches

bactériennes.

L’a-amylase suscite un intérét croissant en raison de sa capacité a hydrolyser ’amidon, une
propriété qui ouvre la voie & de nombreuses applications industrielles. Cette enzyme présente
un fort potentiel d’utilisation dans divers secteurs, ou elle est déja largement exploitée

(Sundarram et Murthy, 2014).

Elle est utilisée pour dégrader les particules alimentaires riches en amidon en petits

oligosaccharides hydrosolubles. Etant donné que ’amidon peut piéger des particules de saleté
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sur les textiles, son ¢élimination est essentielle pour préserver la blancheur et la propreté des

tissus (Gupta et al., 2003).

L'utilisation des amylases est également bien établie dans 1’industrie agroalimentaire,
notamment dans des domaines tels que la brasserie, la boulangerie, la confection de patisseries,
la production de jus de fruits, ainsi que la fabrication de sirops d’amidon et de compléments

digestifs (Bhattacharjee et al., 2012).

Les souches S9 et S23 se sont distinguées par leur activité amylase relativement supérieure
au sein de notre collection. Elles pourraient de ce fait, faire 1’objet de travaux complémentaires
pour caractériser leurs amylases et en évaluer la stabilité, la spécificité et ’efficacité dans des

conditions industrielles simulées.

I11.1.3. Recherche d’une gélatinase
L’activité gélatinasique n’est exprimée que par neuf souches bactériennes au sein de notre
collection. Toutefois, toutes les souches n’ont pas le méme niveau d’activité enzymatique

comme I’illustre la figure 23.

Pourcentage d'activité gélatinasique

Modérément
liguifié 22%% \Y

. Fortement
liquifiée S6%

._\

Figure 23: Distribution des souches bactériennes selon leur niveau d’activité gélatinasique.
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En effet, 56 % des souches (S08, S12, S13, S28, et S37) ont présenté une forte dégradation
de la gélatine. Parmi eux les souches (S12, S13, S28, et S37) sont les premiéres souches a
montrer une capacité enzymatique a hydrolyser la gélatine aprés 3 jours d’incubation (annexe
05). Tandis que 22 % (S16 et S23) ont modérément dégradé le milieu, les 22 % restantes (S14
et S15) ont faiblement hydrolysé le milieu. Quelques résultats d’hydrolyse de la gélatine apres

7 jours d’incubation sont représentés dans la figure 24 ci-aprés.

Figure 24: Résultats d'hydrolyse de la gélatine par les souches S15, S16 et S37 aprés 7 J.

Au vu de nos résultats, nous pouvons proposer que les souches S08, S12, S13, S28 et S37
pourraient étre exploitées dans divers domaines, notamment dans 1’industrie agroalimentaire
pour la dégradation des protéines d’origine animale ou méme dans des approches
thérapeutiques plus récentes dédiées au traitement du cancer par exemple (Behram et al.,

2023).

I11.1.4. Recherche d’activités lipolytiques
Toutes les activités lipolytiques obtenues sont observées sur un seul milieu a savoir ne
gélose a ’ceuf. Les résultats des souches présentant des activités lipolytiques sont présentées

dans la figure ci-dessous :
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1 ’c'.uxte Activité Activité
ec1jc linase lipase lipoprotéinase
positive

positive \\ positive

Figure 25 : Résultat des activités lipolytiques des souches S10, S14, S15, S18, S20, S23, S24,
S25, S26, S29 et S30.
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Figure 26: Diamétres des zones d'activités lipolytiques chez la collection de souches
bactériennes.
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I11.1.4.1. Recherche d’une Lécithinase

Selon nos résultat, I’activité Lécithinase est uniquement observée chez 2 souches au sein de
notre collection (figure 26), ce qui représente 5,26 % du nombre total des isolats. L’activité se
manifeste par la formation d’une zone opaque autour des colonies sur un milieu enrichi en

lécithine.

Les diamétres des zones d’opacité varient entre les souches, atteignant 0,1 cm chez la
souche S09 et 1 cm chez la souche S18 (figure 26), soit une différence d’un facteur 10 en faveur
de S18 en termes d’activité enzymatique. En d’autres termes, la souche S18 est dix fois plus
productrice de Lécithinase que la souche S09, et présente un diametre trois fois supérieur aux
valeurs rapportées dans I’étude de Hwang et Park (2015), ou les zones d’opacité variaient entre
0,1 et 0,3 cm. Cette différence suggére que certaines de nos souches, notamment la S18,
pourraient présenter une capacité accrue a produire ou a sécréter une lécithinase, ce qui les rend

particuliérement intéressantes pour certaines applications biotechnologiques.

En fait, la lécithinase présente un intérét en biotechnologie pour produire ou dégrader des
liposomes dans certaines expériences. En industries cosmétiques aussi pour produire des nano-
émulsions lipidiques assurant une meilleure absorption cutanée. Dans le secteur
pharmaceutique, elle est notamment utilisée pour 1’hydrolyse des phospholipides dans la

production de composés bioactifs (Titball, 1993).

II1.1.4.2. Recherche d’une Lipase
Nos résultats montrent que la production de lipase a été observée chez 36,84 % des souches
soit 14 sur 38 souches. L’activité enzymatique est indiquée par la formation d’une zone opaque

floue autour de chaque colonie lipase positive.

Parmi les souches testées, S14, S25 et S30 se sont révélées les plus performantes (figure
25), présentant des zones d’opacité de 0,4 cm (figure 26). Ce diamétre est inférieur a ceux
rapportés dans 1’é¢tude de Adouane et Kichah (2023), ou la souche la plus performante

présentait un diametre de 3 cm.

Les lipases sont largement exploitées dans divers secteurs industriels en raison de leur
polyvalence. Elles interviennent notamment dans la production de pate a papier et de papier, la
fabrication de détergents, le traitement du cuir, ainsi que dans la biodégradation des plastiques

et des polymeéres (Chandra et al., 2020).
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Dans les pays développés, leur intégration dans les formulations de détergents est courante,
plus de la moiti¢ des produits en contient (Verma et al., 2012). Les détergents enrichis en lipases
sont particulierement appréci¢s pour leur efficacité a température ambiante et leur capacité a

préserver les tissus au fil des lavages (Chandra et al., 2020).

Dans ce contexte, les lipases dégradent les taches grasses, les rendant plus hydrophiles et

donc plus faciles a éliminer lors du nettoyage (Sharma et al., 2025).

Elles trouvent également des applications croissantes dans les industries cosmétique et
pharmaceutique, notamment pour la production de tensioactifs, de composés aromatiques, ainsi
que dans la synthese de dérivés hydrosolubles du rétinol, obtenus par catalyse enzymatique a

I’aide de lipases immobilisées (Verma et al., 2012).

Par ailleurs, les lipases sont utilisées dans les procédés de bioremédiation, un domaine
émergent de la biotechnologie des lipases. Elles sont notamment employées pour traiter les

déchets issus des usines de transformation des lipides (Verma et al., 2012).

De plus, ces enzymes peuvent augmenter ’intensité et la blancheur du papier, tout en
réduisant 1’utilisation de produits chimiques et la pollution des eaux usées. Elles permettent
aussi de prolonger la durée de vie des équipements, d’économiser de 1’énergie et du temps, et

diminuer le cotit global de désencrage du papier recyclé (Chandra et al., 2020).

I11.1.4.3. Recherche d’une lipoprotéinase

Alors qu’au moins deux souches de la collection présentent une activité lipase ou
lécithinase, seule la souche S10 a présenté une activité lipoprotéinase (figure 26), avec un halo
de transparence mesurant 0,2 ecm de diametre (figure 25). Cette souche bactérienne pourrait
étre valorisée dans divers domaines : en industrie laitiére pour améliorer la texture des fromages
et des produits dérivés du lait ; en industrie pharmaceutique pour le ciblage des lipoprotéines
tumorales ; ou encore en bioremédiation pour la dégradation de résidus lipidiques dans des

environnements contaminés par des huiles industrielles (Martins et al., 2014 ; Lowet, 2002).

IIL.1.5. Recherche d’une estérase
L’activité estérase est détectée chez 57,89 % des souches ; soit 22 sur 38 souches. Cette
activité se traduit par la formation d’un précipité de sels de calcium et d’acides gras autour de
la colonie (figure 27).
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Figure 27: Résultat de la dégradation de Tween 80 par la souche S28.

La souche S28 est la plus performante de notre collection bactérienne avec un précipité
d’un diamétre de 4,1 cm. Suivie des souches S17, S22 et S27 avec des diamétres de 3,5 cm, 3
cm et 3,6 cm respectivement (annexe 05). Ces diameétres sont supérieurs a ceux rapportés dans
des travaux antéricurs notamment dans le travail de Adouane et Kichah (2023), dont la souche

la plus performante avait un diamétre de 2 ecm seulement.
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Figure 28: Diametres des zones des activités estérasiques exprimées par souches

bactériennes étudiées.

Cette activité trouve une grande importance dans différentes industries notamment dans
I’industrie pharmaceutique ou elles jouent un role important dans la synthése des médicaments
chiraux mais aussi dans le secteur de la bioremédiation pour la dégradation des produits

estérifiés nocifs (Akram et al., 2025).

III.1.6.  Recherche d’une pectinase
D’apres les résultats obtenus, 26,31 % de nos souches soit 09 sur 38 souches bactériennes

sont capables d’hydrolyser la pectine.

L’activité enzymatique est révélée par la formation d’un halo clair autour des colonies,

visible apres 1’ajout de rouge Congo a 0,02 % (figure 29)
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Figure 29: Résultat de I'hydrolyse de la pectine par les souches S08 et S12.
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Figure 30: Diamétres des zones des activités pectinolytiques chez les souches pectinase

positives.
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Certaines de nos souches présentent une activité enzymatique relativement modeste. La
souche S8 se distingue par sa performance, avec une zone de clairance atteignant 0,6cm de
diamétre. Les autres souches présentent des zones de clairance qui varient entre 0,4 cm et 0,5¢cm
(figure 30). Ces valeurs restent inférieures a celle rapportée dans la littérature, notamment dans
I’étude de Ghazala et al. (2016), ou la souche la plus active présentait un diametre d’activité

de 2,1 cm.

En réponse a une demande mondiale croissante, de nombreuses recherches visent a
optimiser ’activité des pectinases. Leur application varie selon les conditions physiques et
couvre divers secteurs industriels, notamment le textile et le traitement des fibres végetales

(Haile et Ayele, 2022).

Dans I’industrie papeti€re, les pectinases offrent une alternative écologique aux agents
chlorés, réduisant la production de sous-produits toxiques et le jaunissement du papier li¢ a la
présence de pectines. Elles permettent également d’optimiser la qualité de la pate en dégradant

les polymeéres d’acide galacturonique (Haile et Ayele, 2022).

Les pectinases jouent également un role reconnu dans le traitement des eaux usées, en
contribuant a 1I’¢limination des résidus pectiques présents dans les effluents industriels, ce qui
permet de préparer ’eau a un traitement ultérieur par boues activées (Singh et al, 2012 ;
Hoondal er al, 2002). Les pectinases sont aussi utilisées pour produire des composants
alimentaires fonctionnels et des nutraceutiques, ainsi que pour renforcer le potentiel antioxydant

des aliments (Ravindran et al., 2016).

II1.1.7. Recherche d’une xanthanase
D’apres les résultats obtenus 13,16 % ; soit S sur 38 souches exprime une xanthanase. Cette
activité est indiquée par la formation d’un halo transparent autour des colonies apres 1’ajout

d’une solution de rouge Congo a 0,02 % (figure 31).
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Figure 31: Résultat de I'hydrolyse de xanthane par la souche S22.

La figure 32 illustre les diametres des zones des activités xanthanasiques.
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Figure 33: Diamétres des zones de dégradation du xanthane par les souches xanthanase

positives.
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Parmi les cinq souches xanthanase positives, les souches les plus performantes (S10,

S11 et S22) présentent des zones transparentes de 0,4 cm de diamétres (figure 32).

Bien que ces diamétres soient inférieurs a ceux rapportés par la littérature scientifique,
I’activité détectée reste significative et peut étre améliorée entre autre par les modifications des

conditions physicochimiques des cultures.

Cette enzyme suscite un intérét scientifique croissant dans de nombreuses études
récentes grace a son importance et son potentiel d’application dans de nombreuses applications

dans des domaines vari¢s (Berezina et al., 2024).

Les xanthanases sont utilisées en industrie alimentaire et digestive. L’étude des
xanthanases exprimées par des bactéries du microbiote humain, ouvre des perspectives pour
I’optimisation de formulations d’additifs alimentaires a base de xanthane (Ostrowski et al.,
2022). 11 est utile de savoir que les xanthanases pourraient €tre utilisées pour prédigérer
partiellement le xanthane dans les aliments transformés. Cela permettrait de réduire 1’effet
laxatif ou les ballonnements parfois associés a une consommation excessive d’aliment ultra-

transformés.

Les xanthanases sont aussi utilisées en biopharmacie dans I’obtention de polymeéres
médicaux utilisés dans le traitement de 1’arthrose (Zhang et al., 2018) et la production de
dérivés de xanthan a activité bioactive utiles dans le développement de traitements anti-

inflammatoires (Wang et al., 2020).

Dans le secteur d’agriculture, ces enzymes permettent la dégradation et la réduction de la
virulence pathogeéne du xanthane et plusieurs enzymes extracellulaire (protéinase, chitinase,
cellulase, pectinase) produits par les phytopathogenes (Liu et al, 2005 ; Qian ef al., 2006,
2007).

Elles sont aussi utilisées pour la dégradation des déchets contenant du xanthan (produits
ménagers, pharmaceutiques ou de films biodégradables) (Tjon-Joe-Pin et McClung IV, 2018).
Ainsi elle est utilisée dans 1’industrie pétroliere dans la diminution de la viscosité des fluides a
base de xanthane (forage) et la dégradation des dépdts visqueux ce qui améliore la perméabilité

des puits (Tjon-Joe-Pin et McClung 1V, 2018).
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II1.2. Profils enzymatiques
Afin d’évaluer le potentiel enzymatique des souches étudiées, nous avons recensé le
nombre total d’activités enzymatiques exprimées par chacune d’elles. Cette approche vise a
identifier les souches présentant un profil enzymatique particulierement diversifi¢, susceptible

de les valoriser dans des applications biotechnologiques ciblées.

La figure 33 illustre la répartition des souches en fonction du nombre d’activités

enzymatiques détectées.
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Figure 34: Répartition des souches en fonction du nombre d'activités enzymatiques détectées.

Sur les 38 souches bactériennes étudiées, 47,37 % présentent un profil enzymatique
limité, exprimant une a deux activités. Un profil intermédiaire, avec trois a quatre activités, est
observé chez 39,47 % des souches. En revanche, seules 10,52 % des souches présentent un
profil enzymatique élargi, exprimant cinq a six activités. Une seule souche (2,63 %) ne

manifeste aucune activité détectable. Cette absence pourrait refléter une régulation stricte
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dépendante de conditions non reproduites en laboratoire. Cette répartition traduit une diversité

métabolique marquée par une prédominance de souches faiblement & modérément actives.

Tableau I1: Souches ayant exprimé 6 activités enzymatiques.

Souche | Casei- | Gelati- | Lipase | Lipo- Lecith- | Pectin- | Estera- | Xantha- | Amyla-
bacteri- | nase nase proteina | inase ase se nase se

enne se

S28 P P P N N P P N P

Ces résultats signifient que la souche S28 peut dégrader plusieurs substrats complexes :

Des protéines, des lipides, des polysaccharides et des composés estérifiés (Tableau IIT).

Cette souche pourrait étre un candidat prometteur pour des applications dans des

domaines différents tels que 1’industrie agroalimentaire (Gupta et al., 2003). Notamment dans

la transformation des aliments, dans le traitement des déchets organiques aussi que dans la

bioremédiation. De nos jours, de nombreux produits de lessive contiennent des cocktails

d’enzymes, incluant des protéases, amylases, cellulases et lipases (Verma et al., 2012). Sa

richesse enzymatique lui confére un intérét dans des études en ingénierie enzymatiques et

métabolique en vue d’optimiser ces capacités biologiques naturelles (Han et al., 2023).

Tableau IV: Souches ayant exprimé 5 activités enzymatiques

Souche | Caseina | Gelatin | Lipase | Lipo- Lecithin | Pectinas | Esterase | Xantha | Amylas
bacterie | se ase proteina | ase e nase e

nne se

S09 P N P N P N P N P

S13 P P P N N N P N P

S23 P P P N N P N N P

Les souches S09, S13 et S23 expriment 5 activités enzymatiques, soit 7,89%, comme

il est indiqué dans le Tableau V.
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Ces résultats, révelent une capacité intéressante chez ces trois souches a dégrader divers

composés biologiques.

Les souches S09, S13 et S23 présentent toutes la capacité a dégrader la caséine, les

lipides et I’amidon. Cela signifie qu’elles peuvent é&tre utilisées dans des procédés

agroalimentaires, industriels ou dans le traitement des déchets organiques (Gupta et al., 2002).

Certaines activités sont spécifiques a trois ou deux souches uniquement :

- Les souches, S13 et S23 expriment la gélatinase ce qui indique une aptitude a dégrader

des protéines animales (Gupta et al., 2002).

La pectinase exprimée chez S23, peut étre utile dans le traitement des jus (Haile et al.,

2022)

L’estérase exprimée chez S09 et S13, indique leur aptitude a dégrader des composés

estérifiés notamment dans les domaines de la bioremédiation (Akram et al., 2025).

L’analyse des activités bactériennes révele que 8 souches bactériennes présentent 4 profils

enzymatiques. Comme indiqué dans le Tableau V1.

Tableau VI1: souches ayant exprimé 4 activités enzymatiques.

Souche
bacterie

nne

Caseina | Gelatin | Lipase | Lipo- Lecithi
se ase protein | nase

ase

Pectina

Se

Esteras

e

Xantha

nase

Amylas

S10

S12

S14

S15

S17

S30

S22

S37

ol Z| O zZ =z =z ~ ©
ol Z| z| =zl © O = =z
ol Z| © © zZ| O =~ =
2 Z 2 2 2 Z z Z
Zl = Z Zl Z Z| Z| T

=Z| | ©| vl © O ~ =

o| ~| © U O zZ Z =z

Z v Z Z Z| Z Z ©

La pectinase exprimée chez 6 souches : S12, S14 S15, S17, S22 et S30 qui peuvent étre

utile dans I’industrie agroalimentaire (thé, café, extraction d’huiles) (Haile et Ayele,

2022).
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La lipase est exprimée chez 5 souches : S12, S14, S17, S30 et S37 conférant la capacité
de ses souches a étre utilisées dans les industries de traitement lipidique spécifiquement
I’hydrolyse des graisses (Jaeger et Eggert, 2002) et le domaine agroalimentaire

(fromagerie, aromes) (Hasan et al., 2006).

L’estérase est aussi exprimée chez 5 souches : S15, S17, S22, S30 et S37. Suggérant

leur utilisation dans I’industrie pharmaceutique (Akram et al., 2025).

Certaines activités sont présentes chez quatre ou trois souches :

4 souches (S10, S14, S15, et S17) produisent I’amylase : suggérant une application dans
I’industrie agroalimentaire surtout dans la transformation et le traitement des produits

riches en amidon (Gupta et al., 2003).

La caséinase est exprimée chez 4 souches : S10, S12, S30 et S37. Ces dernieres peuvent
étre utiles dans la valorisation des protéines laiticres et la production des peptides

bioactifs. (Gupta et al., 2002 ; Korhonen et Pihlanto, 2006).

Les souches S12,14, S15 et S37 expriment une gélatinase indiquant une utilité dans la

fabrication des détergents (Gupta et al., 2002).

Huit (8) souches bactériennes présentent 3 profils enzymatiques, comme il est représenté

dans le Tableau VIII.

Tableau IX: souches ayant exprimé 3 activités enzymatiques.

Souche | Casein | Gelatin | Lipase | Lipo- Lecithi | Pectina | Esteras | Xantha | Amylas
bactéri | ase ase protein | nase se e nase e
enne ase

S08 P P N N N P N N N
S19 P N P N N N N N P
S22 N N P N N N P P N
S25 P N P N N P N N N
S27 P N N N N N P N P
S29 P N P N N N N N P
S31 P N N N N N P P N
S34 P N N N N N P P N
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D’apres le tableau, les souches S31 et S34 partagent la méme combinaison enzymatique
exprimant toute les deux une Caséinase, une estérase et une xanthanase suggérant un potentiel
d’utilit¢ dans les domaines de la valorisation des protéines laiticres et la bioremédiation.

(Verma et al., 2012 ; Akram et al., 2025).

La souche S22 présente un profil trés proche en dégradant les esters et le xanthane, mais
elle est moins apte a dégrader les protéines avec I’absence d’expression d’une caséinase, ce qui

la rend un candidat parfait pour des applications en agriculture (Formulation de biofertilisants),

alimentation (Modification de la texture des produits alimentaires) et pharmacie (Synthése de

composé€s optiquement purs, production de parfums et d'antioxydants) (Akram et al., 2025).

Les souches S19 et la souche S29 partagent I’expression de la caséinase, I’amylase et la
lipase. De plus, la S25 partage un potentiel similaire en exprimant la caséinase, la lipase et la
pectinase. Ces deux souches ont un potentiel d’utilisation dans la transformation des graisses,
les polysaccharides et des protéines, notamment dans 1’industrie des textiles (Gupta et al.,

2003).
Les souches S08, S22 et S27 présentent des combinaisons enzymatiques uniques.

- S08 : Seule avec une caséinase, une gélatinase et une pectinase, indiquant une aptitude
a la dégradation de protéines animales et le traitement des résidus végétaux riches en

polysaccharides et en industrie textile (dégommage) (Behram et al., 2023).

- S22 : Unique avec une estérase et une xanthanase la suggérant une utilit¢ dans le
traitement des résidus estérifies en bioremediation et dans I’industrie de cosmétique

(Akram et al., 2025).

- 827 : Seule avec une caséinase, une estérase et une amylase, indiquant une aptitude
d’utilisation dans de nombreux produits de lessive contenant des cocktails d’enzymes,

incluant des protéases, amylases, et estérases (Verma et al., 2012).

Le tableau suivant présente les souches bactériennes présentant seulement 2 activités

enzymatiques :
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Souche
bactéri

enne

Casein | Gelatin | Lipase | Lipo- Lecithi | Pectina
ase ase protein | nase se

ase

Esteras
e

Xantha

nase

Amylas

S01

S02

S03

S04

S05

S06

S07

S16

S18

S26

S32

S33

u| ©| Ul z| z| ©l © WU T T T T
Z Z| Z| Z| 9 Z| Z| Z| Z| Z Z| Z
Zl Z| 9 Z Z Z| Z Z Z| Z Z| Z
2 Z| Z| Z Z Z| Z Z Z| Z Z| Z
Z Z Z 9 Z Z| Z| Z Z Z Z| Z
Z Z| Z| Z2 Z Z| Z| Z2| Z| Z Z| Z

w| u| z| vl z| U W W oW T T o

Z| Z Z Z| Z| Z| Z Z| Z2| Z| Z| Z

Z| Z Z Z| 9 Z| Z2| Z Z| Z| Z| Z

Neuf (9) souches bactériennes (S01, S02, S03, S04, S0S, S06, S07, S32 et S33)

produisent uniquement une Caséinase et une estérase indiquant une spécialisation dans

la dégradation des protéines laiticres et de composés estérifiés (Rao et al, 1998).

Les souches S16 et S18, ainsi que S26, ont des combinaisons enzymatiques uniques :

e S16: exprime une gélatinase et une amylase indiquant un potentiel dans le

remodelage tissulaire (Wang ef al., 2023).

e S18: exprime une lécithinase et une estérase indiquant un potentiel dans des

applications en lyse cellulaire et extraction de composés intracellulaires, aussi dans

I’agriculture, alimentation et en industrie pharmaceutique (Qiao et al., 2023).

e S26 : exprime une caséinase et une lipase et peuvent étre utiles dans la formulation

de détergents enzymatiques, valorisation de déchets laitiers et les gras, ainsi que

dans I’amélioration de la saveur et de la durée de conservation des produits de

boulangerie (Kumar et al., 2024).
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Ces résultats révelent une diversité enzymatique variable et suggerent une hétérogénéité
importante au sein de notre collection. Ces souches exprimant une polyvalence en activités
pourraient constituer des candidats de choix pour des applications industrielles ou
environnementales, notamment dans des procédés multienzymatiques. Inversement, 1’absence
d’activité chez certaines souches pourrait s'expliquer par des conditions de culture non

optimales ou d’un milieu non favorable a leur développement.

48




Conclusion




Conclusion

Les enzymes bactériennes d’origine aquatique présentent un intérét particulier pour des
domaines tels que la biotechnologie, I’environnement et la santé, en raison de leur stabilité, de

leur diversité et de leur spécificité.

Ce travail a permis d’explorer le potentiel enzymatique d’une collection de trente huit
souches bactériennes d’origine aquatique, déja isolées et purifiées par notre promotrice. Dans
une perspective de valorisation biotechnologique, et en utilisant des approches
microbiologiques classiques, nous avons procédé¢ au criblage de neuf activités enzymatiques
extracellulaires, a savoir : une amylase, une caséinase, une estérase, une geélatinase, une

lécithinase, une lipase, une lipoprotéinase, une pectinase et une xanthanase.

Ces enzymes ont été choisies pour leur importance dans divers secteurs industriels tels
que Dindustrie agroalimentaire, les industries pharmaceutique et cosmétique et/ou

I’environnement ou encore la bioremédiation.

Nos résultats obtenus ont montré que notre collection de souches bactériennes est
susceptible de produire des enzymes extracellulaires présentant un potentiel intéressant

d’application en biotechnologies.

Les résultats obtenus mettent en évidence une richesse fonctionnelle remarquable au
sein de cette collection, avec 97,37 % des souches exprimant au moins une activité
enzymatique. La caséinase est I’enzyme la plus représentée (73.68 % des souches), suivie par
I’estérase (57.89 %), la lipase (36,84 %) et ’amylase (34.21%). Cependant, la pectinase (26,31
%), gélatinase (23,68 %), la xanthanase (13,16 %), la lécithinase (5,26 %) et la lipoprotéinase
(2,63 %) sont faiblement exprimées, ce qui suggere une distribution non homogene des
capacités métaboliques. Ces données confirment I'intérét croissant des micro-organismes
aquatiques comme source d’enzymes bon marché, indépendante des limites géographiques ou
des contraintes climatiques (contrairement aux enzymes d’origines animale ou végétale)

notamment pour des procédés enzymatiques qui respectent I’environnement.

L’analyse des profils enzymatiques individuels révele également une diversité
métabolique variable entre les souches: certaines bactéries se révelent polyvalentes, exprimant
jusqu’a six activités enzymatiques, tandis que d'autres, a pouvoir enzymatique plus restreint,
n’en expriment qu’une a deux activités. La souche S28, exprimant six enzymes, constitue a ce
titre un candidat remarquable pour des études plus poussées, notamment en biotransformation
ou en production d’enzymes recombinantes. De méme, les souches S09, S13 et S23, capables

de dégrader plusieurs types de substrats (protéines, lipides, polysaccharides), sont prometteuses
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pour des applications industrielles diversifiées, y compris dans les formulations de détergents

et/ou de compléments enzymatiques.

La diversité des activités observées suggere des applications potentielles variées :
transformation des déchets organiques (protéases, estérases), production d’hydrolysats pour
I’alimentation fonctionnelle (amylases, caséinases), amélioration de la digestibilité des
aliments, valorisation des coproduits agroalimentaires, ou encore réduction de la charge
polluante par des enzymes impliquées dans la dégradation de polymeres complexes comme la

gomme xanthane ou la pectine.

Ce travail constitue une étape préliminaire mais prometteuse dans la valorisation
biotechnologique de ressources microbiennes issues d’environnements aquatiques. Dans un
contexte de transition écologique et de recherche de solutions durables, la valorisation de
bactéries issues de ressources naturelles peu exploitées ouvre des perspectives innovantes. Ce
travail montre que ces microorganismes pourraient constituer les biocatalyseurs d’avenir, en
phase avec les besoins croissants en alternatives biologiques aux procédés chimiques

classiques.
En perspectives, il serait intéressant de :

¢ Caractériser biochimiquement les enzymes exprimées : cinétique enzymatique,
stabilité thermique, gamme de pH d’activité...etc. Ces données sont essentielles pour
orienter une application industrielle concréte.

¢ Optimiser les conditions de culture (pH, température, sources de carbone/azote) pour
maximiser 1I’expression enzymatique des souches d’intérét, notamment celles aux
profils polyvalents.

¢ Rechercher de nouvelles activités enzymatiques présentant un potentiel industriel au

sein de notre collection de souches telles que la cellulase, la kératinase, la tyrosinase,

la mannanase et la xylanase.

K/
*

Séquencer les génomes des souches les plus actives dans le but d’identifier les geénes
codants des enzymes et évaluer leur potentiel d’exploitation via des systémes

d’expression hétérologues.
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Annexe 01

Tableau XI: Substrats enzymatiques

Substrat Enzyme cherchée lieu d’obtention

Amidon Amylase Superette

Lait 100% écrémé .

(Candia) Caséinase superette

Tween 80 Estérase Magasin de la faculté

Gélatine bovine Gélatinase Superette
Lécithinase

Jaune d’ceuf Lipase Superette
Lipoprotéinase

Pectine jaune Pectinase Superette

Gomme de Xanthane Xanthanase Laboratoires Venus

Matériel non-biologique

e Milieux de culture de base :
- Gélose nutritive ordinaire
e Substrats enzymatiques :
- Tween 80
e Réactifs de révélation :
- Lugol
- Solution de Rouge Congo 0,02%
- Solution de NaCl 1M
- Solution Saline 0,85% NaCl
e Verrerie et instruments de laboratoire :
- Boites de Pétri stériles

- Pipettes Pasteur




- Anse métallique
- Tubes a essai

- Flacon

- Eprouvettes

- Fioles jaugées

- Béchers

- Micropipettes

- Embouts stériles
- Seringues steriles
Equipements de laboratoires :
- Bec bunsen

- Balance électrique

- Agitateur magnétique

- Bain marie

- Bain glace

- Etuve incubatrice a 37C
- Autoclave

- Réfrigérateur

- Hotte microbiologique




Annexe 02

Composition des milieux de culture de base

e Gélose Nutritif :

N ) 20g
PPIONE ..o e Sg
EXtrait de LeVUIe ......oi i e e 3g
Eau distillée ... 1000ml

e Composition des milieux de culture spécifiques

e Milieu Gélose a amidon :

N 0 1a ) 1g(1%)
GLOSE NULTTEIVE ..ttt ettt ettt et e e et et e et et e et e et e eaea e e e e e eaeeaeaeeneans 28¢g
Eau distill€e ..o e 100 ml

e Milieu Gélose au lait totalement écréme :

e Milieu Gélose au Tween 80 :

B 25T T 1 ml (1%)
Peptone ... 1g
CaCly e 0.03g
N 2 ) 15¢




Bau distillee . ..o 100 ml

e Milieu Gélose a la gélatine:

Gelatine

.............................................................................................. 24g(24%)
Extrait  de  IeVUIC.... ..o 0.4g
POPtONE. ..o s 0.5g
Eau distill€e ..o 100ml
e Milieu Gélose a I’ceuf :

Jaune A’ oeur ... o, Sml(5%)
Solution saline StEIIIE ....... ..o Sml
GElOSE MULTTEIVE. ..ottt ettt e e et ettt e e e e 180ml
e Milieu Pectine-agar :

PO CtINe. . e 1g(1%)
L] Lo ETe 1113 L5 A 2,8¢
Eau distill€e ......oonii i e 100ml

e Milieu Gélose au Xanthane :

XANTNANE ..ot e 0,62 (0,6%)
Extrait de IeVUIE ...t 0,05¢g
L 1,5¢g




Annexe 03

Composition de solution de révélation

e Solution de rouge Congo:
Poudre du rouge COngo......couviieiiiniiiniiiiaieinriiietesstsssssssssssnssssssessssssssssosnses 0.4g
Eau distillée.....couviniiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiciei e e e e eene 200ml

e Solution Saline 1M :




Annexe 04

Tableau XI1: Résultats des activités : Amylase, caséinase, éstérase, lécithinase, lipase,
lipoprotéinase, pectinase et xanthanase

Souche Caseinase | Lecithinase | Lipoproteinase | Lipase | Amylase | Esterase | Pectinase | Xanthanase
S01 0.3 - - - - 0.1 - -
S02 0.2 - - - - 0.1 - -
S03 0.1 - - - - 0.1 - -
S04 0.2 - - - - 0.1 - -
S05 0.2 - - - - 0.2 - -
S06 0.2 - - - - 0.3 - -
S07 0.2 - - - - 0.1 - -
S08 0.4 - - - - - 0.6 -
S09 0.3 0.1 - 0.3 1.4 1 - -
S10 0.2 - 0.2 - 0.3 - - 0.4
S11 - - - - - - - 0.4
S12 0.3 - - - 0.4 - 0.4 -
S13 0.5 - - 0.2 0.3 0.8 - -
S14 - - - 0.4 0.3 - 0.5 -
S15 - - - - 0.2 0.8 0.4 -
S16 - - - - 0.3 - - -
S17 - - - 0.3 0.1 3.5 0.5 -
S18 - 1 0.5 0.3 - 0.7 - -
S19 0.6 - - 0 0.2 - - -
S20 - - 0.2 0.2 - - -
S21 0.3 - - - - - - -
S22 - - - 0.3 - 3.2 0.4 0.4
S23 0.5 - - 0.3 1.2 - 0.4 -
S24 - - - - - - - -
S25 0.4 - - 0.4 - - 0.4 -
S26 0.1 - - 0.3 - - - -
S27 0.4 - - - 0.3 3.6 -

S28 0.5 - - 0.3 0.3 4.1 0.2 -
S29 0.6 - - 0.3 0.4 - - -
S30 0.3 - - 0.4 - 1.8 0.4 -
S31 0.2 - - - - 0.2 - 0.3
S32 0.2 - - - - 0.1 - -
S33 0.2 - - - - 0.1 - -
S34 0.1 - - - - 0.2 - 0.3
S35 0.1 - - - - - - -
S36 0,2 - - - - - - -
S37 0.2 - - 0.3 - 2.2 - -
S38 - - - - - 0.4 - -




Annexe 05

Figure 35: Résultats d’activité d’activité caséinase des souches bactériennes.




Figure 36: Résultats d’activité d’activité estérase des souches bactériennes




Figure 38: Résultats d’activité d’activité amylase des souches bactériennes
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S37

S4

S13

Figure 40: Résultats des activités lipolytiques des souches bactériennes.




Témoin neégatif

Figure 41: Résultats d'activité gélatinase des souches bactériennes.




Figure 42: Résultats d'hydrolyse de la gélatine par les souches S12, S13, S28 et S37 apreés 3
J.
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