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Résumeé

Le présent travail porte sur 1’étude de la bioconversion et la biodégradation de a-pinéne par
une souche bactérienne isolée localement a partir de 1’algue Zonariatournefortiiet codée
§33. Sur la base d'une caractérisation morphologique, elle appartient au genre Bacillus.

La détermination des concentrations permettant de délimiter le domaine d’inhibition vis-a-
vis le métabolite de I’a-pinene en vers la souche S33 a été fixée 4 500 mg/1.

La bioconversion a été effectuée sur le milieu VNSS riche, par contre, la biodégradation a
¢té réalisée en milieu sans et pauvre en glucose.

Les conditions opératoires de bioconversion et de biodégradation par la souche Bacillus
§33 ont montré la formation des monoterpenes hydrocarbonés et oxygénés. La
bioconversion a permis notamment I’obtention le cis-verbenol, D-verbénone, Citral, et le
trans-Sobrerol comme produit majoritaire. La biodégradation de o-pinéne par la souche

$33 a mené a I’obtention d’autres monoterpénes, a-Terpineol, cis-Verbenol, trans-Sobrerol.

Mots clés : o-pinéne, bioconversion, biodégradation, Bacillus.sp S33, VNSS , Zonaria

tournefortii



Abstract

This work focuses on the study of the bioconversion and biodegradation of o-pinéneby a
bacterial strain isolated locally from the alga Zonaria tournefortii and coded §33. On the

basis of amorphological characterization, it belongs to the genus Bacillus.

Determining of concentrations for delineating the area of inhibition vis-a-visa-pinenewas

performed on the strains. This concentration was determined to be equal to 500 mg / L.

The bioconversion was performed on the VNSS rich medium; on the contrary

biodegradation was performed by using the minimum medium (glucose).

The bioconversion and biodegradation of o-pineneby Bacillus S33strain, allowed obtaining
other hydrocarbon monoterpenes and oxygenated. the bioconversion allows us to obtain
including obtaining cis-verbenol, D-verbenone, Citral, and trans-Sobrerol the major
product. The biodegradation of o-pineneby the strain BacillusS33led to obtaining other

monoterpenes aso-Terpineol,cis-Verbenol,trans-Sobrerol.

Keywords : Bioconversion, biodegradation, o-pinene, Bacillus.spS33, Zonaria tournefortii
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Introduction géenérale

La biotransformation est une technologie économique et écologiquement viable, qui a
été depuis ces derniéres années largement utilis€é afin de modifier les structures de
nombreuses classes de produits biologiquement actifs. Ainsi, la biotransformation
microbienne est ['une des technologies les plus appropriées pour obtenir des composés
naturels a valeur ajoutée dans des conditions respectueuses de I’environnement [1].

Les molécules de monoterpéne sont la plus grande famille de métabolites secondaires
d’origine végétale qui sont trouvés dans la nature comme principaux constituants de
nombreuses huiles essentielles d’ardmes [2].

Traditionnellement, les monoterpénes ont ét€¢ largement utilisés dans l'industric des
parfums et des saveurs, mais les monoterpénes ont de plus en plus fait I’objet d’une
attention commerciale en raison de leur réle dans la prévention et la thérapie de plusieurs
maladies. En raison de leur activité écologique en tant qu'insecticides naturels et agents
antimicrobiens et aussi parce qu'ils sont utilisés comme solvants et peuvent constituer des
composantes dans la synthése de nombreux composés hautement valorisés.

La biotransformation est un outil précieux pour la production de monoterpénes stéréo- et
régio spécifiques car elle permet de marquer les monoterpénes produits comme des
composés « naturels ».Ces procédés sont réalisés par de nombreux microorganismes
procaryotes et eucaryotes, qui convertissent les monoterpénes en plusieurs produits [2].

En outre, la force la plus importante du processus de biotransformation est la capacité a
produire des composés non facilement préparés par des procédés chimiques.

Des problémes spécifiques ont été rencontrés au cours de ces études et ont empéché la
commercialisation des processus de biotransformation des monoterpénes. Parmi ces
problemes les plus importants €taient 1’instabilité chimique des monoterpénes, la toxicité
du substrat et du produit et la présence des voies de transformation multiples chez les

microorganismes [3].

Le présent travail porte sur le métabolisme de I’a-pinéne, qui est un composé organique de
la classe des terpénes, 1'un des deux isomeéres du pinéne, Il s'agit d'un alcéne et il contient

un cycle réactif, hydrophobe et volatile.



Nous sommes intéressés donc par deux procédés microbiologiques : la bioconversion et la
biodégradation de I’o-pinéne par une souche bactérienne S33 du genre Bacillus. 11
s’articule autour de deux parties principales :

1. La premiére partie est consacrée a une synthese bibliographique dans laquelle nous
présentons les concepts de la biotransformation des terpénes (monoterpénes) par différents

microorganismes.

2. La seconde partie est réservée a une étude expérimentale qui a pour objectif de
tester D’efficacit¢ d’une souche bactérienne S33 du genre Bacillus dans la

biotransformation (bioconversion et la biodégradation) de a-pinéne.






1. Introduction

La bioconversion est un processus biologique au cours duquel un substrat organique est

converti en un métabolite par des réactions chimiques en un des sites ponctuels.

Dans cette partie d’une synthése bibliographique nous allons regrouper 1’ensemble des
connaissances associées aux bioconversions (biotransformation), et ses avantages et
inconvénients, dans la quelle nous décrivons briévement le microorganisme du
genreBacillus,suivi des différents travaux antérieurs portant sur la bioconversiondul'o-

Pinéne par diverses souches.

Bien que les procédés physico-chimiques soient trés efficaces, ils possédent en revanche
des inconvénients inhérents, en raison de leur tendance a former des produits
intermédiaires toxiques et aussi du fait qu’ils sont trés cofiteux [4,5].Pour remédié a ces
problemes et afin de neutraliser ces substances, les traitements biologiques sont souvent
mis en ceuvre. En effet, la biotransformation est considérée comme 1’une des technologies
les plus prometteuse et rentable pour sa simplicité, efficacité et cofit relativement bas.
Aussi, cette technique offre la possibilité d’une minéralisation compléte du composé, ce

ui permet de le considérer comme procédé respectueux de l'environnement [6, 7,8].
q p P

I.1 Notions générales sur la biotransformation

I.1.1 Définition de la bioconversion

La bioconversion ou la biotransformation est définie comme une transformation chimique
catalysée par des micro-organismes ou leurs enzymes, elle fait partie du domaine de la
biotechnologie qui a gagné une attention considérable [9].La bioconversion, également
appelées transformations microbiennes, peuvent €tre définies comme étant 1’utilisation
d’un catalyseur biologique pour convertir un substrat ou précurseur en un produit donné
selon un nombre limité d’étapes enzymatiques [10], est 'une des technologies les plus
appropriées pour obtenir des composés naturels a valeur ajoutée dans des conditions trés
favorables a I’environnement [11]. La transformation de la matiére organique résultant de
la croissance de micro-organismes, et consiste donc en la modification d'une substance
organique en une ou plusieurs autres grace a l'action d'organismes vivants, ou d'un systéme
enzymatique.

Les bioconversions sont utilisées dans différentes domaines :



Par exemple

> La syntheése d’ar6mes alimentaires [12].Pour obtenir un ardme naturel, les
industries ont donc actuellement le choix entre deux systémes de production que sont les
procédés classiques d’extraction & partir de matiéres premiéres naturelles, et les
bioconversions. Il est en effet possible de s’affranchir de facteurs incontrolables
(climatiques, géographiques) qui agissent sur la quantité et la qualité d’ardmes extraits de
matieres premiéres [13].

> La production des molécules ayant un intérét pharmaceutiques et aussi utilise en

agroalimentaire [ 14].

On peut citer deux types différentes

> La transformation des xénobiotiques dans lequel le substrat est complétement
étranger aux microorganismes.

> La transformation est génétiquement ciblée, également connu comme analogue de
la biosynthése, dans lequel le substrat est un analogue structurel d'un intermédiaire
biosynthétique. Cette bioconversion repose sur la flexibilité du substrat de la voie

enzymatique existante, responsable de la biosynthése du métabolisme secondaire [15,16].

I.1.2 Facteur affectant la bioconversion

La bioconversion dépend de divers facteur comme : aspects physiologique , biochimique et
les condition environnementales de la culture cellulaire[17] telle que: la composition
chimique des milieux de culture ,la température ,I’intensité de la lumiére ,la source de

carbone dans le milieu, le pH ,le tempe d’incubation , les régulateurs de croissance.
5 p .

I.1.3 Avantages et Inconvénients de la bioconversion

L’un des avantages majeurs des réactions de bioconversion résulte du fait que le milieu
réactionnel des biocatalyseurs est I’eaun. Ce dit avantage constitue 1’une des principales
limitations de ces réactions de bioconversion lorsqu’il s’agit de substances lipophiles non
solubles dans 1’eau [18]. Lorsqu’on les compare a des réactions chimiques ont ’avantage
d’étre régio et stéréo sélectives, ce qui conduit a des produits de forme énantiomérique
donnée dont la demande dans les domaines :

° pharmaceutique ou agroalimentaire est importante.



Elles sont également trés efficaces en terme d’énergie puisqu’elles peuvent avoir lieu a
des :

° Température, une pression et un pH modérés.

La production des composés est généralement simplifiée par un nombre d’étapes plus
restreint [19].Les bioconversions sont de plus particuliérement adaptées aux nouvelles
normes mondiales relatives au « développement durable » et au label « naturel »
actuellement trés recherchés par les institutions politiques et les consommateurs.

La mise en ceuvre de réactions de bioconversion permet d’éliminer certaines faiblesses
inhérentes aux techniques classiques d’extraction (par exemple extraction par
solvant...).Les bioconversions permettent également une autonomie vis-a-vis de
I’approvisionnement en matiéres premiéres fortement influencé par les saisons notamment
dans le cas de végétaux aromatiques. Elles permettent aussi de diminuer les volumes des
résidus d’extraction [13].

° La plupart des bioconversions des métabolites secondaires conduisent a des faibles

rendements [19].

° Quelques métabolites secondaires sont des substrats toxiques, méme a des cellules
enticres.
o Des métabolites secondaires par exemples les monoterpénes et les sesquiterpénes

sont notamment trés représentés dans les huiles essentielles [20]. Sont peu solubles dans

I’eau.

I.1.4 Définition de la biodégradation

La biodégradation signifie tout simplement la transformation biologique d’un composé
organique en une autre forme souvent assimilable [21].Globalement, les termes liés a cette
notion (biodégradation) sont définis a I’échelle moléculaire et non a I’échelle de
macromoléculaire et concernent dans la plus part des cas des substrats organiques et il
correspond a I’action de dégradation d’un composé organique par des agents biologiques
[22].

La biodégradation est un processus par lequel des substances organiques sont décomposées
par des microorganismes. Le produit chimique qui c’est décomposé de cette fagon
s’appelle

« Biodégradable » [23].

Lorsque on dit qu’un composé est biodégradable cela signifie habituellement qu’il peut

étre minéralisé (conversion en dioxyde de carbone, eau et différentes forme inorganiques).



Certaines substances peuvent se décomposer en molécules intermédiaires plus petites. Il
s’agit de la dégradation primaire. Ces molécules sont généralement des intermédiaires dans
le processus de la biodégradation finale. Mais elles peuvent, dans certains cas étre plus
rémanentes ou plus toxique que le produit initiale. Donc la biodégradation a lieu en deux

étapes : Hydrolyse et catabolisme.

Il existe deux types de biodégradation

v La biodégradation primaire : Elle est définie comme étant la dégradation partielle
de la structure moléculaire de la substance initiale. Cette dégradation peut conduire a la
perte de propriétés caractéristiques de la substance telle que son activité biologique.

4 La biodégradation ultime (biodégradation totale) : Elle correspond a la
minéralisation totale du matériau. Ce dernier est totalement dégradé par 1’action des micro-
organismes sous forme de dioxyde de carbone (dans des conditions aérobies) ou de
méthane (dans des conditions anaérobies), d’eau, de sels minéraux et peut étre sous forme

de nouvelles cellules. [24].
e Comme il existe trois éléments clés indispensables pour la biodégradation [25].

a) Microorganismes

La base de tout processus de biodégradation est I’existence de microorganismes capables

de synthétiser les enzymes actives sur le substrat ciblé.

b) Environnement

Certain facteur sont indispensables au processus de biodégradation (La température, pH,
NaCl sel, pression, oxygeéne). La biodégradation peut se produire dans des conditions

acrobies (avec oxygene) et anaérobies (sans oxygene).

¢) Substrat

La structure de la matiére organique influe sur le processus de biodégradation [26].

I.1.5 Principe de la biodégradation
Biodégradation signifie la transformation biologique d’un composé organique d’une forme
a une autre .Ce procédé peut donc convertir un composé inoffensif en composé offensif

toxique, altérer la toxicité d’un composé donné, ou encore changer une substance



métabolisable en substance difficile & étre métabolisée .Cependant, lorsqu’on juge un
composé comme biodégradable, cela signifie qu’il peut étre minéralisé [27].

Le terme « biodégradation » a été proposé pour décrire la dégradation ultime et le
recyclage d'une molécule organique et ses constituants minéraux. Ceci est utilisé pour
décrire la minéralisation compléte du composé de départ au plus simples composés

inorganiques tels que: H,O, CO,, H,, NO;, NH;, CHy[28, 29,30].

I.2 Généralités sur les Microorganismes marines

Dans les écosystémes aquatiques, les organismes les plus nombreux sont les
microorganismes, les bactéries forment la composante majoritaire. Leur role est
fondamental dans I'équilibre écologique des milieux aquatiques, principalement par la
régulation des cycles biogéochimique et énergétique [31].

Les bactéries marines différent physiologiquement de celles qui ont des habitats non
marins ; elles sont trés adaptées aux conditions trés spéciales offertes par le milieu marin
(salinité, pH, oxygénation réduite, basses températures et des pressions souvent
considérables)[32].

Dans le milieu marin, les bactéries servent de nourriture & de nombreux organismes
marins, elles favorisent la fixation d'algues ou de larves sur certains substrats, elles
permettent également la dégradation de certains polluants tels que naphtaléne, pesticides,

cellulose, hydrocarbures, etc. Cependant, leur effet peut étre nuisible.

I.3 Bioconversion par les microorganismes

Les microorganismes possédent également une enveloppe cellulaire ainsi que des
constituants intracellulaires stabilisateurs permettant la protection des catalyseurs
enzymatiques contre les phénomeénes d’inactivation [33].

Les microorganismes ont longtemps été utilisés de maniere empirique pour laproduction
d’ardmes par fermentation dans les produits alimentaires [34].

Actuellement, la technique de bioconversion la plus utilisée consiste a convertir un
précurseur clairement défini par un microorganisme préalablement sélectionné et dont
I’activité est orientée vers la production du composé souhaité [35].

Elle permet notamment la mise en ceuvre de procédés de bioconversion utilisant des
microorganismes non proliférants, ce qui est un avantage important lorsque le précurseur
employé est toxique pour les cellules.

Deux procédures peuvent alors étre utilisées :



> La technique (1) : Le précurseur ou substrat est ajouté directement au milieu de
croissance au bout d’un temps déterminé de culture.

> La technique (2) : Conduit 2 la séparation de la biomasse dumilieu de croissance
par filtration ou centrifugation suivie d’une remise en suspension dans un nouveau milieu

réactionnel, conventionnel ou non, ot elle sera utilisée pourbioconvertir le précurseur [13].

I.4 Etude de la bioconversion des métabolites secondaires par le Genre
Bacillus

I.4.1 Description du genre Bacillus

Les especes du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes a extrémités carrées
ouarrondies, de taille variable (de 0,5 x 1,2 pm jusqu’a 2,5 x 10 pm), parfois sporulés, a
Grampositif ou 4 Gram variable, mobiles grice a une ciliature péritriche parfoiscapsulés,
aérobies ou aéro/anaérobies facultatif, le plus souvent catalase positive, donnant
uneréponse variable au test de I’oxydase [36].Les colonies de ce genrene sont pas difficiles
a identifier.

Le genre Bacillus appartient a la famille des Bacillaceae[37].

Les espcces du genre Bacillus possedent une diversité physiologique et métabolique
importante et des capacités étonnites qui leur permettent de survivre dans des habitats
extrémes, elles peuvent étre thermophiles, psychrophiles, acidophiles, alcalophiles,

halotolérants ou halophiles [38].

Tableaul : Caractéres bactériologiques du genre Bacillus [39].

Caractéristiques Bacillus

Gram Gram (+) ; Sont desgrands bacilles rectilignes a
extrémités carrées ou arrondies, de taille variable

(de 0,5 x 1,2 pm jusqu’a 2,5 x 10 um)

Type respiratoire Aérobie stricte ou anaérobie facultative

Mobilité Mobile ou immobile grice a une ciliature

péritriche parfois capsulés

Sporulation ()
Catalase ()




1.4.2 Classification du genre Bacillus

Classe : Bacilli

o) s /o gy e e e e (g el e s ey e e e e o e s e e e

Figure 1 : Classification du genre Bacillus
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I1.4.3 Bioconversion des monoterpénes par le genre Bacillus

Tableau 2 : Bioconversion de quelques monoterpénes par le genre Bacillus
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I.4.4 Biotransformation des terpénes

La biotransformation des terpénesconcerne I’action des microorganismes sur les terpénes
et les voies de dégradation de ces composés par différents types de microorganismes dans
des conditions d’aérobiose. Toutefois la majeure partie de la biotransformation des
terpénes a été attribuée aux bactéries, champignons et levures. Ces microorganismes
aérobies ainsi qu’anaérobies utilisent les terpénes comme une source de carbone et
d’énergie, Certaines bactéries du genre Pseudomonas (P. aeruginosa, P. mallei) sont les
plus résistantes a 1’activité des terpénes [46].

Une majeure partie des essais expérimentaux étudiant la bioconversion des terpénes sont
réalisés dans des conditions d’aérobiose, puisque la présence d’oxygéne moléculaire est un
facteur déterminant des voies métaboliques chez les microorganismes. Dans ces voies, les
molécules d’oxygéne sont des substrats finaux accepteurs d’électrons, avec production de

CO, a partir des carbones issus des terpénes [47].

I.5 Etudes de la bioconversion de I’a-Pinéne

I.5.1 Description chimique de I’a-Pinéne

L'a-Pinéne est un composé organique de la classe des terpenes, I’un des deux isoméres du
pinene [48]. Il s’agit d’un alcéne et il contient un cycle réactif. On le trouvedans les huiles
de nombreusesespéces de nombreux coniféres,notamment le pin,également dans
I'huileessentielle de romarin (Rosmarinus officinalis) et de Satureja myrtifolia (également
appelée Zoufa dans certaines régions)[49,50].L’a-pinéne est présent avec une faible
quantité dans les végétaux comme les Rosmarinus, Salvia Meleleuca.ll est reconnaissable
par son parfum boisé, assimilable a l'odeur du pin, et est ainsi fréquemment utilisé dans les
désodorisants, les parfums d'intérieurs ou encore les produits d'entretien.Il est obtenu

industriellement par une distillation fractionnée de 1’essence de térébenthine.
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Les formes énantiomére de I'a-Pinéne sont :

o-pinéne

(18,58)-2,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene

2,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene

(1R,5R)-2,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-enc

(18,58) o~-pinéne

(AR,5R) o-pinéne

Figure 2 : Formes énantiomére de 1'a-Pinéne

I.5.2 Propriétés physiques et chimiques de I’a~-Pinéne

Tableau 3 : Propriétés physiques et chimiques [51, 52, 53,54].

Propriétés physiques

Propriétés chimiques

Etat physique Liquide Antibactérien
Densité 0,8582 g/ml a | Antiviral
(20 °C)
Solubilit¢ dans 1'eau Insoluble Anti-inflammatoire
Point d'ébullition 155 °C Efficace dans les bronchites aigués
Masse moléculaire 136,23 g/mol | Bien absorbé par la peau, les intestins,

les voies respiratoires
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I.5.3 Travaux antérieur de la bioconversion des pinénes

1.5.3.1 Bioconversion par les champignons marines

OH
Aspc.rgll]us niger NCIM 612 éb\ + @ + &l
OH 0

(+)-cis -Verbénol  (+)-verbénone (+)-trans
sobrerol

o-pinéme

Planche 1 : Les voies métaboliques du I'a-Pinéne par Aspergillus niger NCIM 612 [55].

OH
OH o
Aspergillus niger NCIM 612
» + +

pinocarveol pinocarvone myrtenol

B-pinéne Aspergillus niger

OH

a-terpinéol

Planche 2 : Les voies métaboliques du B-Pinéne par Aspergillus niger NCIM 612 et
Aspergillus niger[56].
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I.5.3.2 Bioconversion de I’ a-pinéne par divers microorganismes

La gamme de microorganismes qui participe a la biotransformation du I’o-pinéneest large.
Certaines bactéries, comme les pseudomonas, les bacilles et les coques transformentl’a-
pinene en alcool perillylique en acide perillylique, en o-terpinéol, ou en acide cumique.

Plus de 160 000 tonnes d’a-pinéne produite par an, il constitue la premiére source
naturelle de terpénes présente sur le marché. De nombreux travaux ont permis de mettre en
¢vidence sa bioconversion en terpénoides par différents microorganismes. Les principales
voies de dégradation d’a-pinénes par des souches bactériennesproposées par différents

auteurs sont représentées dans les organigrammes illustrés par laPlanche3.

La Planche 3 : Regroupe les différents métabolites secondaires obtenus par la
biotransformation du I’a-pinéne par les souches bactériennes suivantes : 1. Pseudomonas
PL [57]; 2. Bacillus pallidus BR425 [40] ; 3. Pseudomonas PIN [58]; 4. Pseudomonas
PX1 [59] ; 5. Chrysosporium pannorumA-1 [60].
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I1.1 Introduction

Cette partie expérimentale a été réservée a I’étude de la bioconversion et la biodégradation
de I’a-pinéne par une souche bactérienne S33 du genre Bacillus.
La méthodologie du travail est récapitulée dans I’organigramme représenté par la figure 3.
Elle s’articule autour de quatre grandes parties suivantes :

1. Caractérisation phénotypique de la souche bactérienne S33;

2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI;
3. Protocole de bioconversion et biodégradation ;
4

Analyse des métabolites obtenus.

La préparation des milieux de cultures et le déroulement des processus de bioconversion et de
biodégradation ont été effectuées au sein du laboratoire de Chimie des Substances Naturelleset
Biomolécules (Département de Chimie),et au laboratoire microbiologie(Département de génie
des procédés, Université de Blida 1).Concernant 1’identification phénotypique de la souche
S33 a été faite au niveau de Laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida.

L’analyse des métabolites obtenus par chromatographie en phase Gazeuse Couplée a la
Spectrométrie de Masse a été effectuée au Centre de Recherche Scientifique et Technique

en Analyse Physicochimique (CRAPC) 4 Bousmail.
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.~ Identification biochimique . X

Py o Test de Mobilité oS

. o Coloration du gram e
o Test de catalase o
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/ Analyse par Chromatographie en phase Gazeuse
v couplée a la Spectrométrie de Masse (CG/SM) /‘

Figure 3 : Méthodologie expérimentale du travail -



—

I1.2 Matériel et méthodologie expérimentale

IL.2.1 Origines de la souche

II.2.1.1 L’origine de la souche bactérienne S33

La souche bactérienne S33 a été nouvellement isolée a partir d’algue brune Zonaria
tournefortii récoltée en février 2016 au niveau du site de la « Corne d’Or » & Tipaza, isolée
dans le cadre des travaux de recherche du Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles
et de Biomolécules (LCSN-BioM) de I’Université de Blidal. La souche pure a été repiquée

sur milieu VNSS solide (voir composions en zableau 4 ci-dessous).

Figure 4 : La souche bactérienne S33 isolée de ’algue brune Zonaria tournefortii

IL.2.2 Purification

La purification consiste & réaliser des repiquages successifs sur des milieux solides VNNS
et la préparation des précultures avec une incubation i 30°C pendant 48h jusqu’a
I’obtention de colonies de méme taille, méme forme et méme couleur renseignant sur la

pureté de la souche qui est toujours confirmée par microscopie.
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IL.2.3 Préparation et composition des milieux de culture

Le tableau 4 résume la composition des milieux de cultures utilisés.

Tableau 4 : Composition chimique des milieux de culture utilisés

Milieux Composition

Peptone (10g), extrait de levure (5g) et NaCl (10 g). Et pour

Milieu Luria Bertani (LB) un milieu solide, on ajoute 20g d’agar dans 1L d’eau
distillée.
Milieu (VINSS) NaCl (17,6 g), extrait de levure (0,5g), glucose (0,5g),

(Vadtanen Nine SaltSolution) | Peptone (1g), FeSO47H,0 (0,01g), MgCl,.6H,0 (1,87g),
KCl (0,25g), KBr (0,04g), CaC1,2H,0 (0,41g),
Na,S04(1,47g), NaHCOs (0,08g), SrC1,6H,0 (0,01g),
H3BO; (0,01g), amidon soluble (0,5g), Na,HPO, (0,01g),
Pour le milieu solide, on ajoute 20g d’agar dans 1L d’eau

distillée.

La composition chimique des différents milieux de culture, de bioconversion et de
biodégradation utilisés dans notre étude est donnée ci-aprés.

Les constituants des milieux ont été pesés et dissous dans de I’eau distillée. Le pH des
milieux a ét€ ajusté a 7,2 avant autoclavage avec de la soude a (IN) et le HCI (1N).

Les deux milieux ont été répartis dans des flacons de 250 ml de volume total. Le volume
utile sera toujours de 50 ml. La stérilisation des milieux a été effectuée par autoclavage a

120°C pendant 20 min (voir Annexe ITI).

I1.2.4 Caractéristique phénotypiques de la souche S33
I1.2.4.1 Identification préliminaire de la souche S33

Les colonies subissent deux tests de différentiation, le premier test est la coloration de
Gram et le deuxieéme est la recherche de 1’enzyme catalase.Ainsi 1’observation par

microscope optique.
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I1.2.4.2 Test de mobilité

On peut voir la mobilité d’une bactérie en réalisant soit une culture a 1’état frais suivie par
observation par microscope, ou ’ensemencement par un piqueur central dans le milieu
mannitol mobilité.

9,

< Examen microscopique direct

a. Matériels
v" Lame et lamelle.

v" Microscope optique (dnnexe I)

b. Principe

e Prendre une lame stérile ;

e Déposer quelques gouttes d’eau physiologique ;

e Prendre une fraction de la colonie bactérienne d’une culture jeune par une pipette
pasteur et mélanger avec les gouttes d’eau (Annexe 2).

e Recouvrir d’une lamelle et faire I’observation au microscope optique avec objectif

X40.

¢. Observation
Cet examen direct permet d’observer :
= La forme de la bactérie

= Ta mobilité de la bactérie
< Mobilité en utilisant le test mannitol-mobilité

Le mannitol est un polyalcool issu de la réduction du D-fructose. Sa dégradation conduit a
la formation de fructose qui est attaqué en donnant des acides a chaines courtes. Tous
d’abord on prépare I’inoculum et on racle & ’aide d’une anse a raison de 3 a 5 colonies
bien isolées, on ensemence par piqilire centrale du tube mannitol 4 I’aide du fil droit chargé

de la culture a étudier (Annexe 3).

Observation
On observe une croissance de la souche étudiée sur les traces de la piqueur centrale et
dehors de la piqueur ainsi il existe des bulles d’air au niveau du tube ceci indique la

capacité de la souche a dégrader le mannitol par dégagement de gaz sous forme de CO,.
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I1.2.4.3 Examen direct aprés coloration de Gram

a. Matériels et réactifs

Lamme stérile, becbenzen, pipete pasteur, violet de Gentiane, Lugol, Ethanol, Fuchsines,

Microscope optique.
b. Principe

La technique de coloration qui est la plus utilisée dans 1'étude et la classification des
bactéries en deux grands groupes : les bactéries 2 Gram positif et & Gram négatif

on ¢étale les bactéries sur une lamme de verre, on les fixe par la chaleur ou l'alcool, puis on
les colore successivement avec une solution de violet de gentiane et un mordant, la liqueur
de Gram, ou solution de Lugol (mélange d'iode et d'iodure de potassium) ; la préparation
est ensuite traitée avec un solvant organique, tel que l'alcool. La lame est lavée & I’eau
distillée. Apres séchage, on passe a 1’observation microscopique. Certaines bactéries, dites
a Gram positif, résistent & la décoloration par I'alcool. Les autres, appelées bactéries a

Gram négatif, sont rapidement décolorées (Annexe 4).
c. Observation

L’apparition de couleur violet au microscope.

IL.2. 4.4 Recherche de la catalase

Le test consiste a déposer sur une lamme une goutte d’eau oxygénée(Hzoz) dans laquelle

sera dissocié un petit prélévement de la colonie. La souche examinée est dite catalase
positive si un dégagement gazeux est observé et le contraire indique I’absence de I’enzyme

catalase (4nnexe 5).

Observation_

I y a formation de bulles d’air.

I1.2.4.5 Test d’oxydase

a-Principe

Il existe plusieurs types de matériels pour vérifier le test de P’oxydase : disques, solution. Ce
test se réalise aussi en boite de Pétri. Dans une de ces boites, un disque oxydase est déposé sur
un papier filtre (de type whatman par exemple). Une goutte d'eau est ajoutée sur le disque et il

faut attendre que I'eau ait diffusé jusque sur le papier filtre. Une colonie, prélevée avec une
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oése stérile, est déposée sous forme d'un trait sur ce front de diffusion Si une coloration bleu-
mauve apparait, le test est positif. Si la bactérie a une oxydase négative, il n’y a pas de

changement de couleur (Annexe 6).

b-Observation_

Changement de la couleur de disque ver le violet.

I1.2.4.6 Galerie API

I existe deux types d’API (API E20 et API CH 50), pour notre souche on utilise la galerie
API E20, cette galerie permet respectivement d’étudier le métabolisme général de la
souche bactérienne et de faire rapidement une étude de ces capacités enzymatiques ou de

déterminer ces capacités a dégrader 10 sucres différents(Annexe 7).

Observation

Un changement de couleur.

IL.2.5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait pour laquelle,
aucune croissance visible a I’oeil nu n’est observée. Elle a été déterminée par la méthode
de dilution en milieu solide ; et qui consiste & disperser le substrat o-pinéne a des
concentrations variables dans le milieu(VINSS) avant sa solidification. Aussitot, le mélange
est réparti dans des boites de Pétri. Aprés solidification du milieu, I’ensemencement est
exécuté par des taches a ’aide d’une pipette Pasteur. L’ensemble est incubé pendant 48h a

30 °C. Un témoin sans produit a tester est réalisé.

I1.2.5.1 Lecture des résultats

La lecture des résultats a été faite a I’aide d’une observation visuelle de la croissance
bactérienne vis-a-vis le substrat, plus ’apparition de la souche est grand, plus la bactérie
est résistante et plus 1’absence totale ou 1’apparition de la souche est faible plus la souche

est sensible a la substance testée.
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II.2.5.2 Milieux de repiquage

Le travail s'effectue dans des conditions aseptiques, on prend soin de nettoyer la paillasse
avec de I'alcool ou de I'eau de javel.
Le repiquage des souches est réalisé¢ a I’aide d’une pipette Pasteur par ensemencement

d’une colonie bien isolée sur des boites de Pétri contenant le milieu (LB) et (VN SS).

Figure 5 : Repiquage sur milieu Figure 6 : Repiquage sur milieu

LB VNSS

Orange foncé orange claire

I1.2.5.3 Milieux de préculture

A partir d'une culture purede la souche S33 incubée pendant 48h, racler & l'aide d'une anse
de platine 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger I'anse dans une

dans un flacon de 250 ml contenant 50 ml du milieu liquide (VNSS) (4dnnexe II).

<—— 50 ml de VNSS

Figure 7 : Méthode de réalisation de I’inoculum
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I1.2.5.4 Préparation de la solution mére de I’a-pinéne

Dans un flacon stérile contenant 100 ml d'eau distillée stérile on ajout 120 pl de I’a-pinéne
de fagon a avoir une concentration égale a 1g/l. Pour obtenir un mélange homogéne on
ajout une quantité de 200ul de tween 80.Cette solution meére est filtrée sous flamme, sur un

micro filtre stérile de 0,45 um de diamétre de pores (Annexe II).

I1.2.5.4.1 La gamme de concentration du substrat I’a-pinéne

Tableau 5 :Gamme de concentration du substrat d’a~pinéne

[Concentration] 10 [ 50 | 100 200 250 300 400 500
mg/l

Volume de la solution | 0,5 | 2,5 |5 10 12,5 15 20 25

meére préléve (ml)

I1.2.5.5 Préparation des solutions diluées

A partir de solution mére on préleéve les volumes de (0,5; 2,5; 5; 10; 12,5; 15; 20; 25) ml et
on verse dans des flacons de 250 ml contenants 50 ml du milieu (VNSS) solide, qui
correspond a des concentration de (10, 50, 100, 200,250, 300, 400 et 500)mg/l qui doivent

étre bien agiter pour avoir des solutions homogenes.

I1.3 Etude de la bioconversion et la biodégradation de I’a-pinéne

I1.3.1 Bioconversion par la souche S33

Un volume de 2 ml de préculture a été inoculé dans un flacon de 250 ml contenant 25 ml
de VNSS riche en glucose. Le milieu de culture a été pré-incubé a 1’obscurité dans un
incubateur statique a 30 °C pendant une semaine au cours de laquelle une bonne croissance
bactérienne a eu lieu.Aprés 7 jours, la biotransformation a été initiée par [’addition directe
de 500 mg/l du o-pinénedans le flacon de culture dans des conditions stériles (stérilisation
par micro-seringue de 0,45 pm). Ensuite, placés dans un incubateur statique pendant 6

jours a 30 °C.
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11.3.2 Biodégradation par la souche S33

11.3.2.1 Biodégradation en milieu pauvre en glucose

Dans un flacon de 250ml contient 25ml du milieu de culture (VNSS) liquide pauvre en

glucose (50mg/1), on ajoute 25ml d’une solution mére du substrat I’a-pinéne (500mg/l) et on

ajoute a I’aide d’une pipette stérile 2 ml d’une suspension bactérienne. L’incubation a été

réalisée dans un incubateur statique & 30°C pendant 7 jours.

I1.3.2.2 Biodégradation sans glucose

Dans un flacon de 250ml contient 25ml du milieu de culture (VNSS) liquide sans glucose 0

mg/1), on ajoute 25ml d’une solution mére du substrat I’a-pinéne (500mg/L) et on ajoute a

I’aide d’une pipette stérile 2 ml d’une suspension bactérienne, L’incubation a été réalisée dans

un incubateur statique a 30°C pendant 7 jours(Annexe 1)

e = =
D e o o o, o S (o S e e o e S |
+"" Richeen glucose . Pauvre en *,/" Sans glucose
' (500 mg/1) 3 . glucose (50 mg/l) /'\ (0 mg/l)
~ ’ ~ _- ~ o _

~

~ P e b i N =
S~ o - /
__________ & e e e

Solution meére du

' Suspension ':
I’a-pinéne (500mg/l)
|
I

|

|

|

! bactérienne :
|

/___—\"__-—

I . \ .

1 Solution meére du : i e e v e g 4 R e e . 1 Suspension
! substrat I’a-pinéne . ,:? Incubation & 30°C pendant 7 jours :V\._ _ bactérienne
: (500mg/1) ! i ! !

~

S
\
1

/

/
e

Figure 8 : Schéma représentant les étapes de la Bioconversionet la Biodégradation
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I1.4 Centrifugation de I’extrait de culture bactérienne
La centrifugation de I’extrait de culture bactérienne obtenu pour la souche S33 aprés7 jours
d’incubation a été réalisée a ’aide d’une centrifugeuse de type SIGMA a 6000 tour/min

pendant 45 min. A I’issue de cette étape, un surnageant et un culot sont obtenus pour cette

souche.

IL.5 Extraction du surnageant

Le surnageant de culture a été récupéré par pipetage et extrait avec 1’éther di-éthylique

(1:1 ; v/v par rapport au volume du surnageant). Deux phases sont obtenues : une phase
organique et une phase aqueuse. La phase organique a été alors séchée sur du sulfate de
sodium et concentrée a 1’aide de I’évaporateur rotatif (dnnexe II), et ainsi la masse de
’extrait brut obtenu a été déterminée pour chaque procédé. Cette opération a été répétée

deux fois afin d’épuiser complétement les composés désirés.

Figure 9 : Extraction du surnageant de culture bactérienne
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I1.6 Analyse par CG/SM

L’¢échantillon analysé est injecté a une concentration connu dans ’acétate d’éthyle. L’analyse
est effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse HP 6800 couplée a un spectrométre de
masse de type HP MSD 5973(Figure 10), dans les conditions suivantes :
e T injecteur = 250 °C, Mode d’injection : Splitless (avec division) = 1/90, Volume
injecté = Lpl.
e Colonne : HP5- MS30 m x 0.25 mm (Diamétre interne) x 0.25 um (épaisseur du
film). T four : 100°C — 5°C— 220°C, Débit du gaz vecteur = 5 ml/min.
e Détecteur de masse : Mode d’analyse : Scan (34 a 450 amu), T interface = 280 °C,
Type d’ionisation = Impact électronique (IE), Type d’analyseur : Quadripdle, T
Quadripdle = 250 °C, T Source = 230°C.

L’identification des différents composés ou métabolites transformés a été faite en se basant
sur les banques de données spectrales (Wiley 7n. 1, NBS 75k.1, Nist 02) ainsi que sur les

données de la littérature.

Figure 10 :Appareil de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
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III. Résultats et discussions

IIL.1 Caractéristique phénotypique de la souche bactérienne S33
II1.1.1 Mobilité

Apres I’observation par Microscope Optique et par le test du Mannitol, on a trouvé qu’elle

161'8

est mobile, le 17" teste par le microscope optique indique que la souche bouge rapidement

2°" test du Mannitol on observe une croissance de la souche en dehors de la

et pour le
piqueur centrale ainsi la présence des bulles d’air au niveau du tube ce résultat signifie que

la souche a une capacité de dégrader le mannitol en dégagent le gaz sous forme de CO,.

| Figure 11 :L'état frais mobilité de la souche || Figure 12 : Test de mannitol-mobilité (test positif) |

II1.1.2 Coloration du Gram

Apres D'observation au microscope optique par un grossissement X40, la bactérie
apparaisse en violet, c’est-a-dire que notre bactérie est du Gram (+), donc elle a une
capacité interdire a dissoudre de 1’alcool dans ces parois et qui laisse la cellule colorée ce
résultat explique la teneur élevée de leur paroi en I’acide corticoide. Ainsi I’observation au
microscope les forme des colonies (Figure 13) on accompagne que notre souche est du

genre Bacillus.

30



Figure 13 : Les formes batonnets de la souche S33 et colorée en violet en tant que Gram+

II1.1.3 Test de catalase

Aprés la réalisation de toutes les étapes et les observations qu’on a constaté, la bactérie

réduit ’eau oxygénée (Hzoz) en eau avec dégagement d’O2 ;Donc la bactérie est de

catalase positive (+).

Figure 14 : Bactérie a catalase positive (+)

IT1.1.4 Test d’oxydase

Apres la réalisation de ce test, il y’a la coloration du disque ver le violet donc notre souche

est donc, elle est oxydase (+).

Figure 15 : Bactérie d’oxydase positive(+) concernant la souche S33

31



II1.1.5 Résultats de la galerie API E20

Tableau 6 : Regroupe les sucres de galerie API E20

ONPG | ADH |LDC ODC | CiT H2S URE TDA IND VP
Négatif (-)
GEL GLU MAN | INO SOR RHA | SAC MEL | AMY | ARA
Négatif (-)
|
Figure 16 : Galerie API E20 de la souche S33
o Aprés les résultats obtenu dans cette expérience, On constate que notre souche codé

S33 elle n’a pas utilisé les différentes sucres. Par conséquence ce résultat lié a des conditions

opératoires.
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Apres la réalisation des différents tests d’identification « Coloration du Gram, mobilité,
catalase, oxydase », on démontre les résultats qui sont regroupes dans le tableau suivant :

Tableau 7 : Caracteres bactériologiques de la souche S33.

Caractéristiques Résultats
Gram Gram (1)
Forme Batonnet

Mobilité Mobile
Catalase )
Oxydase )

Aprés les Résultats obtenues de la Caractérisations bactériologiques et a partir de I’aspect de

cette souche qui codé S33 ; en peut dire que elle est appartienne au Genre Bacillus.

I11.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI pour la
bioconversion et la biodégradation

Nous avons choisi d’étudier I’effet de la concentration du substrat 1’a-Pinéne sur la

croissance de la souche bactérienne S33.

Suite a des recherches bibliographiques nous avons sélectionné les concentrations du substrat

I’a-Pinene comme indiqué dans le tableau 5.

Nous avons observé que pour cette gamme de concentration, la souche S33 ensemencée par
des taches est douée d’une bonne croissance sur toutes les boites de Pétri (Figure 17). Par
voie de conséquence, la concentration minimale inhibitrice CMI ne pas permet de
déterminer, la concentration qui pourrait étre utilisées pour la bioconversion et la

biodégradation est de 500 mg/l quia été donc choisie pour la suite du travail.
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I11.3 Bioconversion et biodégradation de I’a-pinéne par la souche S33
II1.3.1 Bioconversion de I’a-pinéne par la souche Bacillus S33

L’a-pinéne soumis a des essais de bioconversion nous a permis de récupérer une phase
organique (1) (mélange des métabolites) renfermant les différents métabolites obtenus.
L’analyse par CG/SM de la phase organique a montré le profil chromatographique donné par
la figure (18). L’examen du chromatogramme, révéle la présence de plusieurs métabolites
représentant les produits de bioconversion I’a-pinéne par la souche Bcillus S33.
L’identification des différentes produits a été faite en se basant sur les banques de
donnéespectrales(Wiely,7n Niste02,NBS75K) ainsi que sur les données de la littérature
comportant les spectres de masse des produits purs. Les produits identifiés sont regroupés

dans le tableau 8.
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Tableau 8 : Métabolites issus de la bioconversion del’a-pinéne par la souche Bacillus S33

N° Produit Nom trivial Tr % | Formule Structure
min
1 | 3,7-diméthyl-2,6-octadienal | Citral (isomer 1) 7.25 | 47 | CioHi60
cis, trans- Y ANAP
2 | Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2- cis-verbenol 7.33 | 58 | CioH;60O
0l,4,6,6-trimethyl- :
OH
3 3,4-Pentadien-1-0l, 2,2~ 3,4-Pentadien-1-
dimethyl- ol, 2,2-dimethyl- | 7.77 | 64 | C;H,50 a
Ho
4 D-Verbenone D-Verbenone 9.16 | 87 | CioH 14O
e
H
Cyclohexanol, (Z)-2-Methylene-3- | 10.62 | 27 | C;»H;30,
5 2-methylene-3- (1-methylethenyl) 00
(I-methylethenyl)-, acetate, | cyclohexyl acetate \(
cis-
6 Phenol, 3-methyl- m-Cresol 12.50 | 46 | CsHgO Q
HO
Bicyclo[3.1.0]hexane, Bicyclo[3.1.0]
7 6-isopropylidene- hexane, 14.62 | 43 CoHi4 —
6-isopropylidene-
o .
8 trans-Sobrerol trans-Sobrerol 15.50 | 90 | CioH30,




C
=
" 7 e,

((34-Pentadien-1-ol, 2,2-dimethyl- ) -

=< |

[ Bicyclo[3.1.0]hexane, 6-isopropylidemg
H
—_—

o/H
- -
P

Trans-Sobrerol /

)\éﬂ\fo

OH
[(Z)-Z-Methylene-3-(1-methylethenyl)cyclohexyl acetatj

P
\

Planche 4 : Les voies métaboliques de la bioconversion del’a-pinénepar la souche Bacillus

S33.

IIL.3.2 Biodégradation en milieu pauvre de I’a-pinéne par la souche Bacillus S33

D’autre part, la biodégradationen milieu pauvre de ’a-pinéne par la souche Bacillus
S33conduit aussi a la production d’un mélange de monoterpénes donnés par la planche 5 et le

tableau 9, qui ont été identifiés par CG/SM (Figure 19) :

Les principaux produits obtenus a partir de la biodégradation pauvre de 1’0-pinéne par la

souche Bacillus S33 sont regroupés dans le tableau9 et la planche 5 :
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Tableau 9 : Les principaux produits de la biodégradation pauvre de I’a-pinéneparla souche

N° Produit Nom trivial Tr | % | Formule | Structure
min
1 | Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-ol,
4,6,6-trimethyl-, 7.34 |49 | CioH;60
[1S-(1.alpha.,2.beta.,5.alpha.)] -
cis-Verbenol
S
2 | 3-Cyclohexene-1-methanol, a-Terpineol 8.65 |50 | CioH;30
.alpha.,.alpha.4-trimethyl Z
~\ =
OH
3 trans-Sobrerol trans-Sobrerol | 15.38 | 91 | C;oH 30, o
H
H\
0
4 Eugenol Eugenol 20.52 | 95 C]0H1202 /OUV/
HO
5
Phenol, 2-methoxy-4- ~
(l-propenyl)- 20.52 91 C10H1202 HO
/O
cis-Isoeugenol
6 Phenol, 2-methoxy-4- o
(2-propenyl)-, acetate 20.56 | 97 | C12H 1405
o=<0 —
Eugenyl acetate
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La bioconversion de I’a-pinéne par la souche S33 a conduit a un mélange de métabolites.
notamment, Citral, cis-verbenol, D-Verbenone, 3.4-Pentadien-1-ol, 2,2-dimethyl-, (Z)-2-
Methylene-3-(1-methylethenyl)  cyclohexyl —acetate, m-Cresol, Bicyclo[3.1.0]hexane,6-
isopropylidene-, trans-Sobrerol, alore que la biodégradation de 1’a-pinéne a mené a des
mélanges de d’autres métabolites, cis-Verbenol, a-Terpineol, trans-Sobrerol, Eugenol, cis-

Isoeugenol, Eugenyl acetate.

L’examen des tableaux 8 et 9 ainsi que les planches 4 et 5, révele que I’a-pinéne a subit au
cours de la bioconversion et la biodégradation par la souche Bacillus S33une dégradation
totale. En se basant sur les données de la littérature on se rend compte que des produits
comme cis-verbenol, cis verbénone, tarns-sobrérol obtenus dans le présent travail, ont été
également constatés lors de bioconversion de I’a-pinene en utilisant Aspergillus niger NCIM
612 [55]. Isoeugenol et ont relevé la présence des memes métabolites dans la bioconversion
de l’a-pinéne par la souche Bacillus subtilus HS8. D’autre part, les données de la
bibliographie repartent, comme métabolites de la bioconversion de I’a-pinene 1’obtention de
pinocarvéol, pinocarvone, myrténal, myrténol, acide cumique, limonéne par les différentes
souches suivantes : Pseudomonas PL [57), Bacillus pallidus BR425 [40], Pseudomonas PIN

[58] et Chrysosporium pannorumA-1 [60].

Il y a lieu de souligner que le cis-verbenol, D-verbénone, tarns-sobrérol, Eugenyl-acétate, cis-
isoeugenol, a-Terpineol, citral ont été identifiés pour la premiere fois, comme produits de
bioconversion et biodégradation de I’a-pinéne par les souches marines comme notre cas avec

la souche Bacillus S33.
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Conclusion générale

Le présent travail a été consacré a [’étude de la bioconversion et la biodégradation de
I’0-pinéne par la souche bactérienne S33 nouvellement isolée d’une algue marine.
Il a porté également sur I’étude de la caractérisation morphologique de la souche S33 par la
détermination de la coloration de Gram, test de mobilité, test d’oxydase, test de la catalase.

Ces testes nous a permis de rattacher cette souche au genre Bacillus.

Afin de déterminer la concentration du substrat utilisé dans les essais de la bioconversion et
de la biodégradation, nous avons réalisé une série de tests d’activité qui nous a permis
d’estimer une concentration adéquate de 500mg/l. Cette derniére concentration a été utilisée

pour la suite de nos expériences sur la bioconversion et la biodégradation.

La bioconversion de I’a-pinéne par la souche S33 a conduit a un mélange de métabolites.
notamment des monoterpénes, comme: Citral,cis-verbenol,D-Verbenone, alore que la
biodégradation de I’a-pinéne a mené a des mélanges de d’autres métabolites, comme : cis-

Verbenol, a-Terpineol,trans-Sobrerol, Eugenol,cis-Isoeugenol.

Sur la base de cette présente étude nous pouvons comprendre, d’estimer et d’évaluer
I’importance du choix de la souche bactérienne S33 comme catalyseur biologique dans ce
type de travaux mais aussi I’élaborer les conditions optimales de bioconversion et/ou de

biodégi'adation.

En perspectives notre étude de la bioconversion des métabolites secondaires par une souche

bactérienne isolée localement & partir d’algue marine en vu de son application industrielle.
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Annexe I : Caractérisation de la souche bactrienne

Annexe 5:Recherche de la catalase ~ Annexe 6:Test d'OXYdase Annexe 7:Galerie API 20



=y

nexe Il : préparation expérimentale

Préculture : Milieu (VNSS) liquide avec la souche $33 Solution mére de I'a-pinéne 1 g/l

Solution de la biodégradation sans
Filtration de la solution mére glucose 50 ml



Centrifugation de l'extrait de bioconversion riche

Centrifugation de I'extrait de biodégradation sans et pauvre glucose



Annexe III : Matérielles

L'évaporateur rotatif | Autoclave

Centrifugeuse




