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Résumé

Les microorganismes marins, omniprésents dans les écosystemes aquatiques, jouent un role
fondamental dans les cycles biologiques et présentent un potentiel biotechnologique prometteur,
notamment dans les domaines pharmaceutique et agroalimentaire. Ce travail a pour objectif
I’isolement de souches bactériennes marines le long de la cote algérienne (Honaine et Béni Saf)
et I’évaluation de leurs activités biologiques, en particulier enzymatiques et antimicrobiennes.
Au total, 26 souches bactériennes ont été isolées a partir des cotes de Honaine et Beni Saf. Leur
activité enzymatique a été testée a travers trois principales réactions: ’activité amylolytique,
cellulolytique et protéolytique. Parallelement, leur activité antimicrobienne a été évaluée contre
cing souches pathogénes (Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa), révélant que 7 % des isolats présentaient
une action inhibitrice significative. L ’identification des bactéries a été réalisée par des méthodes
biochimiques a montré que les souches appartiennent a la famille des Pseudomonadaceae. En
conclusion, cette étude met en évidence le potentiel biotechnologique des souches bactériennes
marines isolées, notamment grace a leurs activités enzymatiques variées et, dans une moindre
mesure, antimicrobiennes. Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour leur

exploitation future dans divers secteurs industriels.

Mots clés:Microorganismes marins, Activités enzymatiques, Activité antimicrobienne,

Pseudomonadaceae, Biotechnologie



Abstract

Marine microorganisms, ubiquitous in aquatic ecosystems, play a fundamental role in
biological cycles and hold promising biotechnological potential, particularly in the
pharmaceutical and agri-food industries. This study aims to isolate marine bacterial strains
along the Algerian coast (Honaine and Béni Saf) and evaluate their biological activities, with a
focus on enzymatic and antimicrobial properties. A total of 26 bacterial strains were isolated
from the coastal areas of Honaine and Béni Saf. Their enzymatic activity was assessed through
three key reactions: amylolytic, cellulolytic, and proteolytic activities. Additionally, their
antimicrobial activity was tested against five pathogenic strains (Enterococcus faecalis,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Pseudomonas
aeruginosa), revealing that 7% of the isolates exhibited significant inhibitory effects.
Biochemical identification methods confirmed that the strains belong to the
Pseudomonadaceae family. In conclusion, this study highlights the biotechnological potential
of the isolated marine bacterial strains, particularly due to their diverse enzymatic activities
and, to a lesser extent, antimicrobial properties. These findings open promising avenues for

their future exploitation in various industrial sectors.

Keywords:Marine microorganisms,Enzymatic activities, Antimicrobial activity,

Pseudomonadaceae, Biotechnology
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Introduction

Introduction

La mer constitue un ¢élément fondamental pour la survie de ’humanité, en fournissant des
ressources alimentaires, des matiéres premiéres et en contribuant au bien-étre global. Elle abrite
une biodiversité exceptionnelle, dominée par des microorganismes invisibles a 1’ceil nu mais
essentiels au fonctionnement et a 1’équilibre des écosystemes marins. Ces microorganismes
jouent un r6le actif dans la régulation du climat mondial et renforcent la résilience des océans

face aux effets du changement climatique (Le Gal, 2004).

Longtemps négligée, cette richesse microbienne est aujourd’hui mieux appréhendée grace aux
avanceées récentes de la recherche scientifique, qui ont révélé une diversité bien supérieure a celle
des organismes terrestres. Cette diversité remarquable s’explique notamment par I’ancienneté de
la vie marine, qui remonte a plus de 3,5 milliards d’années, ainsi que par I’extraordinaire variété
des niches écologiques présentes dans le milieu océanique. Les microorganismes marins se
répartissent principalement en eucaryotes (tels que les microalgues, les champignons et les ciliés)
et en procaryotes (bactéries et archées), qui présentent des métabolismes extrémement diversifiés
(Gézennec, 2014). lls produisent une grande variété de métabolites secondaires originaux,
souvent absents chez les espéces terrestres, présentant un fort potentiel pour le développement de
nouvelles molécules a visée pharmaceutique : agents anti-inflammatoires, anticancéreux et
antibiotiques (Bhakuni et Rawat, 2005). Par ailleurs, le milieu marin constitue une source
importante d’enzymes innovantes et de composés bioactifs utilisés dans les secteurs cosmétique

et biomédical (Gézennec, 2014).

Ces microorganismes jouent également un réle essentiel dans la dégradation de la matiére
organique, qu’elle soit naturelle ou polluante, par la production d’enzymes extracellulaires
spécialisées (Perez et al., 2002). Cette capacité de biodégradation confére a ces microorganismes

un potentiel considérable pour des applications en bioremédiation.

En outre, leur utilisation s’étend aujourd’hui aux industries agroalimentaire, chimique,
pharmaceutique et cosmétique, démontrant que ces organismes, encore relativement peu
explorés, représentent une ressource précieuse pour le développement de nouvelles technologies
et produits industriels.
L’objectif a pour but:

*Réaliser I’isolement de microorganismes marins a partir d’échantillons collectés sur les cotes de



Béni-Saf et de Honaine.
*|dentifier certaines souches marines isolées.
*Mettre en évidence ’activité antimicrobienne de chacune des souches.

*Evaluer la production d’enzymes d’intérét industriel par ces souches.
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Chapitre | : Biodiversité microbienne Du milieu marin

La biodiversit¢é marine est extrémement riche et s’étend de 1’échelle génétique jusqu’aux
écosystemes entiers (Knapp et al., 2017). Elle dépasse largement celle des milieux terrestres et
continue de surprendre les scientifiques par sa complexité. Les organismes marins ont
développé des adaptations physiologiques spécifiques qui leur permettent de vivre dans des
conditions extrémes, comme le froid intense, 1’obscurité totale ou la haute pression. A ce jour,
environ 200 000 espéces marines sont décrites, mais des millions d’autres restent probablement
inconnues (Campos, 2016). Cette diversité est liée a la grande variété des habitats marins, des

récifs coralliens aux profondeurs abyssales.

Les micro-organismes y occupent une place dominante, en particulier les bactéries marines, qui
représentent plus de 10 % de la biomasse carbonée mondiale (Gilles et Kornprobst, 2009). Ces
bactéries jouent un réle essentiel dans les cycles biogéochimiques et les interactions écologiques
marines. Ainsi, la biodiversité marine, encore largement inexplorée, offre un potentiel important
pour de nouvelles découvertes scientifiques et des applications dans de nombreux domaines

comme la santé, la biotechnologie ou I’environnement.

Les micro-organismes marins vivent dans des milieux salés comme les océans, les mers ou les
estuaires cotiers (Le Gal, 2004). lls sont tres variés et représentent une grande partie de la
biomasse des océans. On y retrouve des archées, des bactéries, des champignons, des protistes et
méme des virus. Ces micro-organismes peuvent vivre dans des environnements trés différents,
depuis la surface de I’eau jusqu’aux grandes profondeurs, voire sous plusieurs kilometres de
sédiments marins. Cette diversité leur permet de s’adapter facilement aux changements du milieu

et de remplir des réles écologiques importants.

Ils participent a de nombreux processus biologiques, comme la production ou la dégradation de
matiére. lls jouent aussi un réle central dans les cycles biogéochimiques, qui permettent de
recycler les éléments nutritifs dans 1’écosystéme marin (Pinnaka et Tanuku, 2019). Grace a
eux, la vie marine est équilibrée et durable. Leur étude est donc essentielle pour comprendre le

fonctionnement des océans et préserver leur biodiversité.
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I.1.Les Bactéries Marines

Les bactéries marines forment un groupe trés vaste et varié de micro-organismes procaryotes.
Leur taille est généralement de quelques micrométres, et elles peuvent avoir différentes formes :
sphériques (cocci), en batonnets (bacilles) ou en spirales (spirochetes). On les retrouve dans tous
les océans, y compris dans des milieux extrémes comme les grandes profondeurs, les sources
hydrothermales ou les eaux trés froides. Grace a leur grande capacité d’adaptation, elles
survivent dans des conditions ou peu d’autres organismes peuvent vivre.

Bien qu’elles soient trés répandues, leur role dans les écosystémes marins est encore peu connu.
Pourtant, elles sont essentielles, notamment dans les cycles biogéochimiques : elles participent a
la décomposition de la matiére organique et a la production de nutriments. Certaines especes
peuvent méme dégrader des substances toxiques, aidant ainsi a purifier I’eau. Leur diversité est
impressionnante, allant de bactéries microscopiques a des especes visibles a I’ceil nu, comme
Thiomargarita namibiensis, qui peut atteindre 0,75 mm de diamétre. Ces bactéries représentent
un potentiel important pour la recherche, notamment en biotechnologie et en écologie marine
(Guézennec, 2014).

I.1.1.Les cyanobactéries

Les cyanobactéries marines sont des micro-organismes procaryotes capables de faire la
photosynthése. Elles jouent un réle crucial dans les écosystemes marins, notamment en captant le
CO, atmosphérique, ce qui aide a réguler le climat. Chaque année, elles peuvent fixer jusqu’a
quatre gigatonnes de carbone (Biller et al., 2015). Leur tolérance au sel et leur capacité a utiliser
le CO, en fait des candidates idéales pour des applications biotechnologiques durables, surtout

dans des procédés qui ne nécessitent pas beaucoup d’eau douce.

Ces bactéries vivent dans des milieux marins soumis a des variations constantes de température,
de lumicere, de salinité et de nutriments, ce qui leur confeére une grande capacité d’adaptation
(Ludwig et Bryant, 2012). Elles sont aussi parmi les premiers organismes a avoir produit de
I’oxygeéne par photosynthése, jouant un role fondamental dans 1’oxygénation de 1’atmosphere
terrestre.La diversité des cyanobactéries est impressionnante, avec plus de 50 000 especes
identifiées a ce jour. Parmi les genres les plus connus figurent Prochlorococcus, Synechococcus,

Oscillatoria, Spirulina ou encore Trichodesmium.
Leur grande diversité et leur robustesse font d’elles des modeles importants pour la recherche en
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biotechnologie et en écologie marine(Pinnaka et Tanuku, 2019).

1.1.2. Les actinomycetes
Les actinomycetes sont des bactéries Gram-positives, souvent filamenteuses, reconnues pour

produire une grande variété de métabolites secondaires bioactifs. Elles sont a I’origine d’environ
75 % des antibiotiques découverts entre 1971 et 1980, ce qui montre leur role crucial en
pharmacologie. En plus des antibiotiques, ces bactéries produisent des composés aux propriétés
antitumorales, immunosuppressives et enzymatiques, utiles en médecine et en biotechnologie.
Cependant, la découverte de nouveaux métabolites chez les actinomycetes terrestres a beaucoup

diminué ces dernicres années, ce qui pousse les chercheurs a explorer d’autres milieux.

Les environnements marins représentent une source prometteuse pour isoler de nouvelles
souches capables de produire des molécules innovantes avec des applications thérapeutiques
potentielles (Ravikumar et al., 2011). Par ailleurs, les actinomycétes marins jouent un role
écologique important en formant des relations symbiotiques avec des organismes comme les
éponges, les coraux et les ascidies. Ces associations leur permettent de protéger leurs hotes
contre les agents pathogénes grace a des substances bactéricides. Etudier ces actinomycétes
marins peut ainsi enrichir la diversité des composeés bioactifs et améliorer la compréhension des

interactions microbiennes dans les écosystéemes marins (Klervi, C., 2016).

1.1.3. Les archeabacterias

Les archées planctoniques jouent un réle important dans les réseaux alimentaires marins, mais
leurs interactions avec d’autres organismes, comme leurs prédateurs ou partenaires, restent peu
connues (Danovaro et al., 2005). On sait que la régulation par les prédateurs influence fortement
la population et la composition des microbes marins (Pernthaler, 2005). Une hypothése avance
que leur petite taille pourrait les aider a échapper a la prédation. Par exemple, les
Thaumarchaeota marins, qui sont parmi les plus petites cellules dans I’océan, pourraient étre
moins consommeées par les organismes supérieurs (Massana et al., 2009). Cependant, peu

d’¢études ont mesuré précisément I’impact du paturage sur ces archées et leurs habitats.

Les taux de paturage semblent plus élevés dans les zones ou les conditions chimiques changent
rapidement, comme aux interfaces redox dans la colonne d’eau. Mais les méthodes actuelles,
comme les expériences en bouteille a bord des navires, ne sont peut-étre pas adaptées aux

archées. En effet, ces micro-organismes sont sensibles a la température, a la pression et a la
4
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concentration d’oxygene, et des changements dans ces paramétres peuvent fausser les résultats
(Pachiadaki et al., 2016). Il est donc nécessaire de développer des méthodes plus spécifiques

pour mieux comprendre leur role dans I’écosystéme marin.Le schéma suivant illustre cette idée.

1.1.4. Les Pseudoalteromonas
Le genre Pseudoalteromonas regroupe des bactéries marines Gram négatives qui ont besoin
d’ions sodium (Na*) pour se développer. Elles ont une forme de batonnets et peuvent se déplacer

grace a des flagelles situés sur les cotés ou aux poles, parfois non recouverts de gaines.

Leur métabolisme est chimio-hétérotrophe et strictement aérobie, ce qui signifie qu’elles utilisent
des composés organiques comme source d’énergie et nécessitent de I’oxygene pour vivre .Ce
groupe bactérien, découvert récemment, suscite beaucoup d’intérét & cause de ses particularités

biologiques et écologiques (Bowman, 2007).

En effet, les espéces de Pseudoalteromonas sont souvent associées a des organismes eucaryotes
marins. Etudier ces interactions permettrait de mieux comprendre les relations complexes entre
microbes et hdtes dans les milieux marins. De plus, plusieurs espéces produisent des métabolites
bioactifs capables d’agir sur une large gamme d’organismes. Ces composés présentent un fort
potentiel pour des applications en biotechnologie, pharmacologie et écologie marine
(Holmstrom et Kjelleberg, 1999). Ainsi, Pseudoalteromonas est un groupe bactérien important,
tant pour son réle dans les interactions microbiennes que pour la découverte de nouvelles

molécules bioactives.

I.1.5.Roseobacter

Les océans contiennent une trés grande diversité de bactéries, mais la plupart des bactéries
marines connues appartiennent a neuf clades principaux, dont certains n’ont pas encore été
cultivés en laboratoire. Les études basées sur les genes de I’ARN ribosomique 16S montrent que
le clade Roseobacter est I’un des groupes les plus abondants. Il représente plus de 20 % du
bactérioplancton dans les zones cotieres et environ 15 % des bactéries dans la couche

superficielle des océans (Brinkhoff et al., 2004).

Les bactéries du groupe Roseobacter sont présentes dans divers milieux marins, y compris les
eaux cotieres, le large océanique, la glace marine et les sédiments profonds. Contrairement a

d’autres bactéries marines souvent difficiles a cultiver, elles peuvent étre isolées et étudiées plus
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facilement en laboratoire, ce qui facilite la recherche sur leur écologie et leur fonctionnement.

En plus de leur vaste répartition, certaines espéces de Roseobacter produisent des métabolites
secondaires bioactifs. Ces substances présentent un intérét important pour leurs propriétés
antimicrobiennes. Certaines souches sont méme explorées comme probiotiques ou antibiotiques

naturels en aquaculture, pour renforcer la santé des organismes marins (Brinkhoff et al., 2004).

I.1.6. Les Bacteroidetes

Les bactéroides marins jouent un réle essentiel dans la dégradation de la matiere organique
complexe, comme la cellulose et la chitine. On les trouve principalement dans des
environnements riches en débris organiques, souvent associés aux proliférations de microalgues.

Leur activité est importante pour le recyclage des nutriments dans les écosystemes marins.

Ces bactéries sont connues pour leur capacité a se fixer sur des surfaces, qu’il s’agisse de
particules en suspension ou de cellules d’algues. Cette adhésion leur permet d’exploiter
efficacement les sources de matiére organique autour d’elles. L’étude du génome de plusieurs
especes de Bacteroidetes a montré qu’elles possédent des adaptations spécifiques a ce mode de

vie (Fernandez et al., 2013).

Parmi ces adaptations, on trouve des protéines spécialisées dans 1’adhésion ainsi qu’un mode de
déplacement appelé "gliding motility" (déplacement par glissement). En plus, elles produisent de
nombreuses enzymes comme des peptidases, des glycosides hydrolases, des glycosylases et des
transférases. Ces enzymes leur permettent de dégrader des polymeres organiques complexes et

de libérer des nutriments essentiels pour d’autres organismes marins (Klervi, 2016).

1.1.7. Les algues marines

Les algues sont des organismes aquatiques capables de produire leur propre matiere organique
grace a la photosynthése (Rivard-Sirois, 2005). Elles ne possédent ni racines, ni tiges, ni
feuilles, mais contiennent des pigments comme la chlorophylle. On les trouve principalement
dans les milieux aquatiques, bien que certaines puissent aussi pousser sur le sol ou sur les arbres
(Michel, 2000).

La classification des algues repose sur cing critéres : trois biochimiques (type de pigments
photosynthétiques, nature des réserves de sucres et des structures de soutien) et deux
morphologiques (type de flagelles et structure cellulaire spécifique) (Memory, 2006). Gréce a
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ces criteres, on peut distinguer de nombreuses formes d’algues, qui peuvent étre unicellulaires,
multicellulaires, filamenteuses, coloniales ou méme formées d’amas de cellules.Les microalgues
sont particuliérement diversifiées, avec une estimation allant de 200 000 a plus d’un million
d’especes. Elles sont utilisées depuis 1’ Antiquité, notamment par les Aztéques et certains peuples

africains pour leurs propriétés nutritionnelles (Renaud et al., 2011).

Aujourd’hui, elles ont de nombreuses applications dans les domaines de la pharmacie, de la
cosmétique, de I’alimentation, de ’agriculture et de 1’énergie (Jean Guézennec, 2014). Leurs
lipides, riches en oméga-3, ont des effets anti-inflammatoires et permettent de réduire le
cholestérol. Par exemple, Crypthecodinium cohnii produit du DHA, tandis que Skeletonema

costatum et Phaeodactylum tricornutum produisent de I’EPA (Renaud et al., 2011).

Les algues marines sont aussi étudiées pour leurs propriétés medicinales. Elles contiennent des
polysaccharides, des lipides et des métabolites bioactifs comme des composés phénoliques ou
terpéniques (Deslandes et al., 2000). Ces substances peuvent avoir des effets antimicrobiens,
antipaludiques, antioxydants, anti-inflammatoires, cytotoxiques et antiviraux (Etahiri et al.,
2007).

1.1.8. Shewanella

Shewanella est une bactérie en forme de batonnet, a Gram négatif et capable de se déplacer. On
la trouve dans les milieux marins du monde entier, en particulier dans les eaux chaudes. Parmi
les différentes espéces, Shewanella algae est considérée comme la principale responsable des
rares infections humaines connues. Ces infections touchent surtout les personnes dont le systeme

immunitaire est affaibli.

Cependant, ces cas restent peu nombreux. Comme les infections a Shewanella ne sont pas a
déclaration obligatoire et que les tests specifiques ne sont pas toujours réaliseés, il est difficile de

connaitre le nombre exact de cas. On sait seulement qu’ils sont rares (Huot, 2010).
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L’¢évolution de la vie marine est plus avancée que celle du milieu terrestre et se caractérise par des
interactions biologiques complexes, telles que la prédation, la symbiose, le parasitisme et la compétition
inter et intra-especes. Ces interactions favorisent une diversité chimique exceptionnelle, distincte de celle des
environnements terrestres. Cette richesse chimique s’explique par des conditions physico-chimigques
particuliéres, comme la pression élevée des abysses, I'absence de lumiére en profondeur, la variabilité de la
salinité et la forte présence d’halogeénes. Ces facteurs influencent la production de métabolites spécifiques

aux organismes marins, contribuant ainsi a leur adaptation et a leur survie (Campos, 2016).

I1.1. La Chimo-diversité issue des microorganismes marins
Les champignons et bactéries marins produisent des métabolites secondaires aux propriétés

antimicrobiennes, antivirales et immunosuppressives (Pandey, 2019). Associés a divers hotes,
ils jouent un role clé dans la synthese de composés bioactifs, notamment chez les micro-
organismes liés aux éponges (EI Amraoui et al., 2014). Leurs substances peuvent agir sur
plusieurs systémes biologiques, dont le systéme nerveux et cardiovasculaire. Certaines
provoquent des effets locaux (douleur, cedéme, nécrose), révélant leur intérét pharmacologique.
Ces découvertes ouvrent la voie a de nouvelles applications médicales (Bhakuni et Rawat,
2005).

I1.2. Les enzymes extracellulaires sécrétées par des microorganismes marins
Les micro-organismes marins, encore largement inexplorés, constituent une source précieuse

d’enzymes aux applications multiples (Zhang et Kim, 2010). Leur richesse génétique et
biochimique attire un intérét croissant, car leurs enzymes se distinguent par une stabilité et une
activité supérieures a celles issues des plantes ou des animaux. Elles sont exploitées dans divers
secteurs, notamment la production chimique, la bioconversion et la biorestauration, offrant ainsi
un fort potentiel pour les industries (Gopinath et al., 2017). Des chercheurs ont réussi a isoler
plusieurs enzymes uniques a partir de micro-organismes marins, dont certaines sont déja utilisées
a des fins industrielles. Leur potentiel s’étend également aux applications médicales, avec
plusieurs enzymes ayant conduit au développement de candidats-médicaments prometteurs
(Zhang et Kim, 2010).

Certaines régions des océans abritent des micro-organismes extrémement acidophiles ou

alcalophiles, capables de survivre dans des conditions de pH extrémes, allant de pH 5 a en
8
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dessous de pH 1, ou au-dela de pH 9. Ces micro-organismes produisent des enzymes
extracellulaires adaptées a ces milieux, avec des enzymes acidophiles ayant un pH optimal
autour de 3,0 et des enzymes alcalophiles fonctionnant au-dela de pH 9,0. Par rapport aux

enzymes neutres, ces enzymes présentent une stabilité accrue dans des environnements extrémes.

Ces derniéres années, les chercheurs ont isolé diverses enzymes aux propriétés
spécifiques a partir d’actéries, d’actinomycétes, de champignons et d'autres micro-organismes
marins. Certaines de ces enzymes ont déja été utilisées dans des applications industrielles, tandis
que d’autres ont conduit au développement de candidats-médicaments prometteurs (Zhang et
Kim, 2010).

11.2.1. Protease
Depuis I’isolement de la premiére protéase alcaline en 1960, les micro-organismes sont devenus

une source clé pour leur production (Greene,Ret al ., 1996). En 1972, une nouvelle protéase a
été découverte chez Psychrobacter marin, suivie par d’autres issues de micro-organismes
marins. Certaines ont été testées comme additifs de nettoyage, notamment une protéase extraite
d’une bactérie symbiotique d’un mollusque. En 2007, une levure des marais salants chinois a
montré une forte production enzymatique. En 2009, Bacillus mojavensis A21 a permis d’isoler

deux protéases stables et compatibles avec divers détergents (Hmidet, N et al., 2009).

11.2.2. Lipases
Les lipases sont trés recherchées pour leurs applications industrielles dans les détergents,

cosmétiques et l’alimentation. Appréciées pour leur stabilité et efficacité, elles sont des
biocatalyseurs essentiels(David, 1935).Depuis leur premiére isolation en 1935, plusieurs lipases
microbiennes ont été découvertes, dont certaines adaptées aux environnements froids, comme
celles de Moraxella en Antarctique (Feller, G etal., 1990).Des levures marines productrices de
lipases ont été découvertes, certaines ayant un fort potentiel industriel grace a leur capacité a
hydrolyser diverses huiles(Wang, Let al., 2007). En 2009, une phospholipase C spécifique a la
phosphatidylcholine a été isolée d’un streptomycete marin, offrant de nouvelles perspectives en

biotechnologie(Mo,Set al., 2009).
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11.2.3. Chitinase
Des chitinases ont été identifiées chez diverses bactéries marines, notamment Vibrio spp et

Aeromonas hydrophila. De nombreux génes codant pour ces enzymes ont été isolés a partir de
bactéries et de champignons marins (Suolow et Jones, 1988). Deux génes de chitinase ont été
insérés dans Escherichia coli, puis transférés a Pseudomonas, aboutissant a des souches a forte
production. Par ailleurs, I’introduction d’un geéne de chitinase dans des cellules de tabac a

conferé a la plante une résistance a Alternaria longipes (Roberts et Cabib, 1982).

11.3. La biotechnologie marine

11.3.1 Définition de la biotechnologie marine

La biotechnologie marine consiste en la conception de produits et de procédés innovants a partir
d'organismes marins en appliquant des approches issues de la biotechnologie, de la biologie
moléculaire et cellulaire ainsi que de la bioinformatique. Ce domaine scientifique explore les
ressources océaniques afin de développer de nouveaux médicaments, produits chimiques,
enzymes et autres innovations. Il contribue également & I'amélioration de la sécurité en
aquaculture et des produits de la mer, & la bio remédiation ainsi qu'da la production de
biocarburants, entre autres applications (ThakurNI et AN thakur, 2006)

11.3.2. Application des microorganismes marins
L’exploitation des ressources marines s’est historiquement concentrée sur la péche, la récolte

d’organismes marins, la production de sel et la navigation. Aujourd’hui, face a la crise
énergétique, l’océan devient une source essentielle d’énergie renouvelable (éolienne,
marémotrice, vagues, thermique).

Parallelement, les avancees scientifiques renforcent la valeur économique des ressources
marines, notamment grace aux biotechnologies bleues, qui trouvent des applications en
cosmetologie, agroalimentaire, énergie et pharmacologie (Reporton, 2018).L’utilisation des
bioressources marines pour des applications biotechnologiques offre un fort potentiel
d’innovation et de croissance économique (Jean Guézennec, 2014). Dans un contexte de
changement climatique et de pression croissante sur les ressources naturelles, les biotechnologies
marines connaissent un regain d’intérét grace aux avancées en bioprocédés et a une meilleure

compréhension de la biodiversité marine. Ces ressources constituent une matiere premiere
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durable pour des applications variées : nutrition, santé, agriculture, aquaculture, énergie,
cosmétologie et environnement.

v Outre les métabolites secondaires, d’autres approches biotechnologiques
exploitent les bactéries marines,notamment:

Une utilisation directe de leur métabolisme, considérant la bactérie comme une « usine cellulaire
» grace a ses actions enzymatiques.

v La production de biomolécules et de biopolymeéres, tels que les
exopolysaccharides (EPS) et les polyhydroxyalcanoates (PHA), transformant la bactérie en une «
usine de production » via des procédés de fermentation (Guéznnec, 2005).

Tableau 01 : Les applications majeures des organismes marins (Jean Guézennec,2014).

Apercu trés général des applications majeures des organismes marins

Domaines d'application Organismes considérés Exemples de molécules et produits

Peptides, exopolymaéres, enzymes,
composés antimicrobiens, pigments...

Macro- et microalgues,
cyanobactéries, bactéries,
champignons, crustacés...

Cosmétologie
Dermo-cosmétologie

Molécules antifouling et antibiofilm
bioremédiation : biopolyméres
(PS, EPS, PHA, polyphosphates)...

Macroalgues, microalgues
cyanobactéries, bactéries,
crustacés

Environnement

Industrie pétroliare

Bactéries

Exopolyméres, glycolipides, biosurfactants...

Agroalimentaire

Tous organismes

Enzymes, biopolyméres, pigments...

Pharmacologie/Santé

Tous organismes

Principes actifs...

PS : polysaccharide ; EPS : exopolysaccharide ; PHA : polyhydroxyalcanoate

11.3.2.1. Application antibiotique

Les peptides antimicrobiens (AMP) sont des alternatives prometteuses aux
antibiotiques en aquaculture, sans résistance observée (Tincu et Swtayfor, 2004).
Les vaccins, comme 1’Apex-IHN, ont amélioré la prévention des maladies chez le
saumon (Dejessuayson, 2011 ; Muktar et B. Tefesay, 2017). De nombreux
composés bioactifs (alcaloides, polycétides, peptides, etc.) ont été isolés de
microorganismes marins. La souche Marinispora NPS008920, issue des sédiments
de Guam, produit des oxazolidinones aux effets comparables au linézolide (Pandey,
2019). Une autre souche, Pseudomonas putida Mm3, isolée d’une éponge

brésilienne, est active contre des bactéries multirésistantes (Marinho et al., 2009).
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Le champignon Nigrospora sp.montre une forte activité contre Staphylococcus
aureus résistant. D’autres composés fongiques isolés de Pseudallescheria sp.,
comme la gliotoxine, présentent aussi une action puissante (Kanoh et al., 2008).
L’OMS a classé plusieurs pathogenes résistants aux antibiotiques en niveaux de
priorité, dont Acinetobacter, Pseudomonas, et Staphylococcus aureus(Pinnaka et
Tanuku, 2019). Ces decouvertes confirment le potentiel des ressources marines dans

la lutte contre la résistance bactérienne.

11.3.2.2. Application anticancéreuse
Les micro-organismes marins constituent une source prometteuse de composés anticancéreux en

plus des antibiotiques. La bactérie Micromonospora sp produit la thiocoraline, un depsipeptide
capable d’inhiber 'ADN polymérase-a cellulaire, étudi¢ en recherche préclinique pour son
potentiel dans le traitement du cancer (Newman et Cragg, 2004).Un champignon non identifié
de l'ordre des Pleosporales (souche CRIF2) synthétise divers composés ayant une activité
cytotoxique modérée contre les cellules tumorales (Prachyawarakorn et al., 2008). De plus,
Pestalotiopsis sp. isolé des feuilles de Rhizophora mucronata, produit une chromone appelée
pestalotiopsone, qui montre une activité cytotoxique contre les cellules cancéreuses murines
L5178Y (Xu J et al., 2009).

Les dolastatines, une série de peptides et depsi peptide modifiés cytotoxiques, ont été
initialement isolées de cyanobactéries symbiotiques du lievre de mer Dolabella auricularia,
prélevé dans I’océan Indien. Ces composés sont actuellement en essais cliniques en tant

qu’agents anticancéreux (figure 1) (Lueschet al., 2012).
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Figure 01 : La structure chimique de Dolastatine (Lueschetal.,2012).

12



Chapitre 11 : Chimo-diversité Du milieu marin

11.3.2.3. Application anti-diabetique
Le diabéte est une maladie en forte progression dans le monde (Pala et Mc Kumar, 2014). Les

traitements principaux incluent I'insuline et les médicaments oraux, mais leur usage prolonge
entraine des effets secondaires. Les produits naturels marins, riches en antioxydants, offrent une

alternative prometteuse (Unnikrishnan etJayasri, 2018).

Les champignons marins, comme Cosmospora sp. (SF-5060), produisent 1’aquastatine A, un
inhibiteur de la PTP1B impliqué dans la régulation de l'insuline (Debbab et al., 2010).
Penicillium sp. (JF-55) synthétise la méthyléthylcétone, également inhibitrice de PTP1B.
D'autres molécules marines, comme la penstyrylpyrone et la citromycétine, présentent une
activité similaire (Lee DS et al., 2013). Leur bioactivité, encore peu explorée avant ce siecle (De
la Calle, 2009), permet de réguler des enzymes impliquées dans le diabéte de type 2 (Hansen,
2002). Enfin, des composés issus d’algues et de coraux, tels que la fucoxanthine et la dysidine,

montrent un fort potentiel antidiabétique (Debbab et al., 2010).

Tableau 02: des micro-organismes testés et des composés possibles responsables
Des propriétés anti-diabétiques(Canneiir. Jet al. 1987).

Especes Activité teste
500 cyanobactéries d’eau douce et Inhibition de a-glucosidase
marines
Actinomycetesstreptomycescorchorusii Inhibition de a-amylase
Actinomycetes streptomyces sp Inhibition de la N-acétyl-glucosaminidase
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Des souches marines

Les écosystémes marins hébergent une biodiversité remarquable, comprenant aussi bien des
micro-organismes tels que les bactéries et les algues unicellulaires que des organismes plus
complexes comme les poissons, crustacés et mollusques. Parmi cette richesse biologique, les
souches marines désignent des populations spécifiques d’espéces qui sont cultivées ou
étudiées pour leurs propriétés écologiques, économiques ou biotechnologiques.Le
développement de ces souches est étroitement lié a divers facteurs environnementaux. Des
paramétres tels que la température de 1’eau, la salinité, la pression hydrostatique, le pH, ainsi
que la concentration en oxygéne dissous, influencent directement leur croissance. A cela
s’ajoutent des facteurs nutritifs, notamment la disponibilité des sources d’énergie, de carbone,
d’azote, ainsi que de microéléments essentiels. Comprendre 1’impact de I’ensemble de ces
éléments est essentiel pour analyser la dynamique des environnements marins et promouvoir

une gestion durable des ressources qu’ils abritent.

I11.1.Les facteurs qui influencent la croissance des souches marins
La croissance des souches marines (comme les algues, les poissons, les mollusques,

les crustacés, ou méme les bactéries marines) peut étre influencée par plusieurs facteurs.

Voici les principaux :

I11.1.1. Salinité de I’eau:La salinité correspond a la concentration en sels dissous et
influence directement la répartition et le métabolisme des micro-organismes marins. Elle
varie selon les milieux aquatiques, impactant les espéces selon leur tolérance : halophiles,
halotolérants et non-halins (Cahoon, 1999). Dans les zones cotiéres, les variations de
salinité sont accentuées par le changement climatique, affectant fortement certains
organismes. Par exemple, la diatomée Cylindrotheca closterium montre une tolérance encore
peu étudiée. La salinité est donc un facteur clé de la biodiversité marine, en particulier dans
les estuaires. Ces variations peuvent perturber le métabolisme des algues, bien que les algues
vertes y soient plus résistantes (Brand, 1984).

111.1.2. Température:elle est un facteur majeur en microbiologie aquatique, influencant la
répartition des bactéries bioluminescentes. En Californie, leur abondance est maximale au
printemps et minimale en hiver (Ruby et Nealson, 1978). Elle agit aussi sur 1’activité
enzymatique, comme la luciférase de P. phosphoreum, inactive a 35 °C et présente en caux
froides (Ruby et al., 1980). En Méditerranée, P. fischeri se développe a 10 °C, alors que V.
harveyi croit a 40 °C (Shilo et Yetinson, 1979). P. phosphoreum apparait avec la baisse de
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température en mer du Nord et dans le Pacifique (Ruby et Nealson, 1978). De méme, V.
harveyi diminue en hiver et augmente au printemps dans 1’Atlantique Nord (Ruby et al.,
1980).

I11.1.3.Le pH: Le pH marin reflete la tolérance des micro-organismes classés en
neutrophiles, acidophiles ou alcaliphiles (Skirrow, 1965). Il varie entre 7,5 et 8,5 grace a un
effet tampon dd aux ions et aux carbonates (Wetzel, 1983), et augmente sous l'effet de la
photosynthése, comme en mer de Beaufort. Les estuaires restent stables malgré les apports
d’eau douce (Nijman et Swain, 1990). Les perturbations anthropiques proviennent de
I’industrie, du trafic ou du drainage minier (McNeely et coll., 1979), affectant plusieurs
especes : Penaeus monodon, Octopus dofleini, ou certains bivalves (Bamber, 1987). Le faible
pH réduit aussi la photosynthése des zostéres et macroalgues. Il influence la toxicité de
I’ammoniac et la solubilité des métaux (Drever, 1988). Des normes limitent les variations a
0,2 unité pour protéger les espéces sensibles (State of Alaska, 1989 ; McKean et Nagpal,
1991).

11 .1.4.Pression hydrostatique : La pression est un facteur essentiel pour la répartition
des organismes marins profonds (Yayanos, 1995), augmentant de 0,1 MPa tous les 10m
jusqu’a 115 MPa dans des zones comme la fosse des Mariannes (Kato et al., 1998). Les
piezophiles, mieux adaptés que les espéces de surface, appartiennent souvent aux genres
Colwellia, Moritella, Photobacterium, Shewanella, et Psychromonas (Kato et al., 1995). L’un
des mécanismes d’adaptation repose sur la modification des acides gras membranaires,
notamment [’augmentation des insaturés sous pression (Kamimura et al., 1992) et des
phosphatidylglycérols (Mangelsdorf et al., 2005). Chez P. profundum SS9, ces ajustements
sont accentués en conditions extrémes (Allen et al., 1999). La pression influence aussi la
bioluminescence, I’augmentant a haute température mais I’inhibant a basse (Strehler et
Johnson, 1954). La luciférase d’A. fisheri est plus sensible que P. phosphoreum, dont
I’intensité lumineuse diminue au-dela de 22 °C (Johnson et al., 1977), avec des réponses
variables selon la température (Ueda et al., 1994).

11 .1.5.La teneur en oxygene : L’oxygéne est ’accepteur d’électrons le plus favorable en
milieu marin, mais sa faible concentration limite sa diffusion dans les sédiments (Fenchel et
al., 1998). Ainsi, la dégradation du carbone y repose souvent sur des voies anaérobies utilisant
d’autres accepteurs comme les nitrates ou les sulfates. La méthanogenése peut aussi intervenir
en absence totale d’oxydants. La consommation d’O, résulte a la fois de I’activité aérobie et

de la réoxydation des composés réduits. Des tapis microbiens, comme ceux de Beggiatoa,
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utilisent jusqu’a 90 % de 1’0, pour oxyder les sulfures (Jargensen et Revsbech, 1983). Les
besoins en O, varient : les aérobies strictes nécessitent >2 mg/L, les anaérobies strictes le
tolerent mal, et les microaérophiles préferent des concentrations faibles. Vibrio et
Pseudoalteromonas se développent bien entre 3 et 6 mg/L (Jargensen et Revsbech, 1983).
111.1.6. Source d’énergie :Les souches marines montrent une grande flexibilité énergétique
selon leur environnement : certaines sont chimioorganotrophes, d’autres chimiolithotrophes,
exploitant H,S, NH,*, Fe?* ou CH,. Les phototrophes comme Prochlorococcus et
Synechococcus utilisent la lumiere pour la photosynthese. Certaines bactéries marines
peuvent oxyder le CO, un processus bien documenté dans les communautés océaniques
(Conrad et Seiler, 1980), notamment chez les Rhodobacteraceae(Cordero et al., 2019). Cette
capacité pourrait favoriser leur survie en période de pénurie de carbone organique. La
dégradation du CO est induite en condition de famine (Eichner et al., 2019). Quant a I’Ha,
bien que des hydrogénases soient détectées, son utilisation par les bactéries pélagiques reste a
confirmer (Cordero et al., 2019). Trichodesmium oxyde I’H, via un recyclage interne lié a la
nitrogénase (Eichner et al., 2019).

111.1.7.Source de carbone :Les souches marines exploitent diverses sources de carbone selon
leur type : les photoautotrophes fixent le CO, par photosynthese, les chimiolithoautotrophes
utilisent des composés inorganiques dans les zones obscures, et les hétérotrophes, comme
Vibrio et Pseudoalteromonas, consomment du carbone organique dissous. Les mixotrophes
combinent ces stratégies selon les conditions. Cette flexibilité métabolique permet une grande
adaptabilité aux changements de 1’environnement. Les micro-organismes marins jouent un
role clé dans la séquestration du carbone via la pompe biologique, la pompe microbienne et la
précipitation carbonatée. L’océan est un acteur majeur du cycle global du carbone et de la
réduction du méthane. Les macrophytes marins, tels que les herbiers et les macroalgues,
participent aussi au cycle des éléments nutritifs (Egan et al., 2013).

I111.1.8. Source d’azote :L’azote est un élément clé du fonctionnement des écosystémes
marins et du climat, via ses liens avec le cycle du carbone (Gruber, 2008). Sa disponibilité
limite souvent la productivité biologique et influence 1’efficacité de la pompe biologique
océanique (Falkowski, 1997). Présent sous plusieurs formes oxydées ou réduites, il joue un
role central dans les réactions rédox marines. Les micro-organismes modulent ces formes par
des processus tels que la fixation biologique, la dénitrification et 1’anammox. Ils utilisent des

sources d’azote variées, inorganiques (NH,*, NOs~, N;) ou organiques (uree, peptides,
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amines). L’ammonium, facilement assimilable, est préferé, tandis que d'autres formes
nécessitent des enzymes spécifiques. En milieux oligotrophes, les bactéries privilégient les

sources simples, contrairement aux environnements eutrophes plus riches (Gruber et

Galloway, 2008).
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Présentation de travail

Ce travail de recherche a eété mené du 28 janvier au 12 mai 2025 au sein des laboratoires
pédagogiques de la Faculté des Sciences et de la Technologie, département de Biologie, a

I’Université Belhadj Bouchaib d’Ain Témouchent.

Echantillon de I'’eau de mer

!

Isolement des souches

marines

ﬂ
ﬂ

Recherche des activités
biologiques

Purification

Pouvoir enzymatique Pouvoir antimicrobien

Amylase Cellulase Protéas Ensemencement en spot

Figure 02: Schéma du protocole expérimental mis en ceuvre dans le cadre de notre étude.
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IV.1. Préléevement etéchantillonnage

IV .1.1.Zone de prélévement

Dans le cadre de cette étude, des échantillons d'eau de mer ont été prélevés sur deux sites
cotiers situés respectivement dans les wilayas d’Ain Témouchent (Béni Saf) et de Tlemcen
(Honaine). Ces opérations avaient pour objectif d’évaluer la diversité microbienne marine
locale en tenant compte des spécificités environnementales de chaque site, et d’analyser
I’éventuelle variation de la composition microbienne en fonction de la profondeur de la colonne

d’eau.

IV.1.1.1. Prélévements a Béni Saf (Ain Témouchent)

Le site de Béni Saf a nécessité 1’application d’un protocole d’échantillonnage plus technique,
en raison de son acces en mer et de 1’objectif de recueillir des échantillons a différentes
profondeurs. Les prélévements ont été effectués a bord d’une embarcation grace a une bouteille
Niskin, un appareil standardisé en océanographie pour les prélevements a profondeur contrdlée.
Cette méthode permet d’éviter toute contamination externe, en capturant I’eau de mer a des

niveaux bien définis a ’aide d’un systéme de fermeture étanche activé par un messager.

Trois profondeurs ont été ciblées : 2 metres, 5 metres et 13 metres. Ce choix visait a observer
d’éventuelles différences dans la composition microbienne selon la stratification de la colonne
d’eau, influencée par des facteurs tels que la lumiére, la température, 1’oxygene dissous et les
nutriments. Les échantillons ont ensuite été transférés dans des flacons stériles, soigneusement
étiquetés, et placés dans une glaciére a 4 °C pour garantir la conservation des micro-organismes

avant leur traitement en laboratoire.

Il est important de souligner que cette opération a été rendue possible grace a la collaboration
active de ’aquarium de Béni Saf. Le soutien logistique apporté par son directeur a joué un réle
déterminant dans le bon déroulement du travail de terrain, notamment pour la mise a

disposition du matériel nautique et I’assistance lors des manceuvres de prélévement en mer.

1V.1.1.2. Prélevements a Honaine (Tlemcen)

Sur le second site, situé a Honaine, les échantillons ont été collectés de maniére plus simple,
directement depuis le littoral, au niveau de la zone intertidale. Les prélevements ont été réalisés a

I’aide de flacons stériles en plastique. Cette méthode, bien que plus rudimentaire, s’est révélée
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adaptée aux conditions locales et suffisante pour recueillir des échantillons microbiens

représentatifs de la surface marine.

Les prélévements a Honaine ont été réalisés sous la supervision de mon encadrant de recherche,
dans des conditions soigneusement controlées, en veillant & limiter au maximum toute source de
contamination. Comme pour ceux de Béni Saf, les échantillons ont été conserves au froid dans
des conditions stériles jusqu’a leur arrivée au laboratoire, afin de préserver leur intégrité

microbiologique.

f
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Figure 04: Echantillons collectés de 1’eau demer (Honaine ,Tlemcen).

~

Figure 5 : Présentation de la bouteille Niskin employée pour le prélevement

d’échantillons d’eau de mer.

1V.2. Isolement

IV.2.1. Préparation desdilutions
Dans des tubes stériles, des échantillons de 1 ml de M1 et M2, M3, M4 et 1 ml d’eau de

mer ont été respectivement introduites dans 9 ml de I’eau physiologique. Par la suite, des
dilutions décimales successives (solution mére, 1071, 1072, 1073, 10~%, 10°) ont été réalisées a
partir de ces préparations initiales.

1ml

P e

& ()
Stock Solution A e Sl ' 9 ml ' 9 ml '
I
2 25 = 7

& 3 I I I i

| B 2 & ) & = 2 18 = Gt |

Dilution as plated 10" 102 107 104 10% 104
Figure 6: Préparation des dilutions.

1V.2.2. Ensemencement etpurification
Pour isoler les différents microorganismes marins, les dilutions appropriées de(solution

mére, 1071, 1072, 1073, 107*,10°) de divers échantillons :M1 et M2,M3,M4,M5 ont été
ensemencées sur une gélose pour favoriser la croissance des bactéries marines. De chaque
dilutions, un volume de 0,1 ml a été prélevé par une micropipette puis étalé sur la surface des
boites de Pétri contenant la gélose a I'aide d'un rateau stérile. Les boites ensemencées ont été

incubées a une température de 30°C pendant 24a 48 heures.
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Y

Culture mixte Culture pure

Figure 7: Les étapes de purification.

IV.2.3. Le choix de milieu de culture
Trois types de milieux de culture Gélose nutritive GN, Gélose Marine GM et Gélose de

I’ecau de mer SWA  ont été préparés pour l’isolement des différents microorganismes
marins dont la composition de chque milieu a été décrite sur I’annexe :

SWA :Le Sea Water Agar est un milieu de culture principalement utilisé pour I’isolement et la
croissance de micro-organismes marins, qui nécessitent un environnement salin pour se

développer. Ce milieu a pour objectif de reproduire les conditions naturelles de 1’eau de mer.

Pour préparer un litre de ce milieu, on utilise en général 750 ml d’eau de mer naturelle,
complétés par 250 ml d’eau distillée. A cette base liquide, on ajoute 10 g de peptone et 10 g
d’extrait de levure (yeastextract) en tant que sources nutritives. La solidification est assurée par
I’ajout de 21 g d’agar-agar. Enfin, le pH est ajusté autour de 6,6, afin de mimer au mieux les

conditions marines naturelles.

1V.3. Identification des souches marines isolées

IVV.3.1. L’aspect microscopique :

La coloration de Gram est une méthode fondamentale permettant de distinguer les
bactéries en fonction de la structure de leur paroi cellulaire. Elle différencie les bactéries a
Gram positif, qui apparaissent violettes, des bactéries a Gram négatif, qui prennent une teinte
rose, grace a une série d’étapes de coloration. Cette technique permet également d’observer la
morphologie bactérienne, notamment la forme, la taille et la disposition des cellules.
L’observation des souches marines a été réalisée au microscope optique, afin de décrire leur
aspect microscopique. Pour cela, un protocole précis de coloration de Gram a été suivi,

débutant par la préparation d’un frottis bactérien sur une lame propre, puis une fixation par
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passage rapide a la flamme d’un bec Bunsen. La coloration s’est déroulée en plusieurs étapes :

1. Coloration au violet de gentiane pendant une minute, suivie d’un ringage a 1’eau du
robinet.

2. Application de la solution de Lugol (iode) pendant une minute, puis nouveau ringage.

3. Décoloration a I’éthanol, étape cruciale pour différencier les bactéries selon la perméabilité
de leur paroi.

4. Contre-coloration a la fuchsine pendant une minute, suivie d’un ringage final et d’un

séchage délicat entre deux feuilles de papier absorbant.

A Dissue de ces étapes, les bactéries & Gram positif retiennent la coloration violette du violet de

gentiane, tandis que les bactéries & Gram négatif apparaissent roses grace a la fuchsine.

IV.3.2. Testes biochimiques

1VV.3.2.1.Test de catalase

Les catalases sont des enzymes dont la fonction principale est la décomposition du peroxyde
d'hydrogéne en oxygéne moléculaire et en eau. Ces enzymes, présentes dans pratiquement tous
les organismes aérobies.

Catalase

2H202 ——. 2HZC)"'C)Z

*Préparation de milieu :Une goutte de peroxyde d’hydrogene a été déposée sur une lame séche.
Une colonie de la souche bactérienne marine est ensuite homogénéisée dans cette goutte a 1’aide
d’une anse de platine stérile. La formation de bulles indique la présence d’une activité
catalasique. Ce test permet de détecter la capacité de la souche a degrader le H,0,.

*Lecture des résultats :
% (Test positif) : lorsque 1’on observe une effervescence immédiate, c’est-a-dire une

formation rapide de bulles d’oxygene apres le contact de la souche marine avec le peroxyde
d’hydrogéne. Cette réaction indique la dégradation enzymatique du H,O, par la catalase produite
par la bactérie marine.

% (Test négatif) : lorsqu’aucune effervescenceouformation de bulles n’est observée aprés
I’ajout de peroxyde d’hydrogene sur la souche marine. Cela signifie que la bactérie ne produit

pas de catalase ou en produit en quantité insuffisante pour décomposer le H,O,.
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1V.3.2.2. Test d’oxydase
L'oxydase est une enzyme qui transfere des électrons a I'oxygeéne, produisant de I'eau ou du

peroxyde d'hydrogéne, et joue un role clé dans la respiration aérobie. Elle fait partie de la chaine
respiratoire, notamment via les cytochromes. Cette enzyme sert également de marqueur pour
identifier certaines bactéries aérobies.

*Préparation de milieu : Une petite portion de la culture marine a été prélevée a l'aide d'une
anse stérile, puis déposée sur un disque de test imprégné de réactive oxydase. Ensuite, quelques

gouttes de réactive oxydase ont été ajoutées sur la culture.
*Lecture des résultats :

% Test positif : Apparition d'une couleur bleu-violet indiquant la présence d'oxydase.
% Test négatif : Absence de changement de couleur, suggérant I'absence d'activité oxydase.

IVV.3.2.3. Recherche du profil biochimique a I’aide de lagalerieAPI®20E
L’API 20 E est un systéme standardisé utilis€ pour identifier les Entérobactéries et

d’autres bacilles a Gram négatif. Il se compose de 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés, permettant la réalisation de divers tests biochimiques.

Pour la préparation de la galerie API 20 E, 5 ml d’eau stérile ont été ajoutés dans la partie
inférieure de la boite afin de maintenir une atmosphére humide. A 1’aide d’une micropipette, les
tubes et cupules des tests CIT, VP et GEL ont été remplis avec la suspension bactérienne marine
préalablement préparée. Les cupules des tests ADH, LDC, ODC, URE et H,S ont ensuite été
recouvertes d’huile de paraffine stérile pour créer des conditions anaérobies.

Une fois la préparation terminée, la galerie a été refermée puis incubée a 30°C pendant 24 h. La
lecture des résultats a été effectuée a I’aide d’un tableau de lecture, et 1’identification bactérienne

a été réalisée soit a partir d’un tableau d’identification, soit a 1’aide d’un logiciel dédié.

© Oecrpes Do ",’}

'/,‘ P ‘ - \: Cupule
.;" d i V#—Tube
inoculation de Ia galernie Détail dun tube
800566008 BE0B08000
-guug_utg_jm P TP wlij wuummman&gu‘-s Ay Ao

Résultat pour Ia détermination d'une entérobactérie : E. cobl

SEsEPCCESS LEuErrunws

Figure 8 : la galerie API20E.
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IV.4.Criblage des souches a activité biologique
Le criblage des souches constitue une étape clé dans la sélection de micro-organismes marins

présentant un intérét particulier. Il permet d’identifier, parmi les souches isolées, celles qui
posseédent des propriétés spécifiques, comme la production d’enzymes telles que les amylases
(dégradation de 1’amidon), les cellulases (dégradation de la cellulose) ou les protéases
(hydrolyse des protéines). Certaines souches peuvent également présenter une activité
antibactérienne. Ce processus permet ainsi de repérer les micro-organismes les plus
prometteurs pour des applications en biotechnologie, en pharmacie ou dans le domaine de

I’environnement.

IV.4.1. Recherche du pouvoir enzymatique

IV.4.1.1.Recherche du pouvoir amylolytique:
Plusieurs étapes ont été mises en place pour évaluer l'activité amylolytique d'une souche

marine.

. Préparation du milieu : Un milieu de culture spécifique a été préparé en ajoutant 1 %
d’amidon au milieu LB, formant ainsi une gélose a I’amidon. Ce mélange a ensuite été stérilisé
a l’autoclave a 120 °C pendant 21 minutes. Ce milieu fournit une source d’amidon comme
substrat, permettant aux micro-organismes marins de produire de 1’amylase.

o Ensemencent et incubation : L’ensemencement a été réalisé sur des boites de Pétri
contenant la gélose a I’amidon. Les souches purifiées ont été¢ déposées a la surface du milieu de
culture par la méthode des spots, a 1’aide d’une pipette Pasteur. L’incubation a ensuite été
effectuée a 30 °C pendant 24 h, dans des conditions favorables a I’activité bactérienne.

o Lecture des résultats : L’activité amylolytique a été mise en évidence en inondant la
boite de Pétri avec du lugol pendant une minute, puis en ringant avec de I’eau distillée.

s En cas de présence d’amylase, une zone claire apparait autour des colonies sur la
gélose, indiquant la dégradation de 1'amidon. Cette réaction confirme 1’activité amylolytique
des souches marines.

% En cas d’absence d’amylase, aucune zone claire ne se forme autour des colonies, ce qui
indique que I’amidon n’a pas été dégradé. Cela signifie que la souche testée ne produit pas

d’amylase ou présente une activité amylolytique insuffisante.

1V.4.1.2.Recherchedupouvoircellulolytique:
Cette étape permet de détecter 1’activité cellulolytique des micro-organismes marins a 1’aide

d’un test de coloration au Lugol.
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o Préparation de milieu : Ce milieu (gélose a la cellulose) a été préparé de la méme
maniére que la gélose a ’amidon, en suivant les mémes étapes, a la différence prés qu’il est
basé sur de la cellulose au lieu de I’amidon.

. Ensemencent et incubation : L’ensemencement a été effectué a la surface du milieu a
I’aide de la méthode des spots, en utilisant une pipette Pasteur. Les boites de Pétri ont ensuite
été incubees a 30°C pendant 24 heures.

o Lecture des résultats : Aprés I’incubation, les boites de Pétri ont été examinées en
inondant leur surface avec du Lugol pendant 1 minute, suivi d’un ringage a 1’eau distillée. Cela

a permis de détecter la capacité des souches marines a dégrader la cellulose.

% En cas de cellulase positive, un changement de couleur a été observé lors de la lecture.
La cellulose, imprégnée du reactif, gonfle et devient bleu intense. Ce changement de couleur
indique la capacité de la souche marine a produire de la cellulase.

s En cas de cellulase négatif, aucune modification de couleur n’est observée autour des
colonies, ce qui indique que la cellulose n’a pas été dégradée et que la souche ne produit pas de

cellulase.

IV.4.1.3.Recherchedupouvoirprotéolytique
Le processus de dégradation des protéines par les micro-organismes marins est appelé activité

protéolytique. Cette activité est souvent étudiée de la maniére suivante :

o Préparation de milieu : Une gélose au lait a été préparée en ajoutant 2 ml de lait écrémé
UHT, préalablement chauffé au bain-marie pendant 15 minutes, a 100 ml de gélose LB en
surfusion. Le mélange a été réalisé dans des conditions aseptiques, puis versé dans des boites
de Pétri.

o Ensemencent et incubation : Les mémes souches purifiées ont été ensemencees a la
surface de ce milieu gélosé a I’aide de la méthode des stries. Les boites de Pétri ont ensuite été
incubées a 30 °C pendant 24 h.

. Lecture des résultats :

% (Test positif) : La lecture des résultats a été réalisée directement afin de détecter 1’activité
protéolytique des micro-organismes marins. La présence d’un halo clair autour des colonies
indique I’hydrolyse des protéines, témoignant ainsi de la production de protéases par la souche.
*  (Test négatif) : En l'absence de protéases, aucun halo clair n’est observé autour des
colonies. Cela indique que la souche ne possede pas d’activité protéolytique, c’est-a-dire

qu’elle est incapable d’hydrolyser les protéines du milieu.
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Figure 9:Lesétapesd’étudedepouvoir enzymatique(amidon;cellulose ;protéase)dessouches
marins.

IV.4.2.Recherchedupouvoirantimicrobiendesisolats

Les souches marines peuvent produire diverses substances ayant un effet antimicrobien,
notamment des antibiotiques. L’activité antimicrobienne peut étre mise en évidence par la
diffusion de ces molécules sur un milieu gélosé, entrainant une inhibition de la croissance
d'autres micro-organismes. Ainsi, les souches obtenues apres le criblage ont été sélectionnées et
testées contre cinp souches pathogenes.

. Enterococcus-faecalis

. Acinetobacter-baumannii

. Staphylococcus-aureus

. E.coli

. Pseudomonas Aeruginossa.

Dans un tube stérile, une colonie a été prélevée a I’aide d’une anse de platine, puis suspendue
dans de D’eau physiologique avec agitation afin d’obtenir une suspension bactérienne
homogene. Cette suspension a ensuite ¢été ensemencée sur une (MHA). L’activité

antibactérienne a été évaluée a 1’aide d’une seule méthode :

1V.4.2.1. L’ensemencement en spot

Il s’agit d’un dépdt en spots des pré-cultures des souches obtenues sur la gélose

Mueller-Hinton, préalablement ensemencée avec les souches pathogenes. Aprés dépdt, les
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boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 h. Chaque spot a ainsi été testé pour son activité

antibactérienne sur le milieu gélosé.
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V.1.1solementdessouches marines
Dans cette étude, les souches isolées proviennent de deux échantillons d’eau de mer distincts

e Le premier prélevé a partir des eaux de mer de la région de Honaine.
e Le second, provenant de la cote de Beni Saf, collecté a différentes profondeurs (2m,
5m et 13m).

Les solutions meéres ont été préparées a partir de ces échantillons, respectivement pour
chaque site. Ensuite, des dilutions décimales successives (107t a 107°) ont été réalisées et
utilisées pour 1’isolement des bactéries marines.Ce procédé a permis d’isoler 16 souches aux
caractéristiques macroscopiques variées a Honaine, et 10 souches dans la région de Beni
Saf.Ce procédé a permis d’isoler 16 souches aux caractéristiques macroscopiques variées a

Honaine, et 10 souches dans la région de Beni Saf.

M les échantillons de
Honaine

M les échantillons de Beni
saf

Figure 10: Nombre des souches bactériennes isolées a partir des eux de mer de la
région deHonaine etdeBeni-Saf.

Selon les résultats obtenus lors de I’isolement des souches bactériennes, un taux
d’isolement de 57,6 % a éte observé dans les échantillons prélevés sur le site de Honaine, ce
qui représente une valeur nettement supérieure a celle enregistrée dans les echantillons issus
du site de Béni Saf, ou le taux d’isolement atteint 36 %. Cette différence significative pourrait
refléter des variations locales des conditions environnementales (telles que la salinité, la
charge en nutriments, ou le degré de pollution), qui influencent directement la composition et

I’abondance des communautés bactériennes présentes dans ces écosystemes cotiers
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GN GM SWA

Figure 11: résultats d’isolements des échantillons de Honaine.

Figure 12: Résultatsd’isolementdes échantillons de Beni Saf

La figure 11 illustre les résultats de 1’isolement des échantillons d’eau de mer de Honaine,

ensemenceés sur les milieux GN, GM et SWA, aprés 24 heures d’incubation a 32 °C.

La figure 12 illustre les résultats de I’isolement des échantillons d’eau de mer de Beni Saf,

ensemences sur gélose de 1’eau de mer, apres 24 heures d’incubation a 30 °C.

Figure 13: Aspectmacroscopiquedequelquescolonies du 1’eau de mer de Beni-Saf.
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V.2.ldentification des souches bactérienne sélectionnées
V .2.1.Aspect microscopigue des colonies

L’examen microscopique nous aide a observer la forme, la taille, le groupe de et lemode de
regroupement est représenter soit en amas, en chainettes, ou méme
isolées.LaplupartdesbactériesisoléesobservéesontprésentéuneparoiaGram positif, elles ont

des formes des bacilles.Le tableau 3 présent 1’observation microscopique de trois bactéries.

Figure 14: L’observationmicroscopiquedetrois souches

Tableau 3 : coloration de gram de deux régions.

- Basil

= Bacille
= Bacille

V.2.2.LagalerieAPI120 E

Le systeme API 20E est une version miniaturisée des tests biochimiques traditionnels, utilisée
pour I’identification des Entérobactéries. Aprés 24 heures d’incubation, la lecture des résultats
s’effectue en se référant au tableau de lecture. L’interprétation des réactions observées, basée
sur 'utilisation des substrats par la bactérie, permet d’obtenir un code numérique a 7 chiffres

facilitant son identification.
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Figure 15 : résultats de la galerie api.

Tableau 4: résultats des souches C et 6 par la galerie api 20E.

Souche | ON| Adh| Lc| O | C H2S| UR TO IN| VP GE GLl M| IN| SO RH SA M| A | AR
PG d | D] | E|A|D LIU/A|{OIR|A|C|ELQM|A
T N Y
C - |- R B o o O O R e e e A E R N E:
6 - |- I I B O I O I T A + |- |+ |+ |-

A. Test de catalase

Ce test constitue une méthode essentielle pour 1’identification des bactéries marines. En

déposant une colonie bactérienne dans une goutte de peroxyde d’hydrogene, l'apparition

immédiate de bulles accompagnée d’un dégagement de dioxygene traduit une réaction

positive. Les souches montrant cette effervescence sont ainsi considérées comme catalase

positives.

Dans ce cas, les souches A, C et 6 présentent cette activité enzymatique, indiquant qu’elles

possedent I’enzyme catalase.
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Souche A Souche C  Souche 6
Figure 16 : Résultats de test de catalase.
B. Test d’oxydase :

Le test de I’oxydase détecte la présence de I’enzyme cytochrome ¢ oxydase, impliquée dans
la respiration aérobie. En présence de cette enzyme, le réactif devient bleu-violet, indiquant
un résultat positif. Dans ce cas, les souches A et 6 montrent une activité enzymatique

positive, ce qui indique qu’elles produisent I’enzyme oxydase.

Tableau 5 : test d’oxydase et catalase des trois souches.

Souche Oxydase Catalase
A + +
C - +
6 + +

D’apres les résultats obtenus, I’analyse combinée des observations macroscopiques
(morphologie des colonies), microscopiques (forme, taille et arrangement cellulaire), ainsi que les
profils biochimiques déterminés par une série de tests standardisés (tests d’oxydase, catalase,
fermentation des sucres, production de pigments, mobilité, etc.), a permis d’identifier les souches
bactériennes isolées a partir des différents sites des cotes de Béni Saf et de Honaine comme
appartenant a la famille des Pseudomonadaceae. Ces résultats suggérent une large répartition
écologique des bactéries de ce groupe dans les environnements marins de cette région.

Leur présence pourrait étre liée a leur capacité bien connue d’adaptation aux conditions
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fluctuantes des milieux cOtiers, ainsi qu’a leur potentiel métabolique élevé, qui leur confére des
avantages compétitifs en termes de survie et de colonisation. Par ailleurs, cette identification
ouvre la voie a des investigations plus approfondies sur les roles écologiques et les éventuelles
applications biotechnologiques des souches isolées.
V.3.Sélection des bactéries marines a activités biologiques

Cette étape a été réalisée dans le but de cribler les souches bactériennes marines pour
leur potentiel de production enzymatique, en ciblant plus particulierement les activités
amylolytique, cellulolytique et protéolytique.
Par ailleurs, I’évaluation de leur activité antibactérienne a également ét¢ menée afin d’identifier
des souches présentant un double intérét : d’une part, pour leur capacit¢ a dégrader des
macromolécules complexes, et d’autre part, pour leur aptitude a inhiber la croissance de
bactéries pathogeénes. Ce criblage constitue une étape clé en vue de la sélection de candidats
potentiels pour des applications biotechnologiques, notamment dans les domaines de la
bioremédiation, de I’industrie enzymatique, et du développement de nouveaux agents

antimicrobiens.

V.3.1. Criblagedes bactéries a activitéenzymatique

V.3.1.1. Lesbactériesamylolytique
L’activité amylolytique des bactéries marines a été évaluée par ensemencement de la gélose LB

a base d’amidon, utilisant la méthode des spots. Cette approche a permis d’isoler 6 souches

amylolytique a partir des échantillons de Honaine et Beni Saf.

La formation d’une zone claire autour des colonies, aprés traitement avec le lugol, indique
I’absence d’amidon, ce qui ’activité de I’enzyme amylase en hydrolysant 1’amidon. Cela

démontre que les microorganismes marins produisent I’enzyme amylase.
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Figure 17 :L’activitéamylolytiquedessouches bactériennes marinesisolées.

| H

Honaine Bei Saf

O = N W ~ U1 O

Figure 18:Diagrammecomparatifdessouchesamylolytiquesobtenuesdes

Echantillonsétudiés.

V.3.1.2. L’activitécellulolytique

L’activité cellulolytique des bactéries marines a été évaluée par ensemencement en spots a la
surface d’une gélose LB contenant de la cellulose. Cette méthode a permis d’isoler sept
souches cellulolytiques : une souche a partir des échantillons de Honaine et six a partir de ceux
de Beni Saf. La formation d’une zone claire autour des colonies indique que la souche est
positive a la cellulase. L’absence de coloration autour des cultures signifie I’hydrolyse de la

cellulose, ce qui prouve que le microorganisme marin produit I’enzyme cellulase.
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Figure 19:L’activitécellulolytique des souches marines dans deux sites.

.| 1
0

Honanine Beni Saf

Figure20:Diagrammecomparatifdessouches cellulolytiquesobtenuesdes
Echantillonsétudiés.

V.3.1.3. L activitéprotéolytique

L’activité protéolytique des microorganismes marins a été évaluée par ensemencement en spots
sur une gélose LB contenant de la caséine, une protéine du lait. Cette méthode a permis d’isoler
trois souches protéolytiques : une a partir des échantillons de Honaine et deux a partir de ceux
de Beni Saf. La formation d’une zone claire autour des colonies indique un test positif,
traduisant I’hydrolyse de la caséine. L’absence de coloration autour des cultures témoigne de la

dégradation de la protéine, ce qui confirme que les bactéries marines produisent I’enzyme
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protéase.

Figure21:L’activitéprotéolytiquedessouchesdes bactéries marines.

Figure22 : L’activitécellulolytique des souches marines dans deux sites.

3

2,5

2

1,5

Honaine Beni Saf

Figure 23:Diagrammecomparatifdessouchesprotéolytiquesobtenuesdes

Echantillonsétudiés.
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18,75%

amylase
cellulase

protease

Figure 24 :Profil enzymatique de I’eau de mer dans deux régions distinctes.
Les souches marines étudiées montrent une spécialisation marquée vers la dégradation des
protéines, I’amidon et de la cellulose, reflétant probablement les conditions de leur habitat
d'origine. Ces résultats ouvrent des perspectives pour des applications biotechnologiques ciblées,
tout en soulignant I'adaptation métabolique unique de ces micro-organismes a leur
environnement. Des études complémentaires pourraient explorer la diversité génétique sous-

jacente a ces traits enzymatiques

V .3.1.4. Criblage secondaire des souches isolees
Cetableau montrelesO2souchesquiont unpouvoirenzymatique important parmi les 26

isolats précedents.

Tableau6:lessouchessélectionnéesprésentant lesactivitésenzymatiques.

Souche Amylase Cellulase Protéase
A + + +
6 + + +

#+ Souche A : La souche A produit I’amylase, la cellulase et la protéase, révélant un profil
enzymatique complet. Cette polyvalence la rend prometteuse pour des applications
industrielles ou environnementales.

4 Souche 6 : La souche 6 exprime toutes les enzymes testées, comme la souche A, ce qui

lui confére un fort potentiel pour la dégradation de matériaux organiques complexes.
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V .3.2.Etudedel’activitéantimicrobiennedesisolats

Dans cette étude, ’activité antimicrobienne a été évaluée a ’aide de la méthode
d’ensemencement en spot. Trois souches présentant un potentiel antibiotique ont été
sélectionnées et testées contre cing souches pathogenes : Enterococcus faecalis,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus (MRSA), Escherichia coli et
Pseudomonas Aeruginossa.

La technique consistait a déposer les souches d’intérét sous forme de spots sur une
gélose Muler-Hinton ensemencée au préalable avec les souches pathogenes. Aprés 24
heures d’incubation a 32 °C, la formation d’un halo d’inhibition autour des spots traduisait
une activité antimicrobienne effective.
Une activité antibactérienne marquée a été observée pour les souches A et C, isolées de la
région de Beni Saf, ainsi que pour la souche 6, provenant de Honaine. Ces souches ont

démontré un pouvoir inhibiteur vis-a-vis des agents pathogénes testés.

Figure 25:Résultatd’étudedel’activitéantimicrobienne des souches sélectionnées.

e Souche A : zone d'antibiogramme n°1 correspondant au disque PA (DSM 22644),
isolée a partir de I’eau de mer de Beni Saf.

e Souche C :isolée a 5 metres de profondeur, a partir de la solution mere, testée avec le
disque DSM 22644, provenant de 1’eau de mer de Beni Saf.

e Souche 6 : isolée a partir de 1’échantillon M2 SWA, provenant de I’eau de mer de
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Honaine.

Tableau 7 : Illustration des résultats de I’effet antibiotique en spot des souches de Honaine.

Souches S.aureus MRSA E.coli E. faecium A. Baumannii
pathogénes test

6 ++ + - + + +

++:présenced’unezone d’inhibition.

-- :absenced’unezone d’inhibition.

+ Une activité antimicrobienne a été observée pour la souche marine A vis-a-vis de
Staphylococcus aureus (MRSA) et Pseudomonas aeruginosa, tandis que la souche C n’a
montré aucun effet inhibiteur. Ces résultats suggérent que la souche A possede un potentiel
antimicrobien a explorer davantage, notamment par 1’identification des composés bioactifs

responsables.
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Discussion

Dans le cadre de notre étude menée dans les zones marines de Honaine et Béni Saf, nous avons
procédé a I’isolement de microorganismes présents dans I’eau de mer. Les échantillons ont été
prélevés dans deux sites distincts : Honaine (wilaya de Tlemcen) et Béni Saf (wilaya d’Ain
Témouchent). A Honaine, les prélévements ont été réalisés a ’aide de flacons, & proximité de
diverses especes marines et sur les rochers cotiers. En revanche, a Béni Saf, une bouteille de
type Niskin a été utilisée pour collecter I’cau a différentes profondeurs (2 m, 5 m et 13 m), afin

d’évaluer la variation de la composition microbienne selon la colonne d’eau.

Au total, 26 souches bactériennes marines ont été isolées : 16 a partir des échantillons de
Honaine et 10 de ceux de Béni Saf. Ces résultats s’inscrivent dans la continuité des travaux
menés le long du littoral algérien. Par exemple, Benamara et al. (2013) ont isolé 24 souches de
sédiments marins sur la cOte ouest, avec une prédominance des genres Bacillus et
Pseudomonas. De maniére similaire, Touati et al. (2017) ont identifié¢ 29 souches dans des
échantillons d’eau de mer au large d’Oran, en mettant en évidence une diversité influencée par
le niveau de pollution. Tazir et al. (2011), quant a eux, ont rapporté 1’isolement de 22 souches
halophiles dans différents sites de la Méditerranée occidentale, dont certaines présentaient un
potentiel antimicrobien. Nos résultats confirment ainsi la richesse de la flore microbienne
marine algérienne, en particulier dans des zones encore peu explorées comme Honaine et Béni
Saf.

Concernant les activités enzymatiques, 23 % des souches ont produit de I’amylase, une enzyme
impliquée dans ’hydrolyse de ’amidon. Ce taux reste inférieur a ceux observés dans d'autres
études. Veras et al. (2018), par exemple, ont noté que 53 % des souches isolees
d’environnements marins tropicaux riches en matiére organique présentaient une activité
amylolytique. De méme, Andriyono et al. (2012) ont rapporté 40 % de souches amylolytiques
issues de sediments marins indonésiens. Lim et al. (2005) ont isolé une souche marine
identifiée comme Pontibacillus sp. ZY, présentant une activité amylasique importante, attribuée
a son adaptation a un environnement salin. L’écart observé dans notre étude pourrait
s’expliquer par une moindre richesse en polysaccharides dans les milieux échantillonnés,

réduisant la pression de sélection pour les bactéries amylolytiques.Pour ce qui est de 1’activité
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cellulolytique, 27 % des souches isolées ont montré une production de cellulase, un résultat
comparable a celui d’Andriyono et al. (2012).

Toutefois, ce taux est inférieur a celui observé par Veras et al. (2018), qui ont également
trouvé 53 % de souches cellulolytiques, probablement en lien avec la forte présence de matiére
végétale dans les récifs tropicaux etudiés. Dodd et al. (2010) ont mis en évidence la capacité de
Vibrio harveyi a produire des cellulases actives en milieu salin, avec une activité enzymatique
atteignant 3,5 U/mL. D’autres genres, tels que Bacillus et Pseudomonas, se sont également

distingués par leur activité cellulolytique élevée et leur efficacité dans des conditions extrémes.

En ce qui concerne 1’activité protéolytique, seuls 11 % des souches ont produit des protéases,
un taux bien inférieur a ceux rapportés par Veras et al. (2018) (67 %) et Andriyono et al.
(2012) (33 %). Chen et al. (2003) ont montré que les protéases produites par les bactéries
marines sédimentaires présentent des propriétés particuliéres telles qu'une bonne tolérance au
sel et une activité a basse tempeérature. Zhao et al. (2012) ont décrit plusieurs enzymes
produites par Pseudoalteromonas sp., comme MCP-01 et la pseudoaltérine, caractérisées par
leur efficacité en milieu marin. La faible activité observée dans notre étude pourrait étre

attribuée a une disponibilité réduite en substrats protéiques dans I’environnement étudié.

Malgré la faible proportion de souches a activité enzymatique, notre étude révéle une diversité
fonctionnelle intéressante. Les souches A et 6 se distinguent par leur capacité a produire
simultanément de I’amylase, de la cellulase et de la protéase. Cette polyvalence est précieuse
pour des applications biotechnologiques, comme le soulignent également Veras et al. (2018) et
Andriyono et al. (2012), qui ont mis en évidence des souches marines multi-enzymatiques. A
I’inverse, la souche C n’a exprimé aucune activit¢ enzymatique dans les conditions
expérimentales appliquées. Cette observation est cohérente avec les travaux de Tizon et al.
(2012), qui ont montré que certaines bactéries n’expriment leur potentiel enzymatique qu’en

réponse a des parameétres spécifiques tels que le pH ou la température.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a révélé que la souche 6 exerce une inhibition
modérée contre plusieurs agents pathogénes, notamment Staphylococcus aureus (MRSA),

Enterococcus faecium et Acinetobacter spp., bien qu’elle reste inefficace contre Escherichia
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coli. Cette absence d’activité contre E. coli suggére une possible résistance naturelle, ce qui

rappelle partiellement les observations de Galaviz-Silva et al. (2018).

La souche A a également montré une activité inhibitrice contre S. aureus (MRSA) et P.
aeruginosa, résultats en accord avec ceux de Sivaperumal et al. (2018). En revanche, la
souche C n’a présenté aucune activité antimicrobienne, ce qui pourrait, la encore, étre 1i¢ a des

conditions de culture inadéquates pour 1I’expression de ses métabolites bioactifs.

Ces résultats confirment le potentiel des bactéries marines en tant que source d’agents
antimicrobiens, comme 1’ont souligné Kuo et al. (2019),Zhanget al. (2019) et Singh et al.
(2020). Ces auteurs ont mis en évidence la capacité de genres tels que Bacillus, Pseudomonas
et Streptomyces a produire des métabolites secondaires a fort pouvoir antibactérien. Wang et
al. (2021) ont, par ailleurs, insisté sur I’importance des peptides antimicrobiens marins, qui
agissent selon divers mécanismes, incluant I’inhibition de la synthése de la paroi cellulaire et la

perturbation membranaire.

L’analyse morphologique de Ben Slama et al., 2012 a permis de classer la souche A comme un
bacille Gram négatif, probablement affilié aux genres Pseudomonas, fréguemment rencontrés
dans les milieux cotiers (). Les souches C et 6 sont des coccobacilles Gram positifs,
probablement proches des genres Micrococcus, Arthrobacter ou Bacillus, connus pour leur
robustesse en milieu marin et leur role dans la dégradation de la matiére organique,
conformément aux observations de Bourrain et al. (1999) et Gomez et al. (2003). Ces résultats
confirment que la diversité bactérienne marine est fortement influencée par des facteurs locaux,

tels que la salinité, la disponibilité en nutriments et la nature du substrat.

Les souches bactériennes isolées des cotes de Beni Saf et de Honaine ont été identifiées comme
appartenant a la famille des Pseudomonadaceae. Ces résultats confirment ceux de Tirumalai et
al. (2019), qui décrivent leur diversité et leur large répartition en milieu marin. Des espéces
telles que P. putida et P. fluorescens sont connues pour leur capacité a produire des
biosurfactants et a dégrader les hydrocarbures (Mnif et al., 2011). Ces propriétés les rendent
utiles pour la bioremédiation. Par ailleurs, certaines souches montrent une activité

antimicrobienne(Holmstrom et Kjelleberg, 1999).
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Conclusion

Les océans abritent une diversité microbienne remarquable, encore largement méconnue et sous-
exploitée. Cette biodiversité comprend non seulement des eucaryotes tels que les microalgues,
les champignons, les ciliés et d’autres hétérotrophes, qui jouent des roles clés dans la
photosynthése et les réseaux trophiques (Sunagawa et al., 2015), mais également une vaste
communauté de procaryotes incluant des bactéries photosynthétiques, (photo)hétérotrophes et
des archées. Ces dernieres sont impliquées dans de nombreux cycles biogéochimiques essentiels,
tels que le cycle de I'azote et du carbone (Falkowski et al., 2008). Les microorganismes marins
occupent ainsi une grande variéte de niches écologiques et remplissent des fonctions
fondamentales dans le maintien des équilibres des écosystémes océaniques. Cependant, malgré
leur importance écologique et biotechnologique potentielle, leur diversité fonctionnelle reste
encore insuffisamment explorée (Salazar et Sunagawa, 2017).

Dans ce contexte, notre étude a porté sur les microorganismes présents dans I’eau de mer, avec
pour objectif de caractériser les souches isolées a différents niveaux : macroscopique,
microscopique et biochimique. En complément, nous avons évalué leur potentiel antimicrobien
en testant leur activité contre plusieurs souches bactériennes de référence, a savoir Enterococcus
faecalis, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa. Par ailleurs, nous avons examiné la capacité de ces microorganismes a produire des
enzymes d’intérét industriel telles que I’amylase, la cellulase et la protéase.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence plusieurs points clés :

. Les 26 souches isolées appartiennent a une grande diversité de genres microbiens.

. 7 % de ces souches présentent une activité antimicrobienne notable, avec une efficacité
particulierement marquée pour les souches 6 et A contre les bactéries testées.

. La majorité des souches montrent une activité enzymatique significative et variée, révélant
un fort potentiel pour des applications industrielles.

. Parmi les enzymes produites, la cellulase est la plus représentée (27 % des souches), suivie
de ’amylase (23 %) et de la protéase (11 %).

Ces résultats confirment que les communautés microbiennes marines représentent une ressource
précieuse pour la découverte de nouvelles molécules bioactives et d’enzymes d’intérét industriel,
soulignant I'importance de poursuivre I'exploration fonctionnelle de cette biodiversité encore

largement inexploitée.
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Conclusion

Perspectives

Dans le but de valoriser pleinement les résultats obtenus et d’approfondir la compréhension des

souches isolées, plusieurs axes de recherche sont a privilégier :

+ ldentification précise des souches : 1l est fondamental d’affiner I’identification des souches
jusqu’au niveau spécifique, en s’appuyant sur une combinaison d’analyses physiologiques,
chimiotaxonomiques et, surtout, d’outils moléculaires tels que le séquencage génétique.

+ Caractérisation génétique : Les outils de biologie moléculaire permettent de confirmer
I’identification des souches et d’analyser leur capacité a produire des métabolites d’intérét.

+ Etude approfondie de la production enzymatique:ll est important de focaliser les
recherches sur la production ciblée d’enzymes(amylase, protéase, cellulase) a haute valeur
ajoutée, en suivant des étapes précises d’optimisation et de sélection :

e Sélection des souches les plus prometteuses ;
e Optimisation des conditions de culture (pH, température, composition du milieu, durée

d’incubation, etc.) afin d’améliorer les rendements enzymatiques.
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Annexel:Composition des milieux de cultures:

Milieuxd’identification :

Sea water agar :

¢ Extrait de beeuf 10g
% Peptone 10g
s Agar 209
¢ L’eau du robinet 250ml
¢+ Eau de mer 750m
 pH 7.8

Bouillonnutritif:
+» PeptonelOg

¢ Extraitdeviande4g

< NaCl 50
< Eau distillée 1000ml
% pH 72

« Stérilisation20minutesa 120°C

Geélosenutritive:

¢ Peptone 10g
+» Extraitdeviande 49
+ NacCl 5¢
* Agar 139
% Eau distillée 1000ml
% pH 7,2

% Stérilisation20minutesa 120°C

Gélose marine

¢+ Poudre broth agar 37.49
% eau destilé 100ml
% agar 9
“ pH 72
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Milieu de base non sélectif pour la culture des bactéries (antibiogramme) Muller

Hinton :

+ Infusiondeviandede beeuf 300 mL
¢+ Peptone de caséine 17,59
« Amidon de mais 1,59

s Agar 179

< Eau distillée 1000ml
% pH 74

% Stérilisation20minutesa 120°C

Milieuxpourtestsenzymatiques
La gélose au lait écrémé :
% PeptonelO g
% NaCl05 g
¢ Extraitdelevure03 g
% Agar20 g
% Eau distillée100 mL
% Laitécréme sterilesml
* pH7
% Sterilisation20minutesa 120°C

Lagélosealacellulose:

% KH2PO40.5 ¢

% MgS040.25 g

+¢ Cellulose2 g

¢ Gélatine2g

«» Agarl8g

+ Eau distillee1000ml

% PH7

+¢ Stérilisation20minutesal20°C

Lageloseaamidon:
% PeptonelO g
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R/
A X4

>

/7
*

%

X/ X/
°e °e X

>

/7
*

NaCl05 g
Extraitdelevure03 g
Agar20 g

Eau distillée100 mL
Amidonlg

pH7

Stérilisation20minutesa 120°C

Annexe2:LesColorants Violet

de Gentiane :

+ Violet de Gentiane 19

++ Ethanol 10ml
+¢+ Phenol 20

+* Eau distillée 100 ml

Lasolutiondelugol:

+* lodure depotassium 29

¢ lodemetalloidel2 19

< Eau distillée 100ml
Lasolutiondefuchsine:

¢+ Fuchsine basique 10g

¢+ Phénol 50g

++ Ethanol 100 ml

% Eau distillé 1L
Lasolutiondelugol:

++ lodure depotassium 29

¢ lodemétalloidel2 19

+ Eau distillée 100ml
Lasolutiondefuchsine:

¢+ Fuchsine basique 10g

%+ Phenol 509

+ Ethanol 100 ml

% Eaudistillé 1L
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Annexes 3 : Les photos

Figure : I’isolement M5 sur gélose nutritif
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Figure : les résultats de la galerie api 20 E et 32 E avec les réactifs.
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Figure : Présentation de la bouteille Niskin employée pour le prélevement
d’échantillons d’eau de mer.
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