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Introduction

Introduction

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positives a haute teneur en en guanine-
cytosine (G+C) qui présentent diverses morphologies, allant des formes unicellulaires aux
formes filamenteuses et constitue un phylum majeur au sein du domaine de Bacteria
(Wadaan et al., 2019).

Les actinobactéries sont retrouvées dans de multiples niches écologiques terrestres
qu'aquatiques. Cette capacité de colonisation est d'une part attribuable & leur cycle de vie
complexe qui permet une dispersion efficace et la survie dans des conditions

environnementales importantes (DUBEAU, 2011)

Les actinobactéries sont bien reconnues pour leur production de métabolites primaires
et secondaires, ayants des applications importantes dans divers domaines (HARIR, 2018).
Elles présentent diverses propriétés physiologiques et métaboliques, telles que la production
d'enzymes extracellulaires et la formation d'une grande variété de métabolites secondaires.
En fait, les membres de I'ordre Actinomycetales, notamment le genre Streptomyces, restent la
source la plus riche de produits naturels, y compris des antibiotiques et des agents
antitumoraux cliniqguement utiles. Les actinomycetes produisent environ 45% de tous les
métabolites secondaires bioactifs microbiens, 80% de ces composés étant produits par le
genre Streptomyces (ALVAREZ, 2017).

Les polysaccharides extracellulaires bactériens (EPS) sont des polymeéres
biosynthétiques, principalement constitués de glucides sécrétés par des microorganismes et se
fixant a des surfaces solides qui les aident a se développer en colonies appelées biofilms. Ces
EPS restent soit attaché aux surfaces cellulaires ou étre libéré dans 1’extracellulaire. En raison
de leur intérét physico-chimique et propriétés rhéologique, I'EPS bactériennes a une large
gamme d'applications industrielles telles que la production de textiles, détergents, adhésifs,
cosmétiques, produits pharmaceutiques, additifs alimentaires (MANIVSAGONA et al.,
2013).

L’objectif du présent travail, est 1’étude des EPS sécrété par quelque souche des

actinobactéries.




Introduction

Le travail est structure en trois chapitres, dont le premier est consacrée a une synthese
bibliographique, rappelant des généralités sur les actinobactéries comme premiére partie
suivis d’une deuxiéme partie sur les exopolysaccharides des actinobactéries. Le second
chapitre traite les principes généraux des matériels et méthodes de 1’étude des
exopolysaccharides extrait a partir des actinobactéries.

La troisieme partie du manuscrit présentera les résultats et discussion des principales
parties de cette etude et présente aussi les principaux. Et enfin une conclusion et des

perspectives qui sont un ensemble de réflexions achévent ce travail.
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Chapitre 1. Synthése bibliographique

I.1. Actinobactéries
1.1.1. Généralité sur les actinobactéries

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positive avec un pourcentage de G+C
supérieur a 55% et qui forment un groupe homogeéne sur la base des données de la biologie
moléculaire (IMENE et al., 2016). lls se développent par une combinaison d'extension de
pointe et de ramification de I'nyphe. C'est ce qui a donné leur nom, qui dérive du mot grec
aktis ou aktin qui signifié rayon et mykes signifié champignons (BARKA et al., 2016). Les
actinobactéries constituent le groupe de micro-organismes le plus répandu dans la nature ; ils
sont considérés comme un groupe intermédiaire entre les bactéries et les champignons
(RAMASAMY et RAJENDRANI, 2014). 1l posséde une distribution cosmopolite, les
membres du groupe étant largement distribués dans les écosystémes aquatiques et terrestres
(Kassahun et al., 2013).

La plupart des actinobactéries sont mésophiles, avec une croissance maximale a des

températures comprises entre 25 °C et 30 °C, la croissance est trés limitée et peut étre stoppée

La plupart des actinobactéries poussent dans des sols a pH neutre. lls poussent mieux
a un pH compris entre 6 et 9, avec une croissance maximale autour de la
neutralité. Cependant, quelques souches de Streptomyces ont été isolées dans des sols acides
de pH 3,5 (BARKA et al.,2016). lls sont saprophytes, mais certains sont pathogénes pour les
plantes et les animaux (SYIEMIONG et JHA, 2019).

1.1.2. Morphologie

Les actinobacteries ayant une variété de caractéristiques morphologiques, y compris le
cocci, le batonnet et I'hyphe de fragmentation complexe qui se développe en mycélium
ramifié (JW-LAW et al.,2020). Généralement, il existe deux types de mycélium au cours de
développement par les actinomycétes: le mycélium du substrat et le mycélium aérien (WINK
etal., 2017).

e Mycélium de substrat

Le mycélium du substrat ou mycélium végétal s'est développé a partir de

I'excroissance d'une spore en germination qui pousse a la surface du milieu de culture pour
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absorber les nutriments (WINK et al., 2017), elles germent au bout de 2 a 6 heures, pour
former des hyphes qui se ramifient intensément donnant ainsi naissance a un mycelium. Ce
dernier se développe a la surface et dans le milieu de culture gélosé. Le diamétre et la
longueur des hyphes varient considérablement selon les espéces. La longueur varie de 50 a
600vum et le diameétre de 0,2 a 0,8um. La structure du mycélium végétatif varie selon la
composition du milieu de culture, les conditions de croissance, spécialement la température et
la présence de substances stimulatrices ou inhibitrices (ANDRIAMBELOSON,
2016).Certains de ses structures peuvent produire des pigments responsables des couleurs du
substrat (WINK et al., 2017)

e Mycélium aérien

Le mycélium aérien prend naissance apres une certaine croissance du mycelium de substrat et
sa formation dépend du milieu de culture et des conditions d’incubation. Les hyphes aériens
varient beaucoup en longueur et peuvent avoir un diameétre de 1 a 1,4um. Ils sont pourvus
d’une enveloppe hydrophobe qui donne 1’aspect poudreux au mycélium. Le mycélium aérien
montre une pigmentation variable : blanche, grise, jaune, orange, rouge, rose, violette, bleue,
verte etc. Il couvre toute la colonie sous forme d’une masse cotonneuse ou poudreuse. Chez
certaines especes, il se présente sous forme de zones concentriques autour du mycélium
végétatif (ANDRIAMBELOSON, 2016) (figure 01).

Mycélium aérien —1 ,p'. h ;
1 "J\ r&
dh e T e “‘H Surface du milieu

Mycélium de substrat . "

Figure n® 1. Croissance d’une colonie d’actinomycéte sur milieu solide
(ANDRIAMBELOSON, 2016).

1.1.3. Distribution des actinobactéries dans I'environnement

Les actinobactéries sont également présents dans les sols, I'eau douce et salée, et l'air.
IIs sont plus abondants dans les sols que dans les autres milieux, en particulier dans les sols

alcalins faisant partie intégrante de la population microbienne (BARKA et al.,2021).
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Les actinobactéries peuvent étre trouvées a la fois a la surface du sol et a des
profondeurs de plus de 2 m sous le sol. La densité de population des actinobactéries dépend
de leur habitat et des conditions dominantes du climat. Ils sont typiquement présents a des
densités de l'ordre de 10° & 10° cellules par gramme de sol : les populations du sol sont
dominées par le genre Streptomyces, qui représente plus de 95% des souches actinomycetales
isolées du sol (BARKA et al.,2021)

Les actinobactéries sont des répandus dans des environnements extrémes (y compris
des températures extrémement élevées et basses, un pH extrémement élevé ou bas, une

concentration €élevée en sel, ...... etc. (BIRATU et al.,2013) (tableau 1).

Tableau I. Habitat de certains actinobactéries (ARIRH, 2018)

Actinobactéries Habitats
Actinoplanes L’eau douce, la liticre végétale, le sol
Frankia Les nodules racinaires des non-légumineuses
Micromonospora L’cau douce, les sédiments, les sols humides
Nacrodia/amarae Les boues activées
Rhodococcus coprophilus Les déjections animales.
Saccharopolyspora rectivirgula Moisi du foin.
Streptomyces Le sol. La litiere végétale, 1’eau.
Thermoactinomyces Le compost

I.1.4. Croissance et développement

Les actinobactéries ont un cycle de développement complexe qui se divise en plusieurs étapes
(ANDRIAMBELOSON, 2016).1l débute par la germination d’une spore, qui donne naissance
a un mycélium primaire formé des hyphes qui se ramifie et non fragmenté et se développent
par croissance apicale. Le développement du mycélium du substrat vers la partie superficielle
donne le mycélium aérien, les extrémités des hyphes aériens se différencient pour former des

spores asexuées a paroi fine appelées conidies ou conidiospores (HARIR, 2018).

En milieu liquide, les cellules se développent uniquement sous forme de mycélium primaire.

Les actinobactéries, peuvent sporuler dans cet environnement. La différentiation est
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géneralement physiologique ; tandis que sur milieu solide, une différentiation morphologique
est observée (formation du mycélium aérien)(ANDRIAMBELOSON, 2016)(figure 02).

By I A

2 jours

Figure n°® 2. Cycle de développement de Streptomyces sur milieu solide (Hopwood et al.,
1985).

1.1.5. Classification

Les principales caractéristiques utilisées pour délimiter la taxonomie des
actinobactéries au niveau du genre et de I'espece sont la morphologie microscopique et la
chimiotaxonomie. La derniére de ces caractéristiques concerne principalement la composition
de la paroi cellulaire et la distribution des sucres dans I'ensemble de la cellule, bien que la
composition des phospholipides et le type de ménaquinone (BARKA et al., 2021). La
position taxonomique du phylum Actinobacteria est bien proposée par les analyses d’ARNr
16S (WINK et al., 2017)

Il existe six classes dans les phylum actinobactéries, notamment le Rubrobactéries, la
Thermoléophilie, les Coriobactéries, [I'Acidimicrobiie, la Nitriliruptorie et les
Actinobactéries ; 5 sous-classes, 6 ordres et 14 sous-ordres (WINK et al ., 2017). La classe

Actinobacteria contient 16 ordres, y compris les deux ordres proposés précédemment,




Chapitre 1. Synthése bibliographique

Actinomycetales et Bifidobacteriales (BARKA et al.,2021). L'ordre des Actinomycetales
appartient a la classe des Actinobactéries qui est désormais limitée aux membres de la famille
des Actinomycetaceae. Cepondent 43 familles du phylum Actinobacteria sont classées dans la
classe Actinobacteria, les 5 autres classes ne constituent que 10 familles (WINK et al ., 2017)
(fig. 03).

A Subclass Order Juborder
Acidimicrobidae Asichirriac rodabes Acidirmicrobineae
Order Suborders
Actinormy« etoles Actinomy<ineae Actinopolysporineae
Ph Catenuvinporinece  Corymebacterinece
ylum Subiines FranAineoe Giycomyxineoe
Actinobacteridoe Hangeihneoe Moneosporiinear
Alicrococcineas Mic romonosporinece
PropioniDacterinece Pyeudonocardineae
ey o Strepromycinece Streptospocangineae
Bifidobocteriokes
Class
Actinobacteria
Subclass - L Suborder
Corfabaoc tersdoe Corioboc terioles Corfobox rerinece
Ovddar
| | Subclass Eurebyales
Nitriliruptoeidoe Ovder
Nitrifiruptorates
Ordes Suborders
Rubrotacterales Rubrobocrerineae
Subciass Order
Aubrobus teridoe Sohrubrobuac terabes
| Ovder
Thermoleophiaies
Class Ordurs
Actinobacteria A timomyc etales
Actinopotysporales
Bitobac teriaies
Catenulisporates
Corynebactenaies Prew Sicrhes
Franksales Streptormyc etoles
Glycomyc etoles Streprtospocangiales
Class Order
ACIIITNC 10O ACKIITIN rotIomes
Phytlum
Actinobacteria
Class Ordar
Cortobacreriia Coriobac teriakes
. (oot
1  avernt "'“ — Nitrifiruptoraies
ieritiruptonia Eunebywles
Class Order
Rubrobacteria Rubroboc terokes
Class .
L. —————  Thermoleophilaies

Thermoleophifie Solinsbrobac terabes

Figure n°® 3. (A) Apercu taxinomique actuel du phylum Actinobacteria figurant sur la liste
des noms procaryotes ayant un statut dans la nomenclature. (B) proposition de taxonomie
pour les actinobactéries dans le manuel Bergey’sof Systematic Bacteriology (GAO et
GUPTA, 2012).

1.1.6. Importance

1.1.6.1.Eologique

Dans I'environnement, les actinobactéries jouent un réle important dans le recyclage

des substances, car ils sont capables de métaboliser des matiéres organiques complexes. Le
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réle écologique important joué par les actinobactéries est démontré par leur capacité a
éliminer les composés xénobotiques, tels que les pesticides et les métaux lourds, et autres
substances. (ALVAREZ et al.,2017).

1.1.6.2. Pharmaceutiques

Les actinomycetes produisent approximativement 2/3 de des biomolécules. De nombreuses
actinobacteries du sol synthétisent des substances antimicrobiennes, celles-ci montrent un réle
antagoniste élevé. 75% et 60% des antibiotiques produits par les actinomycetes sont utilisés
respectivement en médecine et en agriculture, les streptomycétes sont a 1’origine de 75% des
antibiotiques produits. Le genre Streptomyces est considéré en réalité 1'une des sources
majeures des produits naturels. (LIC et al., 2007), 60% des composes antifongiques et

antibactériens et de phytohormones sont produits par Streptomyces (AMEUR, 2014)
1.1.6.3. Industrielle

Les actinobactéries produisent une variété d'enzymes avec une bonne stabilité a une
température plus élevée et a un état alcalin. Les actinobactéries sont responsables de la
digestion des glucides résistants tels que la chitine et la cellulose (ARUMUGAM et al.,
2017).Des especes de Streptomyces produisent des amylases, d’autres sont capables de
dégrader la lignine. Streptosporangium sp. isolé a partir des feuilles de mais, produit des
glucoamylases exploitées en industrie afin de dégrader I’amidon (HASEGAWA et al.,
2006). Les lipases sont aussi produites par certaines souches actinomycetales, ces enzymes
catalysent 1’hydrolyse des triglycérides en diglycérides, en monoglycérides, en glycérol et en
acides gras.Les protéases sont parmi les enzymes les plus importantes, elles constituent plus
de 65% des applications industrielles totales comme agents blanchisseurs dans les détergents
(AMEUR, 2014).

1.1.6.4. Agriculture

Les actinobactéries effectuent des transformations des composés organiques. De nombreux
genres d’actinobactéries peuvent étre potentiellement utilisés dans la bioconversion des
récoltes et déchets agricoles et urbains sous-utilisés en produits chimiques de haute valeur.
Les actinobactéries sont également importantes dans le domaine de la biotechnologie végétale
en effet, certaines sont utiles dans la lutte. Les souches a activité antagoniste contre les agents

phytopathogeénes sont utiles dans le cadre de la lutte biologique (ANANDAN et al., 2016)
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1.2. Polysaccharides
1.2.1. Définition des polysaccharides

Les EPS sont des polymeéres constitués d’unités de monosaccharides dont la nature et
le degré de polymérisation varient selon la source. Les propriétés des EPS dépendent de la
nature des monosaccharides, de la liaison glucosidique qui relie ces unités et leur poids
moléculaire (RINALDI, 2013).

Les polysaccharides possédent un squelette osidique pouvant comporter de plusieurs
sucres. Lorsque le nombre de résidus est inférieur a 10, le composé se nomme alors
oligosaccharide (BERTIN, 2014).

Un sucre peut présenter deux formes d’énantiomeres L ou D. Un ose peut par ailleurs
posséder deux niveaux de cyclisation (pyrannose ou furannose) et deux formes anomeériques o
ou B. L’enchainement en oses peut présenter une composition plus ou moins complexe que ce
soit dans la composition en monosaccharides ou leurs branchements linéaires ou ramifiées.
Cette composition peut éventuellement étre diversifiée par des substituants organiques ou
inorganiques, tels que des acides aminés, des sulfates ou encore des phosphates, greffés sur
les sucres (BERTIN, 2014). Les EPS sont obtenues de différentes sources telles (RINALDI,
2013), les plantes (cellulose, pectine et amidon), les algues (alginate et carragene) et les
bactéries (alginate, dextrane, gellane, pullulane et xanthane) (JAISWAL et al., 2014).

1.2.2. Polysaccharides bactériens

Les polysaccharides bactériens synthétisés et secrétés dans I'environnement externe ou
sont synthétisés de maniere extracellulaire par des enzymes ancrées dans la paroi cellulaire
désignées par ’EPS (JAISWAL et al., 2014). lls peuvent étre exposés a la surface de la
cellule de maniére plus ou moins lache ou étre libérés dans le milieu (BERTIN, 2014).

1.2.3. Classification des polysaccharides bactériens
1.2.3.1.Classification selon la composition et la structure

Selon la nature de leurs composants. Deux classes sont définies : les

homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides (BERTIN 2014)
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1.2.3.1.1. Homopolysaccharides

Les homopolysaccharides (HoPS) sont constitués d'un monosaccharide (JAISWAL et
al., 2014) (glucose, fructose ou galactose). Ils se divisent en quatre groupes selon le résidu
impliqué dans la composition : les a-D-glucanes, les B-D- glucanes, les fructanes et les
polygalactanes composés respectivement d’a-glucose, de P-glucose, de fructose et de
galactose (BERTIN, 2014)

1.2.3.1.2. Hétéropolysaccharides

La plupart des exopolysaccharides d'origine  bactérienne  sont  des
hétéropolysaccharides (HéEPS). lls sont constitués de polymere contenant des sous-unités
répétitives a longue chaine de deux ou plusieurs monosaccharides (BENHADRIA et al.,
2017) différentes, avec différents degrés de ramification. Les composants les plus
couramment trouvés dans les EPS sont les pentoses a savoir (I'arabinose, le ribose et le
xylose) et les hexoses (glucose, galactose, mannose, allose, rhamnose, fucose) les sucres
aminés (D-glucosamine et D-galactosamine) ou les acides uroniques (D- acides
glucuroniques, acides D-galacturoniques). Des alternatives organiques ou inorganiques telles
que le sulfate, le phosphate, l'acide acétique, I'acide succinique et l'acide pyruvique peuvent
également étre présents (ANDHARE, 2012)

1.2.3.2. Classification selon leur localisation

Sur la base de leur localisation dans la cellule, les polysaccharides microbiens sont
divisés en (ANDHARE, 2012) :

e Polysaccharides structuraux ou pariétaux,
e Polysaccharides capsulaires (CPS),
e Exopolysaccharides (EPS) ou « slime » (BERTIN, 2014) (fig 04).

11
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Figure n° 4.Architecture de surface d’une bactérie a Gram négative (BERTIN. 2012).

1.2.4.Exopolysaccharides

Le terme exopolysaccharide (EPS) a été inventé par (Sutherland,1972)pour décrire
des polymeéres d'hydrates de carbone de haut poids moléculaire produits par de nombreuses
bactéries marines. Depuis lors, I'EPS a également été utilisé pour designer des composés plus
largement définis appelés substances polymeres extracellulaires (ANDHARE et al, 2012).

Les exopolysaccharides (EPS) sont des biopolymeres structurellement et
fonctionnellement précieux sécrétés par différents microorganismes procaryotes et eucaryotes
(SATHIYANARAYANANA et al.,, 2017). Les EPS sont généralement hétéropolymere
(composé de différentes unités monomeres), contenant des composants non sucres comme
I'acide uronique, les esters méthyliques, les sulfates, les pyruvates, les protéines, les acides
nucléiques et les lipides (JAISWAL et al., 2014). Ces biopolyméres sont principalement
composés d'hydrates de carbone, le glucose, le galactose et le mannose étant les monomeres
les plus courants, d'autres sucres neutres par exemple le rhamnose et le fucose, certains acides
uroniques, principalement les acides glucuronique et galacturonique et les sucres aminés N-

acétylamine sont également frequemment présents (FREITAS et al.,2011).
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1.2.5.Biosynthese des EPS

La biosynthése des EPS bactériens est un processus complexe impliquant un grand
nombre d'enzymes et de protéines régulatrices (JAISWAL et al., 2014). Elle se produit dans
différentes phases de croissance, dépend de conditions environnementaux. (MADHURI et
PRABHAKAR, 2014)

La voie de biosynthétique est divisée en (MADHURI et PRABHAKAR, 2014)
quatre arréts majeurs de réaction distinctes (JAISWAL et al., 2014). 1l s'agit du transport du
sucre dans le cytoplasme, de la synthése des sucres-1-phosphates, de l'activation et du
couplage des sucres et des processus impliqués dans I'exportation de I'EPS (MADHURI et
PRABHAKAR, 2014).

La biosynthése des EPS, commence par le transport du sucre a partir du milieu
environnant (MADHURI et PRABHAKAR, 2014). Chez les bactéries a Gram négative, le
phosphate d’undécaprényle est un support lipidique pour I'assemblage d'EPS. L'assemblage
de l'unité récurrente basique se produit au niveau de la membrane cytoplasmique et implique
le transfert séquentiel des précurseurs de nucléotides de sucre diphosphate a un support
lipidique isoprénoide, I'undécaprényl phosphate (MADHURI et PRABHAKAR, 2014). Une
fois que l'unité de répétition de base est assemblée, les intermédiaires liés aux lipides sont
généralement transférés a travers la membrane et polymérisés a l'extérieur de la cellule.
Ensuite, I'EPS peut étre lié de maniére covalente a la surface cellulaire pour former une
capsule, ou libéré dans le milieu sous forme de slime. Le phosphate d'undécaprényle joue
également un rdle important dans la biosynthése de I'EPS chez les bactéries Gram positives
(MADHURI et PRABHAKAR, 2014).

Les HoPS sont synthétisées par des enzymes extracellulaires qui sont sécrétées par les
bactéries ou situées a la surface cellulaire ou la synthese de HePS est complexe. lls sont
produits en utilisant des précurseurs formés de maniére intracellulaire au niveau de la
membrane cytoplasmique (MADHURI et PRABHAKAR, 2014).

1.2.6. Rdle physiologique des EPS

Le rble physiologique des EPS est influencé par I'habitat du micro-organisme

producteur et les niches écologiques (ANDHARE et al., 2012). Ils peuvent également étre
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impliqué dans l'adhésion aux surfaces et la formation de biofilm et aux mécanismes
d'adhésion / reconnaissance cellulaire (JAISWAL et al., 2014).

L’EPS permet également la protection des micro-organismes contre les stress
environnementaux tels que les toxines (ANDHARE et al., 2012) de la dessiccation, de
l'invasion des métaux toxiques, des antibiotiques, de la phagocytose ....etc. (RAWAL, 2016).
Ainsi, ils forment une couche protectrice pour les cellules contre les conditions
environnementales externes difficiles telles que les températures élevées et basses, la salinite,
les radiations, les pH élevés et bas, ....etc. (ANDHARE et al., 2012)

1.2.7. Production des EPS par les actinobactéries

La production d’EPS dépend de la souche bactérienne et des conditions de culture : la
température, le pH du milieu et la concentration du sel (FREITAS et al., 2011).

1.2.7.1. Température

La température affecte considérablement la croissance etle métabolisme des
actinomycetes (XIONGA et al., 2019). Une étude montrée que la production maximale d'EPS
(0,08 g/L) de Glutamicibacter halophytocola KLBMP 518 se produisait a 28 °C. De plus, la
souche était encore capable de produire des EPS a des températures plus ou moins élevées, ce
qui peut étre liée a sa nature auto-adaptative a une large plage de températures (XIONGA et
al.,2019). Uneautre étude montrée que, la productionmaximale des EPS chez Streptomyces
violaceus MM72 a été déterminée a 30 °C, apres cette valeur, une tendance a la baisse a été

observée.

Auparavant, de nombreux chercheurs ont été rapporté qui les EPS ne sont produits que
dans les plages de températures de 24 a 35 °C (MANIVASAGANA et al., 2013).

1.2.7.2. PH

Le pH est un facteur physique essentiel dans la biosynthese des EPS qui peut affecter
I'absorption de divers nutriments et la biosynthese des EPS (ARUN et al., 2014).Une souche
a présenté un meilleur rendement d'EPS dans un environnement alcalin. La production
maximale d'EPS de cette souche a été détectée étaient a pH de 7,5 (XIONGA et al., 2019),
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apres cette valeur, une diminution de la production d'EPS est observée (MANIVASAGANA
etal., 2013).

1.2.7.3. Salinité

Les actinobactéries sensibles au chlorure de sodium peuvent augmenter leur tolérance
a des concentrations plus élevées (MANIVASAGANA et al., 2013).L'augmentation de la
salinité dans le milieu entraine une augmentation de la production d'EPS (CHAMBI et al.,
2021).

1.2.8.Importance et application des EPS :

Les EPS bactériens sont largement applicables dans diverses industries telles que les
secteurs médical, pharmaceutique, alimentaire, cosmétique ....etc. en raison de leurs
propriétés de matériaux commercialement pertinentes (SATHIYANARAYANANA et al.,
2017).

1.2.8.1. Pharmaceutique

De nos jours, les polysaccharides bactériens sont utilisés comme immuno-
stimulateurs, immuno-modulateurs, comme antitumoraux, agents antiviraux, anti-
inflammatoires et antioxydants dans diverses industries médicales et pharmaceutiques
(RAWA et al., 2016).

En raison de leurs propriétés uniques et réglables, plusieurs EPS bactériens jouent un
réle important dans le développement de nouveaux produits pharmaceutiques, non seulement
en raison de leur capacité a former des matrices polymeres, mais également en raison de leur
activité biologique inhérente. Par exemple, le xanthane, le dextrane sulfaté et le l'eurdlan

sulfaté sont utilisés comme agents antiviraux et anticancéreux (FREITAS et al., 2011).

D’autre part, 1'encapsulation des médicaments par les EPS est une méthode viable pour
les protéger de I'hydrolyse et pour faciliter leur libération contr6lée ou prolongée. Les EPS
sont largement utilisées pour préparer des films polymeéres, en particulier des revétements
comestibles pour les produits alimentaires et des applications demballage
(SATHIYANARAYANANA et al., 2017).
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1.2.8.2. Cosmétologie

En cosmétologie, les EPS sont largement utilisées dans les créemes et lotions comme
hydratants car ils ont une plus grande capacité de rétention d'eau et améliorent ainsi
I'nydratation de la peau, lls sont utilisé dans I'nydrogel dans les tissus de soins de la peau, ou
ils sont implantés dans les tissus pour conférer des effets hydratants, blanchissants,

éclaircissants et méme anti-age sur la peau humaine (ANDHARE et al., 2012).
1.2.8.3.Industrie alimentaire :

Les EPS conferent un grand potentiel d'utilisation dans l'industrie alimentaire, a savoir
comme épaississant, stabilisant, émulsifiant ou liant comme dans les glacages, les confitures,
les gelées, patisseries, fromage, sauces, aliments pour animaux de compagnie, vinaigrette,
...etc. (ANDHARE et al.,2012). Les EPS comme le pullulane, sont utilisés en remplacement
partiel de I'amidon dans les pates ou les produits de boulangerie. Les solutions de pullulane
sont de viscosité relativement faible, utilisées dans les boissons et les sauces (ANDHARE et
al., 2012). Les EPS sont largement utilisées pour préparer des films polymeres, en particulier
des revétements comestibles pour les produits alimentaires et des applications d'emballage
(SATHIYANARAYANANA et al., 2017).

1.2.8.4. Industries textiles

Dans les industries textiles, les EPS sont utilisées comme liant avec des colorants ou
de I'nydrogel en raison de ses propriétés telles que la viscosité, le stabilisant et sa capacité de
réticulation avec les tissus. Les tissus intelligents sont I'une des nouvelles applications des
EPS (ANDHARE et al., 2012).

1.2.8.5. Agriculture

La fertilité et la productivité des sols peuvent étre améliorées par I'accumulation de
bactéries productrices des EPS dans la rhizosphére des plantes cultivées, puisque les bactéries
productrices d’EPS sont impliquées dans le sol adhérant aux racines, I'eau ainsi que le flux de
nutriments a travers les racines des plantes. Les rendements tres éleves observes dans la
croissance des pousses et des racines des plantes en raison de l'inoculation bactérienne
produisant des EPS (ANDHARE et al., 2012).
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1.2.9. Activité antimicrobienne

La maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a constitué un
probléme de santé important a 1’échelle mondiale (BEN ABDALLAH1 et al., 2019). La
résistance accrue des microorganismes aux antimicrobiens actuellement utilisés a conduit a
I'évaluation d'autres agents qui pourraient avoir une activité antimicrobienne (SA PAULO et
al., 2010). Le EPS a montré une activité antimicrobienne par inhibition de différentes
bactéries pathogeénes et fongiques. Cette activité antibactérienne est exploitée pour différentes

applications pharmaceutiques (ABDRABO et al., 2018).
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I1.1. Objectif de I’étude

La présente de notre travail s’oriente sur 1’é¢tude des EPS sécrétées par trois souches
d’actinobacteries isolées du sol de la région d’Ouaragla.

Notre étude porte sur :

e L’extraction des EPS.
e Optimisation des conditions de .production
e Evaluation I’activité antimicrobien des EPS sécrétées par les souches isolées.

11.2. Matériel biologique

Les souches d’actinobactéries utilisées pour reéaliser nos travaux pratiques ont été
fournies par M™ Bouaziz S. Elles ont été isolées a partir du sol de la région de Ouargla,
I’isolement a été effectué sur 2 milieux solides ; Milieu Williams et Kuster (M2) et le milieu

Bennett (annexe 01).

Les souches isolées ont été purifiées et conservées en gélose inclinée sur les mémes
milieux d’isolement recouverts d’huile de paraffine, pour une bonne et longue conservation. Il

s’agit des souches ayant pour code ITAL, 14 et AB26.
11.3. Repiquage des souches sur milieu solide

Les souches sélectionnées sont ensemencées en stries serrées sur des boites de Pétri
contenant le milieu M2 et Bennett, puis incubées a 28+ 2°C pendant 7 a 10 jours (JUBI et al.,
2017).

11.4. Culture des souches sur milieux liquide

Les spores raclées a partir des inoculums en boites de Pétri incubées de 7 a 10 jours
sont mises en cultures dans un Erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml de milieu M2 et

Bennett liquide pendant 10 jours d’incubation a 28+ 2°C et sous agitation de 200 a 240 rpm.
11.5. Extraction des polysaccharides extracellulaire

Une centrifugation a 5000 rpm/10 min a 4°C a été réalisée, a la suite de laquelle 2
volumes d’éthanols sont ajoutés dans chaque surnageant de culture récupéré pour précipiter

les EPS synthétisés. Les mélanges sont ensuite maintenus durant toute la nuit a 4°C. Apres
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précipitation a I’éthanol, une deuxiéme centrifugation a 7000 rpm /30 min a 4°Cest effectuée.
Les culots récupérés sont suspendus dans d’eau distillée (HENNANE et KARI,2013)

11.6.Dosage des exopolysaccharides

La quantité¢ d’EPS est déterminée par le taux de sucres contenus dans les précipités en
utilisant la méthode de Dubois et al. (1956) : dosage des sucres totaux phénol-acide
sulfurique en utilisant le glucose comme standard (HENNANE et KARI, 2013).

Le principe de la méthode consiste qu’en milieu acide et a chaud, les liaisons
glycosidiques des sucres sont hydrolysées. Les oses simples ainsi libérés subissent une
déshydratation intramoléculaire pour des  dérivés furfuraux (furfural et hydroxyméthyl
furfural). La fonction aldéhyde des furfuraux secondense ainsi en milieu acide avec
I’hydroxyl d’un composé phénolique pour donner des acétals ou hémi-acétals de couleur
rougeatre qui absorbent dans le visible de 450 a 500 nm (HENNANE etKARI,2013).

11.7. Effet du pH, de la température et du NaCl sur la production des EPS

Pour étudier les effets du pH, de la température et du NaCl sur la production d'EPS, on
a été utilisé un Erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml de culture. Les cultures ont été
incubées a différentes températures 05 °C, 15 °C et 45 °C, a différents pH a savoir 3,5 et 9 et
différentes concentrations en NaCl 0,5%, 2,0% et 4,0%, les erlenmeyers sont ensuite incubé a
28 °C pendant 7 jours et a 200 rpm. Les quantités des EPS obtenus ont été déterminées par la
méthode de phénol-acide sulfurigue en utilisant le glucose comme standard
(PANCHANATHAN et al., 2013).

11.8. Criblage "'screening" préliminaire de ’activité antimicrobienne des extraits des

EPS des différentes isolats d’actinobactéries

L'activit¢ antimicrobienne des extraits d’EPS sécrétés par les souches
d’actinobactériesa été évaluée par la méthode des disques Vvis a vis cing microorganismes
pathogenes a savoir : Bacillus subtilis ATCC6633, Staphylococcus aureus MRSA9314,
Pseudomonas aeruginosa ACC9027 et Fusarium sporotrichioides, I’activité a été évaluée
quantitativement en mesurant le diamétre des zones d'inhibitions aprés 24h pour les bactéries

et 72h pour les champignons.
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11.8.1. Standardisation des inoculas

Pour utiliser une charge identique pour tous les microorganismes cibles, il est
nécessaire de standardiser tous les inoculas. A partir d’une culture de 18h sur milieu Muller
Hinton, une suspension dans I’eau physiologique de chaque bactérie cible est préparée. La
densité cellulaire de chaque suspension est ajustée par dilution dans de I’eau physiologique
stérile et en comparaison avec la solution 0,5 McFarland (une densité optique égale a 0,5 a
650 nm) de fagon a obtenir une concentration finale de 108 UFC/ml aprés incorporation dans
le milieu (CAVALLA et EBERLIN, 1994).

Apres D’ajustement de la turbidité de la suspension servant d’inoculum, un écouvillon est
trompé dans la suspension et son contenu est étalé a la surface entiére de la gélose Mueller

Hinton a trois reprises.
11.8.2. Mise en évidence de ’activité antimicrobienne des extraits des EPS

Des disques de papier Wattman N°3 stériles de 5 mm de diamétre, imprégnés chacun
de 10ul dissoute dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO), ou de solution mére (10 mg/10ml) ou
de solution fille (gamme de concentration de 1/2, 1/4, 1/8 et 1/16), correspondant
respectivement a 1000, 500 , 250, 125 et 62.5 pg d’extraits par disque, sont déposés a I’aide
d’une pince a la surface du milieu gélosé. Ils doivent étre parfaitement appliqués a plat sans
glissement en appuyant légerement au-dessus de la surface des disques (HADJADJ, 2017).
Les boites de Pétri sont d’abord maintenues pendant 2h a 4°C au réfrigérateur pour une
prédiffusion des substances, avant d’étre incubées a 37°C a 1’étuve pendant 24 h pour les

bactéries et 72 h pour les champignons. Tous les essais sont répétés trois fois.
11.8.3. Expressions des résultats

A la sortie de 1’étuve, I’effet des extraits se traduit par I’apparition autour du disque
d’un halo translucide correspondant a I’absence de la croissance bactérienne. Plus le diamétre

de cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006). La lecture s’effectue
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par la mesure du diametre d’inhibition observé et les résultats sont exprimés selon la moyenne

des valeurs obtenues + I’écart type.

11.9. Analyse statistique

Toutes les analyses sont effectuées en triple exemplaire et les résultats sont exprimés

en tant que moyenne + d’écart type des trois mesures paralleles.
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111.1. Rendement de I’extraction

Le tableau ci-dessous illustre les résultats de rendement et les propriétés des extraits

bruts des exopolysaccharides sécrété par les souches AB26, ITAL et 14.

Tableau I1. Rendement et caractéristiques des exopolysaccharides sécrété par les souches
AB26, ITAl et 14,

Souches Aspect Couleur | Rendement (%)
AB26 Pateux Brune 0,29
ITAL Pateux Brune 0,10
14 Pateux | Blanchatre 0,02

AB26 ITAL 14
Photo 01. Extrait brut des exopolysaccharides des souches 14, ITAL et AB26 .

D’aprés les résultats de tableau n° 11, les exopolysaccharides (EPS) sécrété par les

souches AB26, ITA1L et 14 ont un aspect pateux et de couleur brune et blanchatre.

Le rendement relatif est calculé par rapport au volume du milieu du culture liquide
(BEJAR et al., 1998). Il apparait que le rendement massique de les extraits des EPS sécrété
par les trois souches est varié, il est de I’ordre de 0,29% enregistré chez la souche AB26, de
0,08% chez la souche ITAL et une valeur de 0,02% est enregistrée chez la souche 14
(Tableau n° 11)

Discussion

D’apres les résultats obtenus, le rendement massique de I’extraction d’EPS sécrété par

la souche AB26 est estimé a 0,29%, ce résultat est similaire a celui rapporté par (XIONG et
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al., 2019), qui ont travailler sur 1’actionbactérie Glutamicibacter halaphytocola KLBMP5180.
Tandis qu’il est supérieur a celui rapporté par (ROSAN et HAMMOND, 1974) qui ont

trouvé un rendement de 0,01% a partir de Actinomyces iscosus actinommyceéte marine.

Le rendement de I’extrait d’EPS sécrété par la souche ITAL est estimé a 0,08%, ce
résultat est inférieur a celui rapporté par (XIONG et al. 2019) qui est de 0,29%o, et supérieur
de celui trouvé par (ROSAN et HAMMOND, 1974), qui est estimé par 0,01%.

Le rendement de 1’extrait d’EPS sécrété par la souche 14 est proche a celui rapporté
par (ROSAN et HAMMOND, 1974) (0,01%) et celui des souches AB26 et ITAL.

D’autre part (MANIVASAGAN et al., 2013), ont trouvé des rendements compris
entre 1,58% a 5,64% a partir de Streptomyces violaceus MM72 actinobactérie marin, ces

valeurs sont plus élevées a ceux trouvé dans la présente étude.

La variation du rendement des EPS obtenus est influencée par les conditions de culture
a savoir, le pH, la température, le temps d'incubation et la composition du milieu
(CAGGIANIELLO et al., 2016)

111.2. Dosage des EPS par la méthode de Dubois (1956)

Les résultats de dosage des EPS des extraits bruts secréter a partir des souches AB26,

ITAL et 14 sont résumés dans figure n° 05
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Figure n°® 5.Teneurs en ose totaux de les souches AB26, ITA1 et 14.
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Les teneurs en exopolysaccharides des extraits obtenus sont variées entre les trois
souches, la concentration la plus faible est enregistrée chez la souche 14 avec une teneur de
6,60+1,92 mg/l, suivi de la souche AB26 avec une teneur de 1’ordre de 10,75+0,54 mg/l et en
fin la concentration la plus élevée est observé chez la souche ITAL avec une teneur totale en
ose de 25,87+4,15 mg/l.

Discussion

D’apres les résultats obtenus (figure n° 05) on remarque que la teneur des EPS des
différentes souches est variable. La souche ITAL posséde un teneur des oses élevés de 1’ordre
de 25 ,87+ 4,16mg/l (33 ,60%) par apport a la souche AB26 qui représente une teneur de
10,76x+0,54mg/l (3,60%0) et la souche 14 qui a une teneur des oses de 6,61+ 1,93 mg/I
(31,46%), et qui représente la teneur la plus faible. Ces valeurs sont inférieures a ceux
trouvées par (SIVASSKARET et al. 2018), (62,4%) chez la souche Streptomyces violaceus
MM72, actinobactérie marine. Alors que (BEJOR et al., 1998) ont signalé des teneurs
comprise dans un intervalle de (20%) a (50,4%) chez la souche Halomonas eunrchehnce,
bactérie halophile. Ces valeurs sont inferieurs a ceux obtenu (SAVGOADO.2004) avec les

souches Streptococcus thermophilus (35%6) et Lactobacillus lactis sub. Sp.cremoris (80%).

La teneur faible au oses totaux de la souche 14, peut étre dit au temps d’incubation
insuffisant et de la nature de source de carbone (JAIWAL et al., 2014).

D’autre part (SIVASSKARET et al., 2018), ont indiqué que les quantités des EPS
produites par les bactéries lactiques sont supérieur a celle du polymeére produit par des autres

bactéries non lactiques.
111.3. Effet du pH, de la température et du NaCl sur la production des EPS

Les effets du pH, de température et différentes concentrations en NaCl ont été réalisé
sur le rendement et la teneur en EPS des différentes souches d’actinobactéries étudies. Les
souches 14, ITAL et AB26 ont été incubé dans les milieux liquide M2 et Bennet pendant 07
jours a 28°C £ 02°C et 200rpm/mn et cela a différents pH : 3, 5 et 9, différentes températures
a savoir 5°C ,15°C et 45°C et a différentes concentrations en NaCl : 0,5%, 02% et 04%.
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111.3.1. Effet de différents parametres sur le rendement
111.3.1.1. Effet du pH sur le rendement
Les résultats de 1’effet du pH sur le rendement des EPS sont illustrés dans le tableau 1V

Tableau I11. Rendement des EPS en fonction du pH.

PH 14 AB26 ITAL1
Témoin (7.3) 0,02% 0,29% 0,10%
03 1.86% 1.22% 0.45%
05 0.05% 0.8% 3.39%
09 0.78% 1.66% 2.58%

D’aprés les résultats obtenus, il est remarqué que :

e Au pH 3 : le rendement d’EPS de la souche 14 est de 1,86%0, pour la souche AB26, il
a éte signalé un rendement de 1,22% et 0,45% pour la souche ITAL.

e Au pH 5 : le rendement d’EPS chez la souche 14 est de 1’ordre 0,05%, de 0,8% chez
la souche AB26 et pour la souche ITAL, il a été estimé un rendement de 3,39%.

eAu pH 9: Les résultats ont montré que les souches AB26 et ITAL ayant des
rendements de 1’ordre de 1,66% et de 2,58% pour la souche 14.

Il est remarqué une augmentation considérable dans le rendement a différente pH de
tous les souches par rapport aux résultats principales obtenus.

111.3.1.2. Effet de la température sur le rendement

Les résultats de I’effet de température sur le rendement sont résumés dans le tableau V
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Tableau IV. Rendement des EPS en fonction de la température

Temperature (°C) 14 AB26 ITAL
Témoin (28) 0,02% 0,29% 0,10%

05 0.05% 0.07% 2.57%

15 0.64% 0.22% 0.63%

45 1.37% 137% 2.59%

D’apres le tableau, il est observé :

e A température 5°C : le rendement d’EPS est de 2,75% observé chez la souche ITAL,
de 0,07% chez la souche AB26 et de 0,05% chez la souche 14.

e A température 15°C : un rendement d’EPS enregistré de 0,64% chez la souche 14, de
0.63% chez la souche ITA1 et de 0,22% chez la souche AB26.

o A température45°C : Le rendement d’EPS a considérablement augmenté au niveau
des trois souches, il est estimé de 1,37%chez la souche 14, de 1,15% chez la souche
AB26 et de 2,59% chez la souche ITAL.

Selon les résultats précédents, on ressort qu’il y a une augmentation considérablement au
niveau de rendement par rapport au résultat primaire surtout au niveau de température 45°C,

donc il y a proportionnalité directe entre la température et taux de rendement.
111.3.1.3. Effet de la concentration en NaCl sur le rendement

Le tableau VI regroupe les résultats de I’effet de différentes concentrations en NaCl sur le

taux de rendement.

Tableau V. Rendement des EPS en fonction de concentration de NaCl.

NaCl (%) 14 AB26 ITAL
Témoin (0.2) 0,02% 0,29% 0,10%
05 0.78% 0.79% 0.09%

02 0.02% 1.46% 1.78%

04 1.36% 1.44% 1.04%
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Selon le tableau V1, il est observé le suivant :

e A concentration de 0,5% en NaCl : le rendement de production d’EPS est chez
la souche AB26 est de 0,79%, de 0,78% chez la souche 14 et chez la souche
ITAL, le rendement d’EPS est estimé a 0,09%.

e A concentration de 02% en NaCl : Le rendement d’EPS est estimé de 1,46%
chez la souche AB26 et 1,78% chez la souche ITAL. Par contre est faible de
I’ordre de 0,02% observé chez la souche 14.

e A concentration de 04% en NaCl : un rendement éleve enregistré chez les 03
souches estimées de 1,36% chez la souche 14, de 1,44% chez la souche AB26
et de 1,04% chez la souche ITA1L.

Les résultats obtenus on permit de ressortir, une augmentation importante au niveau de

rendement chez tous les souches a la concentration 4% en NaCl.
111.3.2. Effet de différents parametres sur la teneur des EPS

Les résultats des teneurs en EPS de différentes souches d’actinobactéries sont
enregistres dans les Figures 06, 07 et 08.

111.3.2.1. Effet du pH sur la teneur des ESP
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Figure n° 6. Effet du pH sur la teneur en EPS.
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D’aprés les résultats obtenus (Figure n° 06), on remarque que: a pH 3, les
teneurs d’EPS sécrétés par les trois souches sont faibles par rapport aux résultats primaire
obtenu, il est estimé de 6,95+1,2 mg /I chez la souche 14, de I’ordre de 7,13+1,18 mg/l chez la
souche AB26 et de 9,34+0,25 mg/L chez la souche ITAL. Ainsi qu’a pH 5 le teneur d’EPS
est de 6,77+1,71 mg/l chez la souche AB26, et chez la souche ITAL, elle est de 2,25+0,35
mg/l. Par contre, le tencur d’EPS est augmenté chez la souche 14, elle est de 18,06 +0,08
mg/l.

A pH 9, on observe que le teneur en oses est diminué chez les trois souches : elle est
de 1,43+0,61 mg/l chez 14, chez AB26, elle est de 9 ,19+1,71 mg/l et chez la souche ITAL,
elle est de 2,59+0,72 mg/l.

111.3.2.2. Effet de température sur la teneur des EPS
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Figure n® 7. Teneur en EPS en fonction de la température.

Les résultats de I’effet de température sur teneur d’EPS sécrété par les souches

d’actinobactéries sont illustrés dans la figure n° 07.

La Figure n° 07 montre que, chez la souche 14 a température 5°C, la teneur en oses a été
estimée par 22,11+0,16 mg/l. Ces valeurs ont augmenté avec l’augmentation de la
température, elles sont de 21,05+0,07mg/l a 15°C et 25,37+0,52mg/l a 45°C. De méme pour

la souche ITAL, la teneur en oses augmente progressivement selon la température, elle est de
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15,30+3,84 mg/l a 05°C et de 25,26+£0,36 mg/l a 45°C, avec une diminution a 15°C
al13,36+0,37 mg/l. Par contre, la teneur aux oses chez la souche AB26 diminue avec
I’augmentation de la température, elle est de 26,39+0,55 mg/l a 05 °C, 20,53+1,71 mg/l a
15°C et 16,68+0,00 mg/l a 45°C.

111.3.2.3. Effet de la différente concentration en NaCl sur la teneur en EPS
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Figure n° 8. Effet de différentes concentrations en NaCl sur la teneur des EPS.

L’analyse de la figure n® 08 montre que le teneur maximal des oses est obtenu a
concentration 2% de NacCl, elle est de 99,07+0,9 mg/I chez la souche ITAL, de 91,21+0,38
mg/l chez la souche 14 et de 60,28+0,4 mg /I chez la souche AB26. A concentration 0,5 % en
NaCl, une teneur des oses moins élevé que celle note a 2%. Elle atteinte une valeur de
45,31+0,44 mg/l chez la souche ITAL, de 62,52+4,48mg /I chez la souche 14 et 37,09+0,13
mg/l chez la souche AB26. A concentration 2% en NaCl, une diminution remarquable aux
teneurs des oses atteinte la valeur 64,39+0,55mg/l chez la souche ITAL, 12,54+4,21 mg/l
chez la souche 14 et 48,14+4,19 mg/l chez la souche AB26, mais comme méme, elle reste

plus élevée par rapport aux valeurs normale.
Discussion générale

Selon (MANIVSAGONA et al., 2013), la teneur en oses sécrété par la souche
Streptomyces violaceus MM72 actinobactérie marine, a été déterminé a 30°C, le taux de

production d’EPS est diminué.
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Par contre nos résultats montrent qu’il y a une augmentation considérablement au
niveau de rendement par rapport au résultat primaire surtout au niveau de température a 45°C,
donc il y a proportionnalité directe entre la température et taux de rendement sauf pour la
souche ITAla 15°C (1,43+£0,61mg/l). Cela peut étre due aux plusieurs facteurs tels que les

especes utilisées, les conditions de culture et I'age des cultures.

Les résultats de (RAUAL al., 2016) montre que la production d’EPS est plus faible a
pH alcalin ou acide et plus élevé a pH proche de la neutralisation, chez la souche P11, la

production d’EPS est estimée a4,2a 4,6 g/l apH 6 a 8.

Les travaux de (CHOMBI et al., 2021), montrent que la concentration élevée de NaCl
résultant une production d’EPS plus élevé chez la souche BU-4 bactérie halophile. Ces
résultats sont similaires a nos résultats et a ceux rapporté par (RAUAL et al.,2016), qui ont

affirmés que la production maximale d’EPS (4,5 g/L) chez la souche P11

Dans la présente étude, une meilleure production des EPS a été enregistrée a une

concentration de 02% en NaCl, la température optimale est 5°C et 45°C avec pH optimal 7,3.

La production d’EPS est largement utilisee comme une stratégie de réponse utilisées
par les microorganismes pour résister aux stresse environnementaux, tel que : la température,
le pH et de la salinité (CHOMBI et al., 2021). La diminution de la production d’EPS a pH
alcalin ou acide due a une désactivation de I’activité enzymatique et de la production d’EPS
(RAUAL al., 2016) L’augmentation de NaCl favorise la production de nouveau métabolite
chez les actinobactéries (MANIVSAGONA et al., 2013)

I11.4.Criblage "screening" préliminaire de I’activité antimicrobienne des extraits

d’EPS de différentes isolats d’actinobactéries

L'activit¢é antimicrobienne des extraits d’EPS sécrétés par les souches
d’actinobactériesa ét¢ évaluée par la méthode des disques sur un panel de cinq
microorganismes pathogenes a savoir : Bacillus subtilis ATCC6633, Staphylococcus aureus
MRSA9314, Pseudomonas aeruginosa ACC9027 et Fusarium sporotrichioides, 1’activité a
été évaluée quantitativement en mesurant le diamétre des zones d'inhibitions aprés 24h pour
les bactéries et 72h pour les champignons. Les résultats de l'activité antimicrobienne sont

résumés dans les tableaux suivant : été insérés dans les figures n°10, 11let 12.
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Figure n® 9. Activité antimicrobienne de I’extrait d’EPS de la souche AB26
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Figure n® 10. Activité antimicrobienne de I’extrait d’EPS de la souche 14.

Les résultats d'activité antimicrobienne révélent des zones d’inhibition qui varient
entre une minimale de 3,50+5 mm enregistrée chez la souche 14 contre Bacillus subtilis
ATCC6633 et un maximale de 23,50+2,12mm observée chez la souche AB26 vis-a-vis la

méme souche.

D’aprés les résultats obtenus (Figure 11), nous avons noté que 1’espece Pseudomonas
aeruginosa ACC9027 est sensible aux différentes concentrations de 1’extrait d’EPS sécrété

par la souche AB26, dont les diamétres des zones d’inhibition enregistré sont de 20,50+0,00
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mm, 15,0000 mm, 16,50+2,12 mm et 22,50+£3,54mm correspond aux concentrations

1mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25mg/ml et 0,125mg/ml respectivement.

L’extrait d’EPS sécrété par la souche AB26 présente une activité inhibitrice
importante vis-a-vis Bacillus subtilis ATCC6633 avec un diamétre d’inhibition de 23,50+2,12
mm, 23,50+2,12mm et 22, 50+3,54 mm correspond aux concentrations 0,5 mg/ml,
0,25mg/ml et 0,125mg /ml respectivement sauf pour la concentration 1 mg/ml avec un
diamétre d’inhibition de 2,50+0,71 mm.

Selon (Figure n°11) I’espece Staphylococcus aureus MRSA9314, est sensible aux
différentes concentrations de 1’extrait d’EPS sécrété par la souche AB26 avec des diametres
d’inhibitions de 15,00+7,07mm, 13,00+1,41 mm, 16,50+2,12 mm et 14,50+0,71 mm
correspond aux concentrations 1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml et 0,125mg/ml

respectivement

L’activité antifongique de 1’extrait d’EPS sécrété par la souche AB26 enregistré vis a
vis Fusarium sporotrichioides a donné des diamétres d’inhibitions de 1’ordre de 18,00+2,12
mm, 10,00+ 0,00 mm, 13,50+02,12 mm et 14,50+0,71 mm correspond aux concentrations 1

mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml et 0,125 mg/ml respectivement.

Par contre aucune activité inhibitrice observée de 1’extrait d’EPS sécrété par la souche
ITAL et la souche 14 contre les tous les germes testés, sauf une faible activité inhibitrice
observée de l’extrait d’EPS sécrété par la souche 14 contre 1’espéce Bacillus subtilis
ATCC6633 avec un diameétre d’inhibition de 5,50+0,71 mm 09,50+3,54 mm, 03,50+5,00
mm t04, 50+6 ,36 mm.

Discussion

Les résultats obtenus montre que 1’extrait d’EPS sécrété par la souche AB26 posséde
une forte activité antimicrobienne contre les espéces Staphylococcus aureus MRSA9314,
Pseudomonas aeruginosa ACC9027, Bacillus subtilis ATCC6633 et Fusarium
sporotrichioides, avec des diamétres d’inhibitions de 2,50+0,71mm et 23,50+2,12mm, tandis
qu'aucune activité inhibitrice observée de ’extrait d’EPS sécrété par les souches ITAL et 14

contre les germes testés.
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(ABDRABO et al., 2018), ont trouvés des résultats similaires, dans les qu’elles ils ont
montré que I’extrait d’EPS sécrété par la souche Halomonas saccharevitans AB2, bactérie
marine posséde une activité antibactérienne contre Escherichia coli et avec des diametres
d’inhibitions de 9,7 mm et 14.1 mm, de plus des activités antifongiques contre Condida
albicans ATCC10231 et Aspirgillus niger ATCC16404 ont été enregistré. Par contre aucune
activité antimicrobienne n’a été enregistré contre (Klebsiella pneumonia ATCC43816,
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, Staphylococcu saureus ATCC6538, et Bacillus subtius
ATCC33018.

A ce jour les études sur I’activité antimicrobienne d’EPS bactérienne sont limitées. Il
existe des travaux sur la synthése des nanoparticules a base d’EPS bactérienne et les métaux

(nanoparticules d’agent AgNO) (SIVASANKAR et al., 2018)

(SELVAKUMAR et al., 2014), affirment que les nanoparticules synthétisées a partir
d’EPS de la souche Bacillus subtilis MTCC 2422 possédent une forte activité antimicrobienne
contre Staphylococcus aureus que Pseudomonas aeruginosa, Les zones d'inhibitions était de
11, 16,5, 18,5 et 21 mm et 10,0, 11,5. 13,25, 13,75 mm pour S. aureus et P. aeruginosa,
respectivement avec une concentration de nanoparticules croissante de 50 a 300.
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Conclusion

La présente étude vise a une contribution a 1’étude des EPS sécrété par des

actinobactéries isolées a partir de sol de la région d’Ouargla.

L’extraction des EPS a été réalisé a partir de trois souches d’actinobactérie codé 14,
ITAL et AB26 appartenant a la collection des bactéries de M™ BOUAZIZ S. Le rendement
d’extraction par rapport au volume de milieu de culture liquide a été estimé de 0,29%, 0,07%

et 0,02% pour les souchesAB26, ITAL et |14 respectivement.

La teneur en ose totaux (EPS) des différentes souches d’actinobactéries a été effectuée
par la méthode du Dubois, suite aux résultats obtenus, il apparait qu’il y a une variabilité au
niveau des résultats. La teneur en oses chez les souches est estimé de 10,75+0,54 mg/I,
25,87+4,15mg/l et 6,60+1,92 mg/l pour les souches AB26, ITAL, 14 respectivement

Les effets des différents paramétres a savoir pH, température et concentration en NaCl
sur la de production des EPS, a montré que le pH optimal de la production est 7,3 pour toute
les souches étudier. L’augmentation ou la baisse de la température favorise la production
d’EPS, ainsi que la concentration de NaCl est un facteur important pour une production

optimale des EPS.

L’¢étude I’activité antimicrobienne des extraits d’EPS sécrété par les souches AB26,
ITAL et 14a été testée par la méthode de diffusion sur agar en milieu solide contre trois
bactéries pathogéne a savoir: Bacillus subtilis ATCC6633, Staphylococcus aureus
MRSA9314, Pseudomonas aeruginosa ACC9027 et un champignon Fusarium

sporotrichioides.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne une activité antimicrobienne importante
chez D’extrait polysaccharidique de la souche AB26 des extraits d’EPS relevé contre
Bacillussubtilis ATCC6633 avec des diameétres d’inhibitions de 23,50+2,12 mm a
2,50£0,71mm, Staphylococcus aureus MRSA9314 avec des diamétres d’inhibitions de
16,50+2,12 mm a 13,00£1,41 mm, Pseudomonas aeruginosa ACC9027 avec des diametres
d’inhibitions compris entre 22, 50 £3,54mm & 15,00+00 mm et Fusarium sporotrichioides
avec des diamétres d’inhibitions de 18,00+2,12 mm & 10,00+ 0,00mm.
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Conclusion

Les actinobactéries devraient é&tre evalués pour découvrir des EPS
physiologiquement et biotechnologiquement efficaces pour remplacer les produits de synthéese

chimiques. Un examen plus approfondi permettra d'identifier le domaine d'application le plus
approprié.

Le présent travail est une étude préliminaire, il nécessite a étre approfondir encore

plus. Les perspectives d’étude sont nombreuses et diversifiées :

e tester d’autres méthodes d'extraction pour obtenir un extrait plus pur ;

e [’utilisation d’autres germes cibles ;

e réalisation des tests complémentaires tel que: activités antitumorale, antivirale,

inhibition d’enzymes, ...etc. ;

e purification et identification de la composition de ces EPS.
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Annexe 01. Méthode de dosage

Dosage des EPS par la méthode de Dubois

Mode opératoire

Préparation de la solution mére de I'extrait exopolysaccharidique 0,01% :

La solution est préparée avec 10 mg de l'extrait brut exopolysaccharidique dans 10ml d'eau
distillée ; puis 1ml de mélange est complété par 9 ml d'eau distillée ( Boudoumi et Lati .2018
)

Préparation de la solution du phénol 5% :

La solution est préparée avec 1g du phénol dans 20ml d'eau distillée selon la méthode de
DUBOIS et al, (1956) modifiée (FOUKAZ et DERBALI, 2018)

Préparation de la solution mére de glucose 0,01% :

La préparation est effectuée par 0,01g du glucose dans 100ml d'eau distillée FOUKAZ et
DERBALLI, 2018)

Préparation de la gamme d'étalonnage du glucose 0,001% a 0,01% selon DUBOIS et al.

Tableau n VI. Gamme d’étalonnage de glucose

Blanc 0,001% | 0,002% | 0,003% 0,005 0,008
Eau distillée(ml) 200 180 160 140 100 40
GIc0,01%(ml) 0 20 40 80 100 160
Concetration(mg/l) 0 10 20 50 80 100

Dans des tubes en verres placer un mélange de 200ul de solution d’exopolysaccharide a doser,
de concentrations de 0,01%, ainsi que des solutions de glucose constitutives de la gamme
d’étalonnage sont préparées simultanément dont les concentrations varient de 0,001 a 0,01%
et 200ul de phénol 5% est ajoutée. Aprés homogénéisation, 1ml d’acide sulfurique H2SO4
(96%), est rapidement introduit dans le milieu réactionnel. Les tubes sont ensuite incubés au
bain Marie a 100°C pendant 5 mn. Les tubes sont refroidis dans un bain de glace pendent 30

mn a I’abri de la lumiére. L absorbance est mesurée a 490 nm (Boudoumi et Lati, 2018).
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Annexe 02. Souches utilisées.

Photos 02. Souches 14, AB 26 et ITA1

Photo03. Repiquage les souches 14, AB 26 et ITAL en milieu liquide.
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Annexe 03. Gammes d’étalonnages

Photos03. Dosage les oses totaux par spectrometre UV
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Figure 11. Courbe d’étalonnage du glucose. Figure 12. Courbe d’étalonnage du
glucose de déférente concentration de NaCl
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Figurel3. Courbe d’étalonnage de déférente  Figure 14.Courbe d’étalonnage du glucose

Valeur de pH. de déférente températures.
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Annexe 04. Milieux de culture utilisée

M2 Solide :

AMIAON. ... 10g
CaSBINe. . et 0, 39
KINOS. e 29
NaCl. .o 29

K2HPOA .. 29
MQSO4, TH20. ... 0, 05g
CaCO3. . i 0, 02g
FeSO4, TH20 ..o 0, 01g
Al 159
GIUCOSE .. vt 19
Eau distillés .5.q ..o 1000 ml

PH o 7,2

AMION. ... 10g
CaSBiNe ...t 0, 39
KINOS. e 29

NaCl2g

K2HPOA. ... 29

MQSO4, TH20. ..., 0,059
CaCO3. . e 0, 02g
FeSO4,7TH20. ..., 0,19
GIUCOSE ... 19

Eau distilléS 9.5.0......covviiiiii 1000 ml
BH oo, 7,2

49

Annexes



Annexes

Muller Hinton (MH) :

Infusion de viande de beeuf ..., 300 m
Peptone de caséine ...........cccoeviiiiiiiiiinianann.n. 175 g/l
Amidon de Mais........cooovviiriiiiiii e 1.5/
AGAr. e 179/
EBaudistille............. 1000 ml
BH oo, 7,2

Sabouraud (Sb)

PEPLONE ...vieie i 10 g/i
GlucoSE MASSE. .. .o 20 g/l
AGAN. ., 15 g/l
Vitamine et facteur de croissance ....................... 10 g/l
Eaudistille............o 1000 ml
PH . o 5,6
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Résumé

La présente étude s’intéresse a 1’évaluation de taux des exopolysaccharides secrétés par des actinobactéries isolées a partir du sol de la
région de Ouargla, Sud-Est de I’Algérie. Trois souches d’actinobactéries codés 14, ITA et AB26 ont été isolées a partir de sols provenant de deux
écosystémes différents, il s’agit de palmeraie de la faculté des sciences de la nature et de la vie et de Chott Ain Beida.

La mise en évidence de la production des exopolysaccharides totaux a été réalisée par la méthode de Dubois. Les résultats révelent que
toutes les souches d’actinobactéries ont une capacité de production des EPS, dont la production maximale est observée chez de la souche AB26 avec
10.750.84mg/l, alors que I’activité minimale est remarquée chez la souche 14 avec une production de I’ordre de 6.60+1.92 mg/l.

La stabilité de production des EPS totaux a été réaliser a différentes pH (3, 5 et 9), température (5°C, 15°C et 45°C) et différente
concentration en NACI a savoir 0.5%, 2% et 4%. Les résultats révelent que la production des EPS de la souche AB26 a considérablement augmenté
aux différentes concentrations de NaCl, d’ou la production maximale est obtenue avec la concentration de 2% avec 60,28+0,39 mg/l, de méme pour
la souche ITAL et 14, dont la production maximale est obtenue avec la méme concentration de NaCl, avec des teneurs de I’ordre de
99,07+0,098mg/l et91,27+0,381mg/l respectivement. La production des EPS a ainsi augmenté dans les différentes températures pour les souches
AB26 etlTAL avec des teneurs maximales de 26,3920,55 mg/l a température 5°C et 25,37+0,52 mg/l a température 45°C pour les deux souches
respectivement.

La teneur en EPS aux différents pH a permis de remarquer une diminution de la production, d’ou une maximal production a été observé a
pH 9 avec 9,18+0,25 mg/I de la souche AB26 et de 9,34+0,48 mg/l a pH 3de la souche ITAL.

I évaluation de ’activité antimicrobien a montré une forte activité antimicrobienne vis a vis les 4 germes pathogenes (B.subtilis, P.
aeruginosa, S. aureus et F. sporotrichioides), chez la souche AB26 avec un diamétre d’inhibition maximal de 23,50+2,12 mm a concentration 0,5
mg/ml, vis & vis B.subtilis, par contre aucune activité antimicrobienne n’a été obtenue chez les souches 14, ITAL contre les quater germes cible, sauf
une faible activité a été remarqué chez la souche 14 avec un diamétre de 9,50 nm vis a vis B.subtilis & concentration 0,5 mg/ml.
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Abstract

The present study is interested in the evaluation of the level of exopolysaccharides secreted by actinobacteria isolated from the soil of the region of Ouargla, South-East of Algeria. Three
strains of actinobacteria coded 14, ITA and AB26 were isolated from soils coming from two different ecosystems, it is palm grove of the faculty of the sciences of nature and life and Chott
Ain Beida. The demonstration of the production of total exopolysaccharides was carried out by the Dubois method. The results reveal that all the strains of actinobacteria have a production
capacity of EPS, the maximum production of which is observed in strain AB26 with 10.750.84 mg / I, while the minimum activity is observed in strain 14 with a production of around
6.6011.92 mg / I. The production stability of total EPS was achieved at different pH (3, 5 and 9), temperature (5 ° C, 15 ° C and 45 ° C) and different NACI concentration namely 0.5%, 2%
and 4% . The results reveal that the production of EPS of the AB26 strain increased considerably at the different concentrations of NaCl, hence the maximum production is obtained with the
concentration of 2% with 60,2810.39 mg / |, the same for the strain ITA1 and 14, whose maximum production is obtained with the same NaCl concentration, with contents of the order of
99.07 + 0.098 mg / | and 91.2710.381 mg / | respectively. The production of EPS thus increased in the different temperatures for the strains AB26 and ITA1 with maximum levels of
26,3910.55 mg / the temperature 5 ° C and 25,3710.52 mg / the temperature 45 ° C for both. strains respectively. The EPS content at different pHs made it possible to notice a decrease in
production, from which a maximum production was observed at pH 9 with 9.1810.25 mg / | of the AB26 strain and 9.34 + 0, 48 mg / | at pH 3 of the ITA1 strain. The evaluation of the
antimicrobial activity showed a strong antimicrobial activity against the 4 pathogenic germs (B. subtilis, P. aeruginosa, S. aureus and F. sporotrichioides), in the AB26 strain with a maximum
inhibition diameter of 23, 50 + 2.12 mm at a concentration of 0.5 mg / ml and MIC 1.25 pl / disc, with respect to B. subtilis, on the other hand no antimicrobial activity was obtained in strains

14, ITAL against the target four bacteria , except a weak activity was noticed in strain 14 with a diameter of 9.50 nm with respect to B. subtilis at a concentration of 0.5 mg / ml.
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