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Glossaire

Avicel

Un polysaccharide avec des unités de glucose liées comme dans cellobiose. C’est le principal
constituant des fibres végétales. Il constitue la base de nombreux dérivés utilisés en
chromatographie, matériaux échangeurs d’ions, fabrication d’explosifs et préparations
pharmaceutiques.

Eponges

Les éponges marines sont des organismes sessiles qui contiennent des pores permettant a
I’entrée d'eau et de nombreux nutriments en suspension et alimentent les bactéries
symbiotiques

Génomique comparative

La génomique comparative est 1’étude comparative de la structure et fonction des génomes de
différentes espéces. Elle permet d’identifier et de comprendre les effets de la sélection sur

I’organisation et 1’évolution des génomes.
Identité nucléotidique moyenne (INM)

L’identit¢ moyenne des nucléotides est une catégorie d’analyse informatique qui peut étre
utilisée pour définir les limites des especes d’archaea et de bactéries.

Mangroves

Les mangroves sont des écosystemes intertidaux uniques des zones tropicales, ou habitent
diverses espéces microbiennes aquatiques et terrestres. Cet écosysteme est situé a l'interphase
entre un environnement terrestre et environnement marin.

Mer profonde

La mer profonde est un environnement extréme caractérisée par une haute pression une basse
température, absence de lumiére et salinité et oxygénation.

Sédiments marins

Les sédiments sont des dépdts continentaux ou marins, constitués de particules qui
proviennent de la désagrégation des roches préexistantes et de la précipitation de matiéres en
suspension qui transitent dans la colonne d’eau.

Récifs coralliens

Les récifs coralliens sont confinés aux ecosystemes des eaux profondes, largement limité aux
mers entre lat. 30°N et 30°S.



Concentration inhibitrice médiane (Cl 5o ou I1Csp en anglais)

Est une mesure de I’efficacit¢ d’un composé donné pou inhiber une fonction biologique ou
biochimique spécifique. Cette mesure quantitative indique quelle quantité d’un médicament ou

d’une autre substance est nécessaire pour inhiber a moitié¢ un processus biologique donne.
ARN ribosomique 16S

L’ ARN ribosomique 16S est I’ARN ribosomique constituant la petite sous-unité des ribosomes des
procaryotes. Les génes codant cet ARN sont appelés ADNr 16S, leur séquence est tés utilisée en
phylogénie pour reconstruire I’histoire évolutive des organismes. Ces génes sont présents en

plusieurs copies au sein de chaque organisme mais pas chez les virus.
Geéne rpsA

Le géne RPSA est un gene codant pour une protéine appelée Proteine ribosomique SA, qui est
I’une des quelques 80 protéines ribosomiques différentes. Ces protéines se rassemblent pour former
des structures appelées ribosomes, le role de la protéine ribosomique SA aider le ribosome a
contréler la production de certaines protéines dont beaucoup sont probablement important pour le

développement avant la naissance.
Geéne secY

Le géne secY est un géne codant pour la protéine secY, qui est la principale sous-unité
transmembranaire de la voie de sécrétion bactérienne sec ou type Il et un complexe ATPase

sécrétant des protéines également connu sous le nom de translocon secYEG.
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Introduction

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses, & Gram positif avec une
teneur élevée en guanines et cytosines (G+C%) dans leurs génomes. lls ont été
considérés comme formes de transition entre champignons et bactéries. En effet, comme
les champignons filamenteux, de nombreux actinomycetes produisent un mycelium, et
beaucoup se reproduisent par sporulation. Ces bactéries sont généralement aérobies et
peuvent étre hétérotrophes ou chimioautotrophes et sont capables d'utiliser une grande
variété de sources nutritionnelles (Anandan et al., 2016 ; Barka et al., 2016).

Les actinomycétes sont largement distribués dans les écosystéemes terrestres et
aquatiques. lls se trouvent libres dans le sol, I'eau (douce ou marine) ou vivent en
symbiose avec des plantes et des animaux et peuvent occuper des milieux extrémes
(Anandan et al., 2016).

Dans I'environnement marin, ils jouent ont un réle important dans les processus de
recyclage et de biodégradation de la matiére organique et des éléments minéraux. Ils ont
un grand pouvoir de transformation des substances organiques complexes difficilement
ou non dégradables par d'autres microorganismes dans cet écosysteme (Manivasagan et
al., 2013).

Les actinomycétes marins ont été isolés et étudiés a partir de différentes niches marines.
Ils ont été reconnus comme une source importante de composés et de métabolites dotés
de multiples propriétés biologiques ainsi que d'enzymes (Manivasagan et al., 2014;
Zhao et al., 2016).

Récemment, Rhodococcus, un genre appartenant aux actinomycétes, a regu une
attention considérable, et fait I'objet de diverses recherches a travers le monde (Fahim
et al.,2021).

Dans ce contexte, notre mémoire de fin d'étude vise a analyser des articles scientifiques
qui ont étudié les bactéries appartenant au genre Rhodococcus isolées de
I’environnement marin et s'intéresse plus particulierement a leur intérét
biotechnologique.

Il est composé de trois chapitres distincts :

Le premier chapitre est une étude bibliographique qui traite le genre Rhodococcus :
historique, taxonomie, caractéres microbiologiques (microscopiques, culturales,
biochimiques, physiologiques, moléculaires...etc), habitat (dans les différentes niches
marines), mécanismes de résistance dans I'environnement marin, les especes
de Rhodococcus marines les plus importantes sur le plan biotechnologique.

Dans le deuxieme chapitre, est présentée la méthodologie utilisée.

]
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Le troisiéme chapitre est consacré a la présentation de 1’analyse des articles réalisée et a
la discussion des résultats obtenus.

Le mémoire se termine par une conclusion genérale.
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I. Généralité sur le genre Rhodococcus
1. Historique

L'histoire taxonomique du genre Rhodococcus est complexe. Le nom de genre
« Rhodococcus » a été utilisé pour la premiére fois par Zopf en 1891. Il a propose de
former le genre Rhodococcus pour inclure deux espéces de couleur rouge nommée
« Micrococcus erythromyxa » et « Micrococcus rhodochrous » précédemment classées
dans le genre Micrococcus par Overbeck en 1891. Ce nom de genre a été également
suggéré par Winslow et Rogers en 1906 et Molischen en 1907 pour d’autres coques
rouges (Sangal et al., 2019).

En 1959, Gordon et Mihm ont réintroduit 1’¢pithéte "rhodochrous” pour les membres
de cette vaste diaspora taxonomique. Cette réintroduction a représenté une étape
importante dans la systématique de genre Rhodococcus car les souches appartenant a ce
taxon ont été considérées comme représentant une espece définitive, quoi que celui qui
a été provisoirement classé dans le genre Mycobacterium.

En 1974, Tsukamura a considéré Rhodococcus rhodochrous comme espéce type du
genre.

En 1977, et suite a une vaste étude taxonomique numérique par Goodfellow et
Alderson, le genre Rhodococcus a connu I’introduction de neuf espéces supplémentaires
préalablement attribués au genre Gordonia.

En 1980, le genre Rhodococcus a €té établit dans la liste approuvée des noms
bactériens ainsi que dans la premiere édition du manuel de bactériologie systématique
de Bergey , apparue en 1989 ou 14 especes ont été répertoriées.

En 2010, le genre contenait 32 espéces valides.

En 2012, Jones et Goodfellow ont attribué les 32 especes de Rhodococcus a trois
lignées : les Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropoliset Rhodococcus rhodochrous.
Les caractéristiques initiales examinées ont été la couleur de la colonie, la forme
microscopique de la cellule , les conditions de culture (pH et température), les sources
de carbones utilisées, les caractéres chimiotaxonomiques notamment la structure de
peptidoglycane, composition chimique de la paroi en sucres, lipides, d’acides gras et de
la ménaquinone...etc.

L'analyse de la séquence du gene de I'ARNr 16S a joué un r6le important dans

I'amélioration de la classification du genre Rhodococcus bien qu'il soit également clair
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que cette analyse n’était pas une résolution suffisante pour faire la distinction entre des

taxons apparentés (Sangal et al., 2019).

2. Classification et taxonomie

Rhodococcus est un genre appartenant au phylum Actinobacteria, a la classe des
Actinobacteridae, ordre des Actinomycetales, sous-ordre des Corynebacterineae et a la
famille des Nocardiaceae (Majidzadeh et al., 2018).

La taxonomie du genre Rhodococcus est en constante évolution, en raison de la
description fréquente de nouvelles espéces. Certaines especes ont été combinées ou
transférées a d’autres genres établis d’autres reclassées dans de nouveaux genres. C’est
l'exemple de 1’espéce Rhodococcus chlorophenolicus qui a été transféree a
Mycobacterium, des espéces Rhodococcus aichiensis et Rhodococcus chubuensis qui
ont été transférées a Gordonia. De nouvelles espéces ont été également découvertes,
décrites et ajoutées au genre Rhodococcus, comme 1’espéce Rhodococcus roseus
(Elsayed et al., 2017).

Actuellement, ce genre comprend 66 espéces valides (Garrido-sanz et al., 2020).
L'étude de la phylogénie du genre Rhodococcus est basée sur l'analyse de séquences
multilocus (MLSA) en utilisant des génes tels que I'ARNr 16S, le secY, le rpoC et le
rpsA ou d’autres séquences protéiques universelles, pour étudier la relation phylétique
au sein des souches de ce genre et pour identifier un nombre variable de groupes
d'espéces (figure 1). Plusieurs génomes de bactéries appartenant au genre Rhodococcus
sont maintenant séquencés et leur comparaison permet d'avoir une meilleure
compréhension de leur parenté et de leur divergence. Dans ce sens, lidentité
nucleotidique moyenne (INM) a été utilisée pour identifier sept clades de 59 isolats de
Rhodococcus. La génomique comparative a été également réalisée pour évaluer la
diversité fonctionnelle de plusieurs groupes de Rhodococcus. Cependant, ces analyses
sont rares et limitées a quelques comparaisons de génomes. Par conséquent, une
comparaison globale des génomes de Rhodococcus est nécessaire pour mieux
comprendre les différences de leurs modes de vie et de leur potentiel catabolique et de

leur diversité génétique (Garrido-sanz et al., 2020).

<)
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Figure 3 : Arbre phylogénétigue des especes appartenant au genre Rhodocbccus
(Majidzadeh et al., 2018)
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3. Habitat

Certaines especes de genre Rhodococcus sont des agents pathogénes des plantes, des
animaux et de I'étre humain mais la plupart sont saprophytes et non-pathogenes
(Garrido-sanz et al., 2020). Elles sont largement distribuées dans divers milieux
naturels tels le sol, la rhizosphére, les forages, I’cau et les sédimentes marins, les eaux
douces, les eaux de surfaces et souterraines. Elles peuvent étre isolées des déjections
animales, des tripes d’insectes, des aliments sains, et peuvent former des associations
mutualistes avec des vertébrés et invertébrés. Des espéces de Rhodococcus peuvent
persister dans des écosystémes tempérés et extrémes tels que le sol antarctique, le sol
semi-aride ou le sol hypersalin. D’autres espéces persistent dans des milieux contaminés
(Krivoruchko et al., 2019 ; Patek et al., 2021).

4. Caractéristiques générales

4.1. Caractéristiques microscopiques

Le genre Rhodococcus comprend des bactéries a Gram positif ou a Gram variable,
partiellement acido-alcoolo-résistantes, immobiles et non sporulantes (Patek et al.,
2021). Le cycle de leur croissance commence par le stade d’une coque ou d'un batonnet
court, qui peut ensuite germer et se fragmenter et/ou former des filaments latéraux et
présenter des ramifications élémentaires. Certaines especes peuvent se différencier pour
produire des hyphes aériens, largement ramifiés. D'autres peuvent produire des
synnemata constitués de filaments non ramifiés et qui se fusionnent entre eux (Jones et
al., 2004 ; Jones et Goodfellow, 2012).

4.2. Caractéristiques biochimiques

Les bactéries du genre Rhodococcus sont genéralement chimiorganotrophes, ayant un
métabolisme oxydatif, et sont capables d’utiliser une large gamme de composés
organiques comme source d’énergie. Elles sont aérobies, & catalase positive,
arylsulfatase négative et sensibles au lysozyme. Elles dégradent la tyrosine mais
n'hydrolysent pas la caséine et la xanthine. Elles réduisent le nitrate en nitrite (Jones et
Goodfellow, 2012).
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4.3. Caractéristiques de la paroi

La plupart des especes du genre Rhodococcus possedent un peptidoglycane de type N-
acétyl-glucosamine composé d’unités d’acide muramique glycolée et de I’acide méso-
di-amino-pimélique. Leur paroi contient de I'arabinogalactane, une bicouche lipidique
comprenant des acides mycoliques, ce qui place le genre Rhodococcus dans le groupe
des Mycolata(figure 2).

Les principaux constituants phospholipidiques sont le di-phosphatidyl-glycérol, le
phosphatidyl-éthanol-amine, le phosphatidyl-inositol et les mannosides de
phosphatidyl-inositol. Les acides gras saturés sont a chaines droites et les acides mono-
insaturés sont ramifiés, composeés de dix unités d'acide tuberculostéarique. La présence
d’acides mycoliques d’une longueur de 30 a 54 atomes de carbone est caractéristique de

la paroi cellulaire du genre Rhodococcus (Goodfellow et al., 2012 ;Patek et al., 2021).
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Figure 4 : Paroi cellulaire du groupe des Mycolata (Marrakchi et al., 2013).
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4.4. Caractéristiques culturales

Les especes du Rhodococcus se développent sur des milieux standards et ordinaires a
une température de croissance comprise généralement entre 15°C et 40 °C et un pH de 7
a 7,5 bien que certaines souches soient exigeantes et nécessitent la présence de la
thiamine pour leur croissance.

La colonie peut avoir une surface lisse, rugueuse ou mucoide et un diamétre compris
entre 0.25 a 2 mm. Sa couleur est différente selon I'espece et peut varier de l'incolore a
I’opaque, chamois, créme, jaune, orange ou rouge (Goodfellow et al., 1998 ; Jones et
Goodfellow, 2012).

4.5. Caractéristiques génomiques

Le génome de genre Rhodococcus est caractérisé par une teneur élevée en GC % (de 61
a 71 %) et une taille variable selon les espéces comprise entre 4 Mb et 10,4 Mb. Par
exemple la taille du génome du R. erythropolis PR4 est de 6.9 Mb et celle du R.
wratislaviensis NBRC 100605 est de 10.4 Mb.

Il code pour nombreuses activités métaboliques qu'elles soient anaboliques (production
de diverses substances) ou cataboliques (dégradation de molécules complexes). R.
opacus PD630, par exemple, est I'une des especes les plus connues par son pouvoir de
produire et accumuler des lipides a intérét biotechnologique.

La cellule peut comporter aussi un ou plusieurs plasmides de différentes tailles qui
codent pour diverses fonctions. Ceux de R. erythropolis PR4, au nombre de 3, assurent
par exemple la dégradation des hydrocarbures et la résistance aux métaux lourds
L’ADN chromosomique et plasmidique des espéces appartenant au genre Rhodococcus
peuvent étre linéaires ou circulaires (Cappelletti et al., 2019).

I1. Les espéces de Rhodococcus de I'environnement marin
1. Habitat

Les bactéries appartenant au genre Rhodococcus sont largement distribuées dans
diverses niches marines. En état libre, on peut les trouver dans I'eau marine (en surface

ou en différentes profondeurs), le sol marin, les sédiments marins, les mangroves, et
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dans de la glace. En état symbiotique, on peut les trouver en association avec des
animaux invertébrés ou vertébrés et avec plusieurs plantes marines (Das et al., 2006 ;
Jagannathan et al., 2021).

Dans I’cau et les sédiments marins, les especes du genre Rhodococcus utilisent
différentes molécules de carbones, d’azote, de soufre...etc, disponibles dans le milieu
comme source pour leur croissance et génerent d’autre molécules et substances qui
peuvent étre utilisée par d’autres microorganismes marins. De cette maniére, elles
contribuent dans différents cycles vitaux (cycle de carbone, d’azote, de souffre .... etc)
(Das et al., 2006).

Dans les mangroves, elles effectuent diverses activités comme la fixation d’azote, la
dégradation des feuilles et du bois des palétuviers et sont donc dotées d'activités
cellulolytiques, pectinolytiques, amylolytiques, et protéolytiques (Lang et al, 2016).
Quant aux invertébrés marins tels que les éponges et les coraux, elles abritent plusieurs
bactéries notamment celles appartenant au genre Rhodococcus. Elles sont généralement
situées dans les espaces extra et intracellulaires des invertébrés (Jagannathan et al.,
2021). Cette relation est symbiotique ou les invertébrés procurent de la nourriture et de
la protection contre divers facteurs dans 1’environnement marin, les bactéries ; quant a
elles ; profitent a 1’éponge en fournissant des nutriments par les sécrétions et la
protection contre d’autres microbes pathogenes, et en renforcant la structure spongieuse
Des vertébrés marins tels que les myxines (poissons sans machoire) et les tortues
abritent aussi des bactéries du genre Rhodococcus (De santi et al., 2014 ; Candan et
Candan, 2020).

Finalement, les espéces du genre Rhodococcus peuvent s’associer a des especes
végétales marines. Ces différentes interactions sont importantes pour la plante car le
changement climatique (stress abiotique) peut abaisser les défenses d’une plante contre
des microorganismes pathogénes. Les bactéries symbiotiques notamment celles
appartenant au genre Rhodococcus peuvent sécréter alors des exotoxines ou des
antibiotiques pour protéger la plante contre ces agents pathogénes (Jagannathan et al.,
2021).
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2. Mécanisme d’adaptation des bactéries du genre Rhodococcus aux conditions

extrémes de ’environnement marin

L’adaptation est un processus par lequel un organisme développe la capacité de vivre
dans son habitat. Les changements environnementaux modifient 1’équilibre des
communautés microbiennes en favorisant certaines populations et restreignant autres
(Gohel et al., 2015).

Les bactéries appartenant au genre Rhodococcus sont des bactéries qui peuvent survivre
dans diverses conditions extrémes et sous différents types de stress car elles ont
développé diverses stratégies pour maintenir leur structure et fonction cellulaire
(Gontia-Mishra et al., 2017).

2.1. Adaptation au froid

Les bactéries appartenant au genre Rhodococcus vivent dans des environnements
marins froids (Raymond-Bouchard et al., 2018).

Dans des conditions froides, multiples copies de genes qui assurent plusieurs fonctions
ont été détectées dans leurs génomes. Des protéines, de composition différente en
acides aminés ont été codées par ces genes et qui ont permis une adaptation au froid.
Parmi ces protéines, 1’enzyme: choline déshydrogénase qui oxyde la choline en bétaine
aldéhyde qui sera ensuite oxydée en glycine bétaine. L’accumulation de ce dernier a été
corrélée a une tolérance accrue au froid (Raymond-Bouchard et al., 2018).

Ces bactéries produisent aussi un grand nombre de chaperons, des protéines régulatrices
résistantes au froid importants pour maintenir la fonctionnalité des protéines. D'autres
produisent des composées appelés solutés compatibles, qui s'accumulent a des
concentrations élevées dans les cellules sans perturber les fonctions cellulaires, tels que
la choline, la glycine, la bétaine et la sarcosine et qui permettent a la cellule de résister a
la formation de glace intracellulaire et a I'augmentation de la pression osmotique due a
une augmentation de la salinité a des températures inférieures a zéro. Le tréhalose, un
autre soluté compatible, empéche la dénaturation et I'agrégation des protéines lors de la
baisse soudaine de la température. Il peut également stabiliser les membranes cellulaires

dont la fluidité diminue en raison d'un stress dd au froid (Elbein et al., 2003).
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2.2. Adaptation a un pH alcalin

Les bactéries appartenant au genre Rhodococcus ont développé diverses stratégies pour
maintenir les conditions intracellulaires constantes dans des conditions d’alcalines de
leur environnement.

Elles conservent la force motrice du proton, par la chaine de transport d’¢lectrons qui
agit a la fois comme une pompe a électrons et une pompe a protons, pompant les
électrons en sens inverse de celui des protons, qui maintient le gradient de pH a travers
la cellule membrane pour empécher I'afflux de protons. Elles provoguent une saturation
accrue des acides gras membranaires lorsque le pH environnemental a I'extérieur
devient extrémement élevé ou faible. D'autres peuvent convertir certains acides aminés

en amides alcalins pour neutraliser I'influx de protons (Patek et al., 2021).

2.3. Adaptation aux sels (NaCl)

La présence de fortes concentrations de sel dans un milieu peut inhiber et perturber la
croissance bactérienne. Les bactéries s'adaptent au stress hyper-osmotique en ajustant
les concentrations de leurs composés osmoprotecteurs intracellulaires (osmolytes) et
produisant des solutés compatibles. Rhodococus. jostii RHAL1 a montré une forte
tolérance au stress osmotique en synthétisant 1’ectoine et le tréhalose. Ces deux
composés sont les osmoprotecteurs prédominants chez les actinomycetes et
spécifiguement chez Rhodococcus (Patek et al., 2021).

La solutés compatibles produit par R. aetherivorans BCP1 et R. opacus R7 sont
I’ectoine, le tréhalose et le glycogéne. Leur synthése est déterminée par I'opéron
ectABC (ectoine), les génes otsAB (tréhalose) et les génes glg (glycogene). Le stress
permet, chez ces deux espéces, I’activation des geénes codant pour des protéines
protectrices contre le stress telles que les chaperons et les protéases (Louesdon et al.,
2014).

R. erythropolis DSM 1069 est une autre souche capable de surmonter efficacement un
stress osmotique causé par l'ajout de chlorure de sodium. Sa stratégie est de produire
plusieurs types d’acides gras a entités hydroxyl substitués, a ramification méthyle ou a
ramification cyclo-propylée et d'autres acides gras polyinsaturés en grandes quantiteés.
Dans cette réponse adaptative, les groupes chargés négativement des acides gras
entrafnant une répulsion du NaCl ( Louesdon et al., 2014).

Rhodococcus sp. HX-2 est capable aussi de se développer en présence de fortes
concentrations de sel (jusqu'a 10 % de NaCl). Comme réponse au stress salin, cette
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bactérie synthétise de la bétaine comme soluté compatible ou la transporte a partir de
son milieu extérieur. Quand a R. opacus PD630, elle produit de substances polymériques
extracellulaires (EPS) et trois osmolytes : le tréhalose, I'ectoine et I’hydroxyectoine (Hu
et al., 2020).

2.4. Adaptation a d’autres conditions stressantes

2.4.1. Adaptation a la présence de solvants organiques

La grande hydrophobicité de la paroi des bactéries appartenant au genre Rhodococcus
constitue un premier élément clé de résistance aux solvants organiques qui peuvent étre
présent dans le milieu marin (Patek et al., 2021).

Ces bactéries peuvent aussi tolérer la présence de divers solvants en utilisant plusieurs
mécanismes. En effet, elles peuvent changer la composition des leurs parois cellulaires
et leurs membranes, produire diverses enzymes pour dégrader ou convertir ces
composés toxiques, synthétiser des composés tensioactifs, ou finalement produire des
exopolymeres pour se protéger contre I'action de ces solvants (Patek et al., 2021).

Dans une étude conduite sur 29 souches appartenant a six espéces du genre
Rhodococcus, R. erythropolis, R. fascians, R. longus, R. opacus, R. rhodochrous et R.
ruber, il a été constaté que ces souches ont répondu a la présence de solvants organiques
en modifiant le degré de saturation, le pourcentage et la longueur des acides gras de leur
membrane cellulaires. Des changements ont été aussi constaté dans la longueur des
chaines des acides mycoliques (De Carvalho, 2019).

2.4.2. Adaptation a la présence de métaux toxiques

Les métaux lourds sont des composés toxiques ayant des effets néfastes sur les bactéries
car ils peuvent inhiber I’activité des enzymes ou interférer directement avec la
formation et les fonctions des acides nucléiques. Parmi ces métaux figure le chrome, le
nickel, le cobalt, le zinc, le mercure et le plomb (Patek et al., 2021).

Le genre Rhodococcus a pu développer plusieurs mécanismes pour résister a des
concentrations trés ¢élevées de ces composés toxiques (jusqu’a 250 Mm). Ils ont pu
produire un certain nombre de génes qui codent pour des chaperons, des protéines de
résistance aux différents métaux, des oxydases, des protéines d’efflux magnésium
(Mg*?) et monoxyde de carbone (Co), des Atpases de type P transloquant les métaux
lourds (Patek et al., 2021).
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3. Caractéristiques des especes de Rhodococcus marines les plus importantes sur le

plan biotechnologique

3.1. Rhodococcus opacus

Les colonies de R. opacus ont une surface lisse a rugueuse, un contour régulier et une
marge entiére et sont colorées en gris créme sur la gélose au glucose et a l'extrait de
levure. Elle se développe a une température de 20 a 40°C.

Sa paroi est composee des chaines d'acides mycoliques de 48 a 54 atomes de carbone.
La bactérie est positive pour la catalase et le pNPphosphoryl-choline mais négative pour
la 2-désoxythymidine-5¢-pNP-phosphate, 1’oxydase, le pNP-bd-xyloside.

Elle dégrade I’adénine, la L-tyrosine et 1’acide urique mais pas 1’arbutine, la caséine, la
cellulose, 1’¢lastine, la gélatine ou I’amidon.

Elle utilise plusieurs sources de carbones tels que le succinate, le citrate, le p-
hydroxybenzoique et plusieurs sources d’azote tels que I’aspartate, 1’urée, la tyramine,

1’acide urique (Jones et Goodfellow, 2012).

3.2. Rhodococcus rhodochrous

Les colonies de R. rhodochrous sont colorées en orange a rouge sur la gélose au glucose
et a I'extrait de levure et la gélose de Sauton. Sa température de croissance se situe entre
10 a 40°C.

Sa paroi est composeée des chaines d'acides mycoliques de 38 a 48 atomes de carbone.
La bactérie est positive pour la catalase, la 2-désoxythymidine-5¢-pNP-phosphate, la B-
estérase et le pNP-b-d-xyloside mais négative pour l'allantoinase, I'a-estérase, le B-
galactosidase, la nicotinamidase, le pNP-phosphoryl-choline, 1’oxydase et la
pyrazinamidase. Elle hydrolyse I'arbutine, réduit le nitrate en nitrite, mais ne produit pas
de sulfure d’hydrogene.

Elle dégrade l'adénine, 'ADN et I’acide urique, mais pas la cellulose, la chitine,
’¢lastine, les tweens 20, 40, ou 60, ou le xylan.

Elle utilise plusieurs sources de carbones tels que le glycérol, 1’inuline, le mannose,
I’acide gamma-hydroxybutyrique, la lactate et la malate.

La L-alanine, la L-leucine, la dl-norleucine, la tyramine, la L-tyrosine et la valine

comme sources d’azote (Jones et Goodfellow, 2012).
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3.3. Rhodococcus fascians

Les colonies de R. fascians sont genéralement convexes et orange sur gélose a I'extrait
de levure et au glucose. La thiamine est nécessaire a sa croissance. Elle se développe a
une température de 10 a 40°C.

Sa paroi est composée des chaines d'acides mycoliques de 38 a 52 atomes de carbone.
Elle est positive pour la phosphatase acide, l'allantoinase, la naphtol-ASBI-
phosphohydrolase, la pyrazinamidase, I'uréase et la valinearylamidase, mais négative
pour la N-acétyl-b-glucosamine, la cystine arylamidase, le 2-désoxythymidine-5¢-pNP-
phosphate, 1’estérase (CS8),I’a- et le [p-galactosidase, le p-glucosidase, le pB-
glucuronidase, 1’oxydase, le pNP-phosphoryl-choline et le pNP-b-d-xyloside.

Elle dégrade I'adénine et la L-tyrosine, mais pas I’arbutine, la caséine, la cellulose, la
chitine, 1’élastine, I’amidon ou le xylane.

Elle utilise plusieurs sources de carbones tels que le xylitol, le N-acétyl-D-glucosamine
et le citrate.

La D-alanine , la L-alanine, le bénomyle, le D-glucosamine, la L-proline, la putrescine,
D-sérine, la L-tyrosine et la valine sont utilisées comme seules sources d'azote (Jones et
Goodfellow, 2012).

3.4. Rhodococcus erythropolis

Les colonies de R. erythropolis sont généralement rugueuses, de couleur orange a rouge
sur la gélose au glucose et a I’extrait de levure et la gélose de Sauton. Elle croit a une
température de 4 a 40°C.

Sa paroi est composeée des chaines d'acides mycoliques de 36 a 48 atomes de carbone.
Elle est positive pour le 2-désoxythymidine-5¢-pNP-phosphate, le pNP-
phosphorylcholine, le pNP-bd-xyloside et la phosphatase, mais négative pour
I'allantoinase et I'oxydase.

Elle dégrade I’adénine, l'arbutine, et la 1-tyrosine, mais pas la cas€ine, la cellulose, la
chitine, I'élastine, I’hypoxanthine, I’amidon, les tweens 20, 40 ou 60 ou le xylan.

Elle utilise plusieurs sources de carbones tels que le butane-1,3-diol, lI'alcool cétylique,
I'éthanol, le propyléene glycol, la salicine, I’adipate et I’acétate.

L’acétamide, la D- et L-alanine, la L-asparagine, la D-glucosamine, la L-leucine, DL-
norleucine, la L-phénylalanine, la L-proline, la putrescine, la L-sérine et la valine sont

utilisées comme seules sources d'azote (Jones et Goodfellow, 2012).
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3.5. Rhodococcus ruber

Les colonies de R. ruber sont généralement rugueuses, de couleur rose a rouge sur la
gélose au glucose et a I’extrait de levure et la gélose de Sauton. Elle se développe a une
température de 28 a 40°C.

Sa paroi est composée des chaines d'acides mycoliques de 38 a 50 atomes de carbone.
Elle est positive pour l'acétamidase, la catalase, le 2-désoxythymidine-5¢-pNP-
phosphate et le pNP-phosphoryl-choline, mais négative pour la phosphatase acide,
I’allantoinase, l'a- et la B-estérase, la p-galactosidase le pNPb-d-xyloside et 1I’oxydase.
Elle dégrade l'adénine et 1’acide urique, mais pas la cellulose, la chitine, I’ADN,
1’¢élastine, les tweens 20, 40 et 60, ou le xylane.

Elle utilise plusieurs sources de carbones telles que laD- et L-arabitol, 1’iso-butanol, le
glycérol, le mannose, le propanol, le propylene-glycol et I’amidon.

La L-alanine, le D-glucosamine, la L-leucine, la putrescine, la tyramine, la L-tyrosine et

la valine sont utilisées comme seules sources d’azote (Jones et Goodfellow, 2012).
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Au cours de notre etude, 19 articles scientifiques ont été télechargés a partir des
moteurs de recherches scientifiques suivants: ScienceDirect, Google Scholar, SCIELO et

Europe PMC, puis analysés.

Dans la barre de recherche on a mis les mots clés suivants: Rhodococcus,
actinomycetes, environnement marin, eau marine, édiments marins, application,

biotechnologie, synthese, dégradation, bioremédiation.
Lors de I’analyse de chaque article, nous nous sommes intéressées a :

e La bactérie (espece, code de la nomenclature utilisée..etc).

e Le lieu de I’isolement de la bactérie (eau marine, sédiment marin, en association
avec des vertébrés ou invertebrés marins ..etc ) ainsi que le pays ou la recherche
a été effectuée.

e L’intérét biotechnologique de la bactérie.

Ensuite, on a classé ces articles selon 1’intérét biotechnologique en deux catégories. Des
articles qui traitent la synthése et la production des molécules intéressants tels des
enzymes, des nanoparticules, des molécules bioactives, des pigments, des biodiesel et
des biosurfactants. Et des articles qui traitent la dégradation des substances externes

comme la dégradation de microplastiques et des hydrocarbures.

Une fois, l'analyse d un élément a été effectuée, elle a été discutée et comparée a

d'autres études.

La langue de rédaction de ces articles était 1’anglais, ce qui nous a conduits d’utiliser

des sites de traduction comme Google traduction.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

L'analyse de divers articles scientifiques a démontré que les especes marines du genre
Rhodococcus ont un intérét biotechnologique important. Ces especes peuvent étre
exploitées industriellement pour la production des enzymes, des pigments, des
nanoparticules, des biosurfactants et des biomolécules actives ayant des propriétés

extraordinaires.
1. Production des enzymes

Les enzymes sont des macromolécules protéiques, de haute masse moléculaire (de 10 a
1000 kilodaltons), qui catalysent diverses réactions chimiques en augmentant leurs
vitesses d’au moins 106 fois, par rapport a la réaction en leur absence (Granner, 2008).
Elles sont présentes dans les cellules de tous les organismes vivants ou elles jouent un
role essentiel dans plusieurs procédés métaboliques permettant aux nutriments d’étre
transformés en énergie et en matériaux cellulaires. De plus, les enzymes sont
responsables de la dégradation des molécules complexes en molécules plus facilement
assimilables (Meunier, 1999). Les enzymes microbiennes sont les enzymes préférées
par rapport aux enzymes végétales et animales et sont les plus utilisées actuellement
dans I'industrie en raison de leur propriétés diverses. Elles sont relativement plus stables
et offrent une grande diversité d'activités catalytiques (Barredo, 2005).

Dans notre analyse, plusieurs bactéries du genre Rhodococcus isolées a partir de
différentes niches marines ont pu produire plusieurs enzymes telles que des estérases,
des oxydases, des endoglucanases, des lyases... etc (De santi et al., 2014 ; Wu et al
.,2014 ; Zeng et al., 2018 ; Wang et al., 2020 ; Hu et al., 2021).

1.1. Estérase

Les estérases (EC 3.1.1.1) sont des enzymes lipolytiques qui catalysent I’hydrolyse des

esters en alcool et en acides selon la réaction suivante (Lopez-Lopez et al., 2014).

Estérase )
Ester + H,0, »acide + alcool

Elles appartiennent a la famille des "hydrolases" et possedent une triade catalytique

hautement conservée formée par une serine, une histidine et un aspartate. Elles sont
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employées dans plusieurs industries comme 1’industrie alimentaire (Barone et al.,
2014).

Une actinobactérie psychrophile marine nommée Rhodococcus sp AW25M09 isolée
de I’estomac d’une myxine de 1’Atlantique (Myxine glutinosa), une espéce d'animaux
marins agnathes (sans machoire) de la famille des Myxinidae, habitant le fond marin
froid du Fjord Hadsel, Norvege, a pu produire une estérase extrémement alcaliphile et
adaptée au froid (De santi et al., 2014).

L'enzyme possédait plusieurs critéres intéressants, elle avait une activité maximale a
une température optimale de 30°C et était active dans des conditions de froid. En fait,
50% de I’activité a été retenue a 10°C.

La température optimale de 1’activité maximale de l’estérase de Rhodococcus sp
AW25M09 a été différente a d’autres estérases produites par d’autres bactéries marines
tels que Erythrobacter seohaensis SW-135, Serratia sp, Microbulbifer thermotolerans
DAU221, Psychrobacter pacificensis dont activité maximale de l'enzyme a été
observée a 60°C, 10°C, 45°C, 25°C respectivement (Wu et al., 2015 ; Lee, 2016 ;
Jiang et al., 2016 ; Huo et al., 2017).

Concernant le pH, Dactivit¢ de 1’estérase de Rhodococcus sp AW25MO09 a été
maximale a un pH alcalin de 11. Celles de Erythrobacter seohaensis SW-135, Serratia
sp, Microbulbifer thermotolerans DAU221, Psychrobacter pacificensis avaient une
activité maximale dans intervalle de pH de 7,5, 8, 8,5 et 10 respectivement.

L’estérase de Rhodococcus sp AW25M09 a été active vis-a-vis plusieurs esters de p-
nitrophényle a chaine courte (C,-Cs), et a montré une activité optimale avec 1’ester
butyrate (C,). Les estérases marines produites par Erythrobacter seohaensis SW-135,
Microbulbifer thermotolerans DAU221 et Psychrobacter pacificensis ont également
montré une activité optimale avec 1’ester butyrate (C4). Quant a ’estérase produite par
Serratia sp, elle a montré une activité optimale avec 1’ester acétate (C5).

Concernant les solvants, I’estérase de Rhodococcus sp AW25M09 a montré une bonne
tolérance a divers solvants tels que I’acétonitrile, 1’éther di-éthylique, le di-méthyl-
sulfoxyde, le di-méthyl-formamide. L’estérase produite par Erythrobacter seohaensis
SW-135 est trés résistant @ 1’acétonitrile et di-méthyl-formamide alors que I’activité de
I’estérase produite par Psychrobacter pacificensis a été augmentee par la présence de

I’acétonitrile.
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L’estérase de Rhodococcus sp AW25M09 a montré une bonne tolérance au stress salin
(1 M de NaCl). Celle produite par Erythrobacter seohaensis SW-135 a présenté une
diminution de 95% de son activité en présence de 1 M NaCl, tandis que les estérases
produites par Serratia sp et Psychrobacter pacificensis ont montré une activité élevée
en présence de forte concentration en NaCl, 4 M NaCl et 5 M NaCl respectivement
(Wu et al., 2015 ; Jiang et al., 2016 ; Huo et al., 2017 ).

Finalement, en ce qui concerne les détergents, I’estérase de Rhodococcus sp
AW25M09 a été tres active en présence de Tween 20 alors que 1’estérase produite par
Erythrobacter seohaensis SW-135 conservait uniquement 2% de son activité en sa
présence (De santi et al., 2014 ; Huo et al., 2017 ).

Les estérases ont des utilisations potentielles dans divers secteurs. L'industrie des
détergents doit étre mentionnée en premier lieu, ou elles sont couramment utilisées
comme additifs, principalement dans la blanchisserie et dans les lave-vaisselles
ménagers.

L'alimentation animale peut également constituer un vaste champ d'application pour ces
enzymes en termes d'amélioration de la digestibilité et de I'assimilation des nutriments.
En effet, certains composés comme la cutine qui recouvre la surface des végétaux
restent résistantes au processus de la digestion, d'ou la nécessité d'usage des estérases
qui ont la propriété d’hydrolyser la cutine.

Les estérases entrent aussi dans la synthése de peptides, d'acides gras et de
polysaccharides par mécanisme d'hydrolyse inverse et en présence de faibles quantités
d'eau. Ce procédé a été utilisé dans les industries pharmaceutiques et chimiques pour la

production de certains composés (Tutino et al., 2009).
1.2. Cholestérol oxydase

La cholestérol oxydase (EC 1.1.3.6) est une enzyme strictement microbienne, non-
synthétisée par les végetaux ou les animaux, et qui appartient a la famille des
oxydoréductases (Ghosh et al., 2018). C'est une flavoenzyme qui contient de la flavine
adénine dinucléotide (FAD) et catalyse 1’oxydation du cholestérol en cholesténone et
réduisent I’oxygene en péroxyde d’hydrogéne selon la réaction suivante (Ghosh et al.,
2018) :

) Cholestérol oxydase )
Cholestérol + O, » Cholesténone + H,0,

|
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Une bactérie marine nommée Rhodococcus erythropolis PR 4 isolée de la mer
profonde & Okinawa, au Japon, a pu produire deux cholestérol oxydases thermophiles
de la famille des vanillyl-alcool-oxydase (VAO) appelées ChoRI et ChoRII (Doukyu et
Ishikawa, 2020).

ChoRI avait une activité maximale a une température optimale de 45°C alors que
ChoRII a montré une activité maximale a une température optimale de 55°C. ChoRl
était stable a des températures de 30°C a 50°C alors que ChoRII était stable a des
températures de 30°C a 60°C.

Concernant le pH, les deux enzymes ChoRI et ChoRIl présentaient une activité
maximale a un pH optimal de 7. ChoRII présentait une activité relativement élevee dans
un intervalle de pH 6 a 8 et I’activité des deux enzymes a été stable dans un intervalle
de pH 4,54 10,5.

En ce qui concerne la spécificité, ChoRI et ChoRII agissaient sur le cholestérol, le B-
choléstanol et le B-sitostérol. Les activités de ChoRI vis-a-vis du B-choléstanol et du B-
sitostérol étaient similaires a celles du cholestérol. Alors que ChoRII présentait des
niveaux d’activité de 2,4, 2,1 et 1,7 fois plus élevés envers le B-choléstanol, le B-
sitostérol et le stigmastérol consécutivement que le cholestérol.

L’ajout des cations de calcium (ca*?), de magnésium (Mg*?), de fer (Fe*?), de nickel
(Ni*?) et dargent (Ag*®) n’avait aucun effet sur les activités des deux enzymes de

Rhodococcus erythropolis PR 4.

Une cholestérol oxydase marine produite par la souche de Streptomyces sp AKHSS
isolée du sol marin, dans la cote de ’Andhra Pradesh, en Inde a montré une activité
maximale a une température optimale de 37°C et un pH alcalin de 9 et a été stable
jusqu’a une température de 60°C et un pH de 11 (Kavitha et Savithri, 2019). Cette
enzyme agissait seulement sur le cholestérol et son activité a augmenté jusqu'a 45% en

présence des cations de magnésium (Mg*?).

La cholestérol oxydase posséde une valeur commerciale importante et elle est largement
utilisée aux laboratoires d'analyse alimentaire ou clinique pour la détermination de la
concentration du cholestérol dans les aliments, le sérum et d’autres échantillons

cliniques. En fait, des taux élevés de cholestérol dans les aliments tels que les viandes et
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les ceufs causent des taux élevés de cholestérol sérique qui sont associés a un risque
accru de maladies cardiovasculaire et de nombreux types de cancers (Li et al, 2019).

De plus, la cholestérol oxydase posséde une activité insecticide. Elle s’est révélée
potentiellement létale contre des larves du charancon (Doukyu et Ishikawa, 2020 ;
Ghosh et al., 2018).

La catalyse du cholestérol et d’autres stérols permet I'obtention de plusieurs molécules
telles que la 4-cholesténe-3-one, 1’androst-4-éne-3,17-dione et l'androsta-1,4-diéne-
3,17-dione qui sont des composés a intérét pharmaceutique et constituent des composés
intermédiaires pour la production industrielle de médicaments stéroidiens (Ghosh et al.,
2018).

1.3. Diméthylsulfoniopropionate lyase

Les diméthylsulfoniopropionate (DMSP) lyases sont des enzymes qui scindent le
diméthylsulfoniopropionate (DMSP) en sulfure de diméthyle (DMS) et en acrylate
(Harada et al., 2004).

Le dimethylsulfoniopropionate (DMSP) est un soufre organique important et un
composé omniprésent dans le milieu marin produit principalement par les
phytoplanctons (Fernandez et al., 2021).

Une bactérie marine nommée Rhodococcus sp NJ 530 isolée de la glace flottante de
I’ Antarctique avait la capacité de produire du DMS a partir de DMSP grace a l'action de
I’enzyme dddD-Rh (Wang et al., 2020). Cette dddD-Rh, d'un poids moléculaire de
73,21 KDA, fat la premiére dddD fonctionnelle isolée a partir des bactéries a Gram
positif du groupe actinobactéries.

Elle a été active en présence d’acétyle-CoA et a une température de 20°C.

D’autres  bactéries  marines  avaient la  capacitt  de  produire la
diméthylsulfoniopropionate lyase tels que Ruegeria pomeroyi DSS-3, Shimia SK013
isolées a partir de I’eau marine aux Etats-Unis et des sédiments marins du Skagerrak,
situé entre le sud de la Norvege, le Bohuslan suédois et le nord-ouest du Jutland danois
(Kanukollu et al., 2016 ; Zeng, 2019).

Le sulfure de diméthyle (DMS) est un composé soufré volatile qui contribue de
maniere significative au cycle du soufre. Plus précisément, le DMS passe dans

I’atmosphére et forme moins de 1% de la totalité des gaz atmosphérique. Néanmoins, Il
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a une influence sur les climats. En effet, il est oxydé en dioxyde (SO,), puis en sulfate
(SO4) qui condense en minuscules particules d’aérosols. Ces particules se constituent
en noyaux autour desquels se forment les gouttes de pluie et les nuages. Cet ensemble
réfléchit une partie du rayonnement solaire et tempérer donc le réchauffement de la
planete, mais ils vont aussi éventuellement contribuer a des précipitations acides du fait
de I’interaction des aérosols, de la vapeur d’eau et des radiations solaires (figure 3) (Do
etal., 2021).

En outre, le DMS peut étre impliqué dans le réseau trophique. Le DMS dissout dans
I’océan ainsi que sa forme gazeuse peuvent étre utilisés par les animaux marins tels les
crustacés, les phytoplanctons et les macroalgues comme nutriment (Kien et al., 2000 ;
Do et al., 2021).

De plus, les DMS et ses précurseurs DMS (P, O) sont dotes d'une propriété
antioxydante (Royer et al., 2021).

U
/ Sulfate aercsols ﬁﬂ Q7
DMSg so.2, S0, Volcano emissions
Rain

Figure 3 : Cycle du soufre médié par les bactéries marines.

(Do et al., 2021).
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1.4. Endoglucanase

L’endoglucanase (EC 3.2.1.4) est une cellulase indispensable pour la dégradation de la
cellulose en glucose en présence d'actions synergiques de deux autres types de
cellulases appelées la cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) et la B-glucosidase (EC 3.2.1.21)
(Linetal., 2019).

Une bactérie marine Rhodococcus sp isolée a partir de sediments marins en Chine a pu
produire une endoglucanase adaptée au froid. Son activité s'est montrée maximale a une
température de 40°C et un pH de 5. Cette enzyme a montré une bonne tolérance au
butanol a 5 %. En sa présence, 1’activité de I’endoglucanase était 1,18 fois plus élevée
qu'en son absence. Cette enzyme a pu hydrolyser le carboxyméthylcellulose de sodium
(CMCNA), l'avicel et le coton, mais n'avait aucune action sur le cellobiose et la
laminarine (Zeng et al., 2018).

L’endoglucanase produite par Rhodococcus sp a également présenté une meilleure
tolérance a différents ions métalliques tels que 1’acide éthyléne-diamine-tétracétique
(EDTA) et le di-thio-threitol (DTT).

Concernant les ions métalliques, I’activité de 1’endoglucanase de Rhodococcus sp a été
favorisée par la présence des ions de potassium (K*), de sodium (Na*), de fer (Fe®"),
de cuivre (Cu*), de cadmium (Cd*"),de calcium (Ca®*) et de magnésium (Mg*") par
contre elle a été diminué en présence des ions de zinc (Zn**) et de plomb (Pb?*). Son
activité est restée supérieure a 95% dans des solutions qui contiennent des ions du
potassium (K"), du sodium (Na*) ou du fer (Fe*). Les ions de calcium (Ca*?) et de
magnésium (Mg™®) ont pu augmenter Dactivité de I’endoglucanase et ont 6&té
nécessaires pour augmenter 1’affinité de liaison au substrat de 1’endoglucanase et pour
stabiliser la conformation du site catalytique (Zeng et al., 2018).

Plusieurs bactéries marines avaient la capacité de produire I'endoglucanase telles que
Paenibacillus sp BME-14 isolée de la mer profonde de Xiamen en Chine, Hahella
chejuensis isolée des sédiments marins en Corée et Photobacterium panuliri LBS5T
isolée a partir des ceufs de langouste femelle,a Andaman en Inde (Fu et al., 2010 ;
Ghatge et al., 2014 ; Deep et al., 2016).

Concernant la température, la température optimale de 1’activité de 1’endoglucanase
produite par Paenibacillus sp BME-14 et Photobacterium panuliri LBS5T a été de 35
C° et 40 C° respectivement qui sont des conditions proches ou identiques aux
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conditions thermales de Rhodococcus sp tandis que 1I’endoglucanase produite par la
bactérie marine Hahella chejuensis a été thermophile puisque son activité optimale se
situait & 65 C°.

Ces endoglucanases ont été aussi produites dans des conditions acides. Le pH de
I’activit¢é maximale a été de 4, 6.5 et 6.5 pour Photobacterium panuliri LBS5T,
Paenibacillus sp BME-14 et Hahella chejuensis consécutivement.

Concernant les ions, I’activité de 1’endoglucanase produite par Paenibacillus sp BME-
14 a été stimulée par la présence de calcium (Ca®*), de plomb (Pb?*) et du magnésium
(Mg*) mais a été inhibée par la présence de cuivre (Cu®*) et de I’acide éthyléne-
diamine-tétracétique (EDTA). L’activit¢é de 1’endoglucanase produite par Hahella
chejuensis a été augmentée par la présence de potassium (K*),de calcium (Ca®"), de
magnésium  (Mg®) et de I’acide  éthyléne-diamine-tétracétique (EDTA).
L’endoglucanase de Photobacterium panuliri LBS5T a été actif en présence de calcium
(Ca®") par contre, elle a été inhibée par la présence de cuivre (Cu®") et de zinc (Zn®")
(Fuetal., 2010 ; Ghatge et al.,2014 ; Deep et al., 2016 ).

Le carboxy-méthyl-cellulose (CMC) a été dégradé par Hahella chejuensis et
Photobacterium panuliri LBS5T. Paenibacillus sp BME-14 a pu hydrolyseé le carboxy-
methyl-cellulose de sodium (CMCNA) et le glucane d’orge mais n’a pas pu dégrader
I’amidon, la chitine, l'avicel, la laminarine, la gomme de caroube, et le xylane de
bouleau (Fu et al., 2010 ; Ghatge et al.,2014 ; Deep et al., 2016 ).

L'endoglucanase est une enzyme trés intéressante et peut étre utilisée dans différent
secteurs industriels tels que l'industrie alimentaire et de boissons, I'industrie des textiles,
des détergents et de la bioénergie (production de biocarburants).

Cette enzyme est également intéressante dans la production du bioéthanol et d’autres
produits chimiques. En fait ’obtention de bioéthanol a partir de la biomasse
cellulosique comporte nombreuses €tapes parmi lesquelles 1’hydrolyse enzymatique du
cellulose en unités de sucres , une étape effectuée par I’intermédiaire des
endoglucanases (Lin et al., 2019 ; Wu et Wu, 2020).

1.5. Phosphinothricine-acétyl-transférase
La phosphinothricine (PPT), connue sous le nom de glufosinate, est un herbicide qui

inhibe spécifiquement I'activité de la glutamine synthétase des plantes, une enzyme qui
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joue un rdle important dans [’assimilation de I’ammoniac et la régulation du
métabolisme de 1’azote ( Zhou et al., 2020).

phosphinothricine-acétyl-transférase

La phosphinothricine-acétyl-transférase (EC.2.3.1.183) est une enzyme qui catalyse
I’acétylation de la L-phosphinothricine selon la réaction suivante (Eck, 2013). :

phosphinothricine-acétyl- transférase

Acétyl-CoA + Phosphinothricine . CoA + N-Acétyl-phosphinothricine

L'insertion du géne codant pour cet enzyme permet donc la résistance des plantes
transgéniques a I’action des herbicides a base de phosphinothricine (Eck, 2013 ; Wu et
al., 2014).

Une bactérie marine Rhodococcus sp. YM12 isolée de la boue marine, en Chine a été la
meilleure bactérie parmi une centaine de bactéries marines capables de produire cette
enzyme et résister a I’action de I'herbicide phosphinothricine (Wu et al., 2014).
L'activité maximale de I'enzyme se situait a un pH de 8 et a une température de 35C°
alors que 50% de son activité a été stable dans un intervalle de température compris
entre 0 C° et 10 C°, indiquant que I'enzyme rhodococcique est une enzyme adaptée au
froid.

La phosphinothricine-acétyl-transférase a été principalement produite par Streptomyces
hygroscopicus et Streptomyces viridochromogenes mais dont l'origine n'est pas marine
d'ou Rhodococcus sp. YM12 constitue la premiére bactérie et actinobactérie marine a

synthétiser cette enzyme (Wu et al., 2014). ( mettre cette info dans le résumé).

L'utilisation de cette enzyme est essentielle dans le domaine de la biotechnologie
agricole et la phytothérapie pour la protection de cultures végétales contre la glufosinate
(Wu et al., 2014).

1.6. ADN photolyase

L'ADN photolyase (EC 4.1.99.3) est une enzyme qui appartient a la famille des
cryptochrome/photolyases et qui répare certains dommages causés par les ultraviolets
(UV) au niveau des dimeres de thymine ou plus généralement de pyrimidine de I'ADN
(figure 4).

&
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Cette enzyme agit sous l'action d'une lumiere bleue ou UV proche et nécessite un
cofacteur : la flavine réduite. Celle-ci peut alors transférer un électron au dimere
de pyrimidines, ce qui entraine la scission de ce dimere et la réparation de I'ADN. Ce
mécanisme implique deux photo-réactions bien distinctes :

o La photoactivation : qui sert a mettre le cofacteur FAD de 1’enzyme sous la forme
doublement réduite (FADH-) a partir de la forme semi-réduite FADH®, un radical
qui est assez stable dans la photolyase. Cette réaction peut étre déclenchée par la
lumicére visible (jusqu’a 680 nm) absorbée par FADH®.

e La photoréparation qui : a lieu lorsque I’enzyme se lie a ’ADN qui porte un DCP
(diméres cyclobutaniques de pyrimidines : liaisons covalentes entre 2 pyrimidines :
généré par UV).

Cette réaction nécessite 1’excitation du FADH- par un photon bleu ou proche UV (He

etal., 2021 ; Kavakli et al., 2019).

Le soleil émet un spectre électromagnétique constitu¢ d’une variété de rayonnements

associés a un intervalle de longueur d’onde bien précis. Les rayons ultraviolets se

divisent en trois catégories: les rayons UVA (315 nm-400 nm), les rayons UVB

(280nm-315nm) et les rayons UVC (100 nm-280 nm). Ces derniers sont arrétés en

totalité par la couche d’ozone. Ainsi les deux premiers rayonnements atteignent la peau

avec une proportion différente, soit entre 90-95% d’UVA pour seulement 5-10 %

d’UVB ( Lafouissi, 2016).

T<>T
Dimer
Thymine CH3
QUV
Photolyase
hv
T[6-4]T
Photoproduct

Figure 4 : Mécanisme d'action de la photolyase (Kavakli et al., 2019).
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He et ses collaborateurs, 2021 ont isolé une actinobactérie nommeée Rhodococcus sp
NJ-530 d'une eau marine glaciale en Antarctique, Chine, qui a pu produire une ADN
photolyase dont son rble a été important dans les mécanismes d’adaptation
physiologique de cette bactérie au rayonnement UV de haute intensité dans son milieu
naturel.

Ces chercheurs ont souligné I'intérét médical important de cette enzyme. En effet, elle
peut protéger contre le cancer de la peau causé par les radiations et contre certaines
maladies génétiques mortelles.

Les diméres cyclobutaniques de pyrimidines (DCP) appartiennent a trois classes: classe
I, celle des organismes unicellulaires, classe I, celle des organismes unicellulaires et
multicellulaires et la classe 111, celle des plantes. D'ou la RPH de Rhodococcus sp NJ-
530 appartenait a la classe | de DCP (He et al., 2021).

Dans leur expérience les cellules de Rhodococcus sp NJ-530 en phase de croissance
exponentielle ont subi une irradiation par des UV-B a des intensités de 0.30 et 90
uW-cm 2 pendant différentes durées de culture (aprés 0,10, 20, 40, 90 et 150 min).
L’expression du gene de la photolyase a été induite par un rayonnement intense d'UV-B
de haute intensité (90 pW-cm 2). En particulier, & 40 minutes, le niveau d’expression
relatif du géne a été jusqu'a 149.17 fois plus élevé. Le changement dans I’activité de
photoréparation est régulé par ce gene d'ou il peut jouer un réle important dans la
minimisation de 1’inhibition de la croissance due a I’irradiation UV-B (He et al., 2021).

Des photolyases marines ont été isolées a partir des genres Pseudomonas,
Hymenobacter, Sphingomonas et Photobacterium angustum. Les photolyases des trois
premiéres bactéries ont été produites suite a des irradiations UV-C et celle du
Photobacterium angustum , apres une exposition a des UV-B (Matallana-surget et al.,
2009 ; Marizcurrena et al.,, 2017). En fait, les cellules de la bactérie marine
Photobacterium angustum ont montré un niveau de survie a 10 % pour des doses d’UV-
B allant de 2.16 & 8.64 KJ m 2 (Matallana-surget et al., 2009).

L’ADN photolyase peut étre exploitée dans le domaine médical, plus particulieérement
dermatologique, ou elle jouerait un réle important dans la prévention du cancer de la

peau et de la kératose actinique (Marizcurrena et al., 2018).
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2. Production des nanoparticules métalliques

Le terme « nanoparticule » est utilisé lorsque la particule a une dimension inférieure a
100 nm sachant qu'un nanométre est équivalent & milliardieme (1 nm =10~ m) (Zhang
et al., 2010 ; Patil, 2018). Les nanoparticules sont divisees en trois principales classes :
les nanoparticules organiques (constituées majoritairement de polymeéres), les
nanoparticules métalliques (telles les nanoparticules d’or et d’argent) et les
nanoparticules d’oxydes métalliques (telles les nanoparticules d’oxyde de fer et de
dioxyde de titane) (Asmathunisha et Kathiresan, 2013).

Les nanoparticules métalliques représentent les nanomatériaux les plus couramment
utilisés dans divers secteurs tels le secteur sanitaire, le secteur des électroniques, des
textiles, etc en raison de leur propriétés biologiques, électriques, thermiques et optiques

uniques (Shanmuganathan et al., 2018).

Les actinobactéries marines, y compris le genre Rhodococcus, représentent une riche
source microbienne de nanoparticules dotés de diverses activités biologiques
(antimicrobienne, antioxydante, antipaludéenne....etc) (John et al., 2021 ; Alam et al.,
2021).

Rhodococcus efl isolée a partir d’un consortium antarctique associé a un cilié marin
psychrophile, a pu produire des nanoparticules de cuivre a une température de 22°C.
L’analyse microscopique électronique de ces particules a révélé qu’il s’agissait de
nanoparticules de forme sphérique a ovoide, mono-dispersées et ayant une dimension de
30 nm (John et al., 2021).

Ces nanoparticules possédaient un intérét médical trés important. En fait, elles ont
montré une activité antimicrobienne contre des bactéries pathogénes a Gram positif
comme Staphylococcus aureus et a Gram négatif comme Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Serratia marcescens,
Citrobacterkoseri, Acinetobacter baumanii ainsi qu'une activité antifongique
contre Candida albicans et Candida parapsilosis.

D’autres bactéries d'origine marine avaient la capacité de produire des nanoparticules de
cuivre tels que Kocuria flava M-7 et Alcaligenis faecalis HCB2. Ces nanoparticules
avaient une forme sphérique comme celles de Rhodococcus efl mais étaient de taille

différentes comprise entre 5 et 30 nm pour les nanoparticules de Kocuria flava M-7 et

&
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53 nm pour les nanoparticules de Alcaligenis faecalis HCB2 (Dlamini et al, 2019 ;
kaur et al, 2015).

Les nanoparticules de cuivre peuvent étre utilisées dans de nombreux domaines
biotechnologiques par exemple en tant qu’additifs dans l'industrie des lubrifiants afin
d’améliorer certaines de leurs propriétés. Leur résistance a la corrosion permet
également leur utilisation dans la plomberie, la fabrication des piéces de monnaie et
certains bijoux. Des applications biomédicales peuvent étre envisagées dans le cadre de
traitements cibles (tumeurs et ostéoporose) et pour de biosenseurs et biomarqueurs pour
le diagnostic de certaines maladies (Midander et al, 2009 ; Manna et al, 2012 ;
Triboulet, 2013).

Dans une autre étude, une bactérie marine Rhodococcus rhodochrous isolée des
sédiments marins a Karachi, Pakistan a pu produire des nanoparticules d’argent.
L’analyse microscopique électronique de ces particules a révélé qu’il s’agissait de
nanoparticules de forme sphérique, de nature cristalline, ayant une dimension de 5,52
nm et un spectre d’absorption dans I’UV-vis de 412 nm (Alam et al, 2021).

Ces nanoparticules d’argent possédaient une activité antibactérienne contre Esherichia
coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, une activité
antivirale contre poliovirus, une activité anticancéreuse et une activité antioxydante tres
marquées.

Cette étude expérimentale a révélé aussi pour la premiere fois une activité anti-
leishmanienne contre Leishmania tropica, un agent pathogene responsable de la
leishmaniose (Alam et al., 2021).

Plusieurs autres bactéries d'origine marines avaient la capacité de produire des
nanoparticules d’argent tels que Streptomyces sp .LK3, Nocardiopsis sp.MBRC-1 et
Streptomyces sp, qui avaient la méme forme et la méme nature que les nanoparticules
produites par Rhodococcus rhodochrous mais elles différaient dans la taille qui a été
estimé de 5nm, 35nm et 45nm consécutivement pour Streptomyces sp .LK3,
Nocardiopsis sp.MBRC-1 et Streptomyces sp. Le spectre d’absorption dans ’'UV-VIS
n’était pas identique et a été estimé de 420 nm, 415 nm et 430 nm respectivement
(Manivasagan et al., 2013 ; Karthik et al., 2014 ; Alam et al, 2021).
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Les nanoparticules d’argent sont des nanomatériaux trés fascinants. Elles sont
employées dans la fabrication des pansements, des masques et des gants chirurgicaux,
des composites dentaires et autres instruments utilisés dans le domaine médical. Elles
sont aussi utilisées dans la fabrication de certains emballages alimentaires, permettant
d’augmenter alors leur efficacité bactéricide et leur durée de conservation (Muhammad
et al., 2016 ; Nasrullahzadeh et al., 2016 ; Chauvel, 2018).

3. Production de molécules bioactives

Les molécules bioactives sont des substances antimicrobiennes naturelles d’origine
biologique élaborées par divers microorganismes. Ces molécules bioactives se différent

les unes des autres selon leur mode de synthése et leur spectre d’activité (Taale, 2016).

Plusieurs bactéries du genre Rhodococcus isolées a partir de différentes niches marines
ont pu produire plusieurs molécules bioactives (Yellamanda et al., 2016 ; Elsayed et
al., 2020 ; Alhadrami et al., 2021). Parmi lesquelles Rhodococcus sp VLD 10 isolée
de la plage de Bheemunipatnam, Visakhapatnam, en Inde, qui a pu produire cinq
composés  bioactifs: 1’acide  benzoique, le  2-nitrobenzaldéhyde, le 4-
chlorobenzaldéhyde, I'acide nonadécanoique et le 3-isopropyl hexahydro-1H-pyrido-
5(1,2-a) pyrazine-1,4(6H)-dione (Yellamanda et al., 2016). Ces composes ont
démontré une activité antimicrobienne contre des bactéries a Gram positif et des
bactéries a Gram négatif et contre des champignons (des levures et des moisissures). Le
3-isopropyl hexahydro-1H-pyrido-5(1,2-a)pyrazine-1,4(6H)-dion inhibait
spéecifiquement la croissance de Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
Corynebacterium diphtheriae et Esherichia coli. Cette molécule active a été synthétisée
pour la premiére fois par Rhodococcus.

L’acide benzoique inhibait la croissance de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Xanthomonas campestris et Botrytis cinerea.

Le 4-chlorobenzaldéhyde et le 2-nitrobenzaldéhyde, se sont montrés actifs contre
Bacillus subtilis, Shigella flexneri et Staphylococcus aureus.

Enfin, [P’acide nonadécanoique s'est montré actif contre Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Xanthomonas campestris (Yellamanda et
al., 2016).
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En outre leur intérét médical et pharmaceutique, ces substances trouvent une large
application dans d'autres secteurs. L’acide benzoique, est un conservateur alimentaire
tres connu, largement utilisé pour conserver les aliments acides (Luo et coll, 2015). Le
4-chlorobenzaldéhyde et le 2-nitrobenzaldéhyde, tres utilisés dans la fabrication des
produits pharmaceutiques et agrochimiques et appliqués comme colorants dans les

industries alimentaires et du textile (Yellamanda et al., 2016).

Dans une autre recherche, Rhodococcus sp. UAL3 isolée de 1’éponge marine
Callyspongia aff. implexa dans la mer Rouge en Egypte, a pu produire un alcaloide
indole qui a été nommé le rhodindohyde (Fahim, et al., 2021).

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles hétérocycliques contenant de
I’azote, synthétisés a partir d’acides aminés ou de leurs dérivés et qui sont dotés de
diverses activités biologiques et pharmacologiques intéressantes telles que des activités
antivirales,  antitumorales, antibiotiques, antifongiques, antileucémiques,
immunomodulatrices, antidépressives et anti-inflamatoires (Djama et Karour, 2020 ;
Souza et al., 2020).

Le rhodindohyde du Rhodococcus sp. UA13 possédait une activité antibactérienne et
antitrypanosomienne contre Staphylococcus aureus NCTC 8325 et Trypanosoma brucei
brucei TC221 consécutivement avec des valeurs ICsy supérieures a 100 pg/mL. Cet
alcaloide a montré une activité anti-inflamatoire et un pouvoir analgésique importants et
serait intéressant pour le traitement des douleurs. Son activité antipyrétique le rend un
alcaloide de choix pour traiter la pyrexie, une maladie caractérisée par une fiévre
marquée (Fahim, et al., 2021). D’aprés notre connaissance, le rhodindohyde produit par
la bactérie marine Rhodococcus sp.UA13 est I’'unique rhodindohyde synthétisé jusqu’a

nos jours.

Une co-culture mixte de deux actinobactéries marines  Actinokineo
sporaspheciospongiae EG49 et Rhodococcus sp UR59 symbiotiques des éponges
marines de la mer Rouge en Egypte, a permis une production de 34 métabolites
secondaires dont 25 ont été synthétisés par Rhodococcus sp.UR59 notamment des
angucyclines, des actinosporines E, H, G, un tétragulol et un anthraquinone

capillasterquinone B (Alhadarmi et al., 2021).

&



Chapitre 3 : Résultats et discussion

La synthese des actinosporines était initialement induite lorsque la culture de la souche
Actinokineospora spheciospongiae EG49 a été traitée avec la molécule de signalisation
N-acétyl-D-glucosamine (GIUNAC), puis une induction similaire a été constatée lorsque
la souche Actinokineospora spheciospongiae EG49 a été co-cultivée avec Rhodococcus
sp.URS59 ce qui a montré que le genre Rhodococcus sp.UR59 a dirigé la biosynthése
des actinosporines de maniere similaire au N-acétyl-D-glucosamine (Alhadarmi et al.,
2021).

Les angucyclines sont particulierement intéressantes. Ce sont des composés
aromatiques ayant une structure centrale caracterisée par la présence d'un cycle benz[a]
anthracene tétracyclique. Ces métabolites secondaires possedent des effets
antimicrobiens, anticancéreux, antiparasitaires et antipaludiques prometteurs (Zhu et
al., 2021).

Les angucyclines et les anthraquinones produits par la co-culture mixte
d'Actinokineospora spheciospongiae EG49 et Rhodococcus sp UR59 inhibaient la
lysyl-ARN+t synthétase du Plasmidium flaciparum, un parasite protozoaire qui cause le
paludisme chez I’homme (& une valeur ICsp de 0.13 ug/ml) (Maier et al., 2019 ;
Alhadarmi et al., 2021).

La production des angucyclines a été rapporté également par d’autre actinobactéries
marines tels que: Streptomyces DSDO011, Saccharothrix espanaensis An 113,
Gephyromycinifex aptenodytis NJES (Kalinovskaya et al., 2010 ; Sabido et al., 2020 ;
Zhu et al., 2021). Streptomyces DSDO011 isolé de sédiments marins collectés prés de la
cote des Islas de Gigantes, lloilo a pu synthétiser deux angucyclines: la fridamycine A
et la fridamycine D qui présentaient une activité antibactérienne élevée contre
Staphylococcus aureus multirésistant avec une concentration minimale inhibitrice
(CMI) de 500 pg/mL et 62.5 ug/mL respectivement ( Sabido et al., 2020 ).
Saccharothrix espanaensis An 113 a pu produire deux angucyclines, la
saccharothrixmicine A et la saccharothrixmicine B, ainsi que trois dicétopipérazines.
Les saccharothrixmicines ont montré une activité contre Candida albicans et
Xanthomonas sp. pv. badrii alors que les dicétopipérazines ont montré des activités
antibactériennes contre Vibrio alginolyticus et Vibrio parahaemolyticus ( Kalinovsky et
al., 2010).

Gephyromycinifex aptenodytis NJES isolée du microbiote intestinal de Manchot

empereur antarctique avait la capacité de synthétisé plusieurs métabolites actifs dérivés
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de I’angucycline tels que la 2-hydroxy-frigocyclinone, la 2-hydroxy- tétrangomycine
et la géphyromycine. Ces métabolites possédaient des activités inhibitrice contre
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Candida albicans (a des valeurs IC50
inférieures a 10 um) (Zhu et al., 2021).

4. Production de biodiesel

Le biodiesel est un biocarburant alternatif, durable, renouvelable et non-nocif pour
I’environnement produit a partir de matériaux organiques renouvelables et non-fossiles.
Plusieurs matiéres premicres comme I’huile végétale et les graisses animales ont été
utilisées par diverses bactéries comme substrats pour la production de biodiesel, un
ester gras d’alcool 1éger (Faruque et al., 2020). La transestérification, nommée aussi
alcoolyse, est le processus le plus utilise par les bactéries pour la production du
biodiesel. C'est une réaction entre un ester et un alcool conduisant a la production d'un
ester différent. La transestérification des huiles végétales est une réaction entre le
triglycéride contenu dans une huile végétale avec un alcool pour former le glycérol et

un mélange de monoesters utilisés comme biocarburant selon la réaction suivante :

CH:-00C-R; R;-COO-R CHz-0OH
Catalyst
CH-00C-R: + 3ROH - > R:-CO0O-R + CH=0H
CH:~00C-R3 R3-COO-R CH:-OH
Triglycérides Alcool Esters d'alkyl (biodiesel) Glycérol

Figure 5: Réaction de transestérification des triglycérides avec I'alcool
(Mohd Noor et al., 2018).

Le biodiesel posséde des caractéristiques uniques par rapport aux autres
carburants. Il n’est pas dangereux, il posséde un pouvoir lubrifiant élevé et surtout une
qualité excellente. Sa faible volatilité et inflammabilité permettent son transport et son
stockage en toute sécurité (Faruque et al., 2020).

Une bactérie nommée Rhodococcus sp.YHYOL isolée a partir de I'eau marine en
Corée du Sud, avait une capacité de produire du biodiesel. Elle a été cultivée sur un
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milieu liquide minimum appelé M9 contenant 1% de glucose comme source de carbone
pour produire des esters méthyliques d'acide gras. La souche a été préalablement
cultivée sur le milieu liquide Luria-Bertani (LB) puis inoculée dans 10 mL de milieu
minimum M9 en tube en verre a raison de 0.1% (v/v). La fermentation s'est ensuite
effectuée a une température de 30°C avec une agitation de 200 rpm pendant 72h
(Bahatia et al., 2017).

L'effet de quelques substrats tels le furfural, I'nydroxy-méthyl-furfural (HMF), la
vanilline, l'acétate et le 4-hydroxy-benzaldéhyde (4-HB) comme inhibiteurs de
croissance de la bactérie et de la production des acides gras, a des concentrations allant
de 0-4 mM a été étudié sur le méme milieu liquide M9 a 1% de glucose et dans les
mémes conditions de fermentation. La valeur de la concentration inhibitrice (ICs) de
chaque substrat a été calculée.

L'utilisation de chaque inhibiteur comme unique source de carbone a été également
évaluée en cultivant la bactérie marine Rhodococcus sp.YHYO0L dans le milieu M9
contenant du furfural, du HMF, de la vanilline, du 4-HB et de l'acétate a leurs
concentrations ICs.

L'effet d'autres substrats comme sources de carbone et d'azote sur la croissance de la
bactérie et de la production des acides gras a été également évalué en utilisant toujours
le milieu M9 comme milieu liquide de production et apres 72h de croissance. La source
de carbone testée a été I’hydrolysat de grappes de fruit vides de palmier a huile,
contenant du glucose, du xylose et quelques traces de sucres tels lI'arabinose et le xylitol.
Des variations de concentrations en glucose et en xylose ont été effectuées (de 1 a 5%).
La source d'azote testée a été le NH,CI, a des concentrations comprises entre 0.1 et
0.9%.

L'effet du NaCl a été également testé a des concentrations comprises entre 0 et 6% en
utilisant le milieu M9,contenant des valeurs optimisées de glucose et de NH4CI, comme
milieu liquide de production, a une température de 30°C et apres 72h de croissance.
Finalement, La production de biodiesel par Rhodococcus sp. YHYO01 (un volume de
100 ml) a été réalisé en utilisant le glucose et I'hnydrolysat de grappes de fruit vides de
palmier a huile comme sources de carbone. La bactérie marine Rhodococcus sp.
YHYO0L1 a été alors cultivée dans deux milieux minimum liquides, le premier a base de
glucose, du NH4CI et du NaCl ( avec des pourcentages de 2,5% ,0.5% et 0.9%

consécutivement alors que le second était a base d' hydrolysat de grappes de fruit vides
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de palmier a huile du NH4ClI et du NaCl ( avec des quantités de 2,5%, 0,5% et 0,9%, a
une température de 30°C pendant 120 heures. La quantité de biomasse produite ainsi
que le pourcentage de la productivité et I'accumulation des acides gras ont été mesurees.
Il s'est avéré que l'addition du furfural, du HMF et de l'acétate au milieu de
culture a des faibles concentrations a causé une augmentation de la production de la
biomasse. Une concentration supérieure a 1 mM a provoqué une diminution de cette
production. A une concentration de 4 mM de furfural, du HMF et de l'acétate, la
croissance de Rhodococcus sp.YHYOQO1l s'est réduite de 61%, 56% et 15%
respectivement, comparée au témoin.
Une accumulation importante d'acides gras a été notée aprés l'ajolt de 3 mM de
furfural, 3 mM de HMF et 4 mM d'acétate au milieu de culture avec un pourcentage de
39%, 57% et 15% respectivement, par comparaison au témoin.

A 4 mM de furfural et de HMF, la production des acides gras a été diminuée de 52% et
45% respectivement. A 4 mM d'acétate, la production a été augmenté de 27%.

Une diminution importante de la production de la biomasse ainsi que de la production
et l'accumulation des acides gras a été remarquée apres l'ajout de 4 mM de vanilline et
de 4-HB, avec des pourcentages de 85%, 96% et 38% respectivement pour la vanilline
et 90%, 94% and 11% respectivement pour le 4-HB.

La valeur de la concentration inhibitrice (ICso) a été de 2 mM, 2,7 mM , 3,1 mM, 3,2
mM et de 3,7 mM pour la vanilline, le 4-HB, le furfural, le HMF et l'acétate
consécutivement.

A ces valeurs, plusieurs types d'acides gras, principalement 1’acide palmitique (C16:0),
I'acide palmitoléique (C 16:1), I'acide stéarique (C18:0) et I’acide oléique (C18:1), ont
été produits par la bactérie marine Rhodococcus sp.YHYO0L1 dans le milieu minimum
M9, contenant le glucose comme source de carbone.

L'utilisation de ces cing substrats, chacun comme unique source de carbone dans le
milieu minimum M9 et a leur concentration inhibitrice a démontré que Rhodococcus
sp.YHYO0L1 a pu les utiliser a des pourcentages différents. Ces pourcentages ont été par
ordre decroissant : 100% pour l'acétate, 69% pour la vanilline, 53% pour le 4-HB, 42%
pour le HMF et finalement 40% pour le furfural.

Concernant les sources de carbone, la bactérie n'a pas pu utiliser le xylose comme

source de carbone, et aucune croissance n'a été observée. Dans le cas du glucose, la
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croissance de la bactérie a augmenté avec la concentration de glucose. Les valeurs
maximales ont été enregistrées a 3 % de glucose : une production de biomasse de 3,27 g
dcw/L, une productivité des acides gras de 1,54 g/L et une accumulation des acides
gras de 47 %.

Quant a la source d'azote, la production et I'accumulation maximale d'acides gras , de
1,9 g/L et 54,3% respectivement ont été enregistrées a une concentration de 0,3% de

NH,4CI.

En ce qui concerne le NaCl, la production maximale de la biomasse (3,0 g dcw/L) et
celle des acide gras (1,8 g/L) ont été observées a 2% de NaCl. L'accumulation d'acides
gras a continué a augmenter jusqu'a une concentration de 4% de NaCl (69,9%), puis a
diminué a une valeur inferieure a 2% NaCl.

A une concentration de NaCl de 6%, une augmentation des acides gras insaturés
(14,5%) a été observée par rapport au témoin.

Il a été remarqué que la présence du NaCl a causé une diminution de pourcentage
d'accumulation de I'acide stéarique (C18:0) et une augmentation du pourcentage d'acide
oléique (C 18:1).

Finalement, la quantitt maximale de la biomasse produite, le pourcentage de la
productivité et de I'accumulation des acides gras mesurées étaient comme suit:

Dans le cas du premier milieu a base du glucose, du NH4CI et de NaCl, la quantité
maximale de la biomasse, de 4,08 g dcwi/L, a été observée aprés 72 heures, avec une
productivité d'acides gras de 2,52 g/L et une teneur de 61,7 %. La quantité maximale de
glucose et d'azote a été utilisé dans cette méme période (72h). Apres 120 heures, la
concentration résiduelle de glucose et d'azote a été de 15% et 5% consécutivement.
Dans le cas du second milieu a base du I'hydrolysat de grappes de fruit vides de palmier
a huile, du NH,CI et du NaCl, la quantité maximale de la biomasse, de 4,96 g/L, avec
une productivité d'acides gras de 3,45 g/L et une teneur de 69% ont été enregistrés apres
72 heures. Le glucose et I'azote ont été utilisés presque completement en 120 heures, en
fait, leur concentration résiduelle ont été de 7,7% et 3% respectivement.

L'hydrolysat de grappes de fruit vides de palmier a huile s'est avéré étre milieu excellent
pour l'accumulation d'acides gras pour Rhodococcus sp. YHYO1 avec une valeur de
4.96 gl/l.

La productivité d'acides gras sur ce méme milieu, estimée de 3,45 g/L apres 72 heures, a

été plus élevée que celle du R. opacus PD630 et R. opacus DSM 1069, qui ont été
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rapportées pour produire des acides gras a partir d'autohydrolysat de pin détoxifié et
d'autohydrolysat de meléze détoxifié avec des valeurs de 0.25 g/L et 0.31 g/L apres 56h
et 32h respectivement, mais été inferieure a celle du R. opacus PD630 Xsp8 et de R.
opacus MITXM-61 qui ont été ont pu produire des quantites plus élevées d'acides gras
en utilisant I'hydrolysat de canne de mais et la pate de bois Kraft, avec des valeurs de
11 g/L et 15.9 g/L apres 168h et 120h respectivement.

Bahatia et al., 2017, ont finalement souligné que le biodiesel produit par Rhodococcus
sp.YHYO0L présentait des propriétés intéressantes telles que sa meilleure qualité par
comparaison a celui produit par des algues marines et au pétrodiesel, de nature
chimique. Sa stabilité a I’oxydation permet son stockage pendant de longues périodes.
La production du biodiesel a été rarement rapportée des actinomycetes marins d'apres
nos recherches mais elle a été mentionnée des actinomycetes d’origine terrestre. C’est
I’exemple de I’étude effectuée par Rottig et al., 2016 ou ils ont isolé des bactéries
appartenant au genres Rhodococcus, Nocardia et Streptomyces a partir du sol aride
(sable) dans les deux régions Taif et Djeddah au Royaume de I’Arabie Saoudite, qui
ont pu produire des acides gras pour produire du biodiesel.

Ces souches au nombre de six ont été cultivées sur un milieu nommé MSM additionné
de 0.05 % (p/v) de NH4CI et 1% de fructose (pour Nocardia sp. A3, Streptomyces sp.
G25 et Rhodococcus sp. A27) ou 1% de glycérol (pour Streptomyces sp. G12,
Streptomyces sp. G49 et Streptomyces sp. G116) pendant 03 jours. Les 04 souches de
Streptomyces ont pu accumuler des triacylglycérol (TAG) alors que Nocardia et
Rhodococcus ont pu, en plus de TAG, accumuler des esters de cire. Le pourcentage
d'accumulation des acides gras totaux a été de 9% pour Nocardia sp. A3 et de 7 et 8%
pour Streptomyces G12 et Streptomyces G116. Streptomyces G25, Streptomyces G49 et
Rhodococcus sp. A27 ont montré une importante accumulation de 20 a 30%.

Les principaux acides gras produits par le genre Nocardia étaient 1’acide palmitique
(C16) et l'acide stéarique (C18) tandis que pour le genre Rhodococcus étaient 1’acide
palmitique (C16) et I’acide oléique (C18:1). Les acides gras produits par les souches de
Streptomyces ont été principalement composés d’acides iso et antéiso-gras a chaine

ramifiée et de palmitate (Rottig et al., 2016).
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5. Production de pigments

Les pigments sont des substances insolubles dans I’eau, pouvant absorber la lumiére
dans la région de spectre visible ou en UV. lls se présentent sous forme organique,
métalliqgue ou minérale et sont constitués par un oxyde, un sel métallique ou un métal
complexe (Bohic, 2007 ; Nguyen, 2018).

Les pigments naturels sont largement utilis€és dans divers secteurs industriels tels I’
I'industrie agriculturale, du textile, des cosmétiques, pharmaceutique et surtout dans
I’alimentation ou ils sont utilisés comme additifs alimentaires (colorants) (Paillié-
Jiménez et al., 2020).

Les bactéries marines peuvent produire divers types de pigments comme les
caroténoides, la mélanine, la phénazine, le pyrrole, la violacéine et les quinones
(Velmurugan et al., 2020).

Les bactéries appartenant au genre Rhodococcus d'origine marine ont été connues par
leur capacité de produire plus particulierement des caroténoides (Ortega-Cabello et al.,
2017 ; Chen et al., 2018), qui sont des pigments liposolubles, de couleur jaune ou
rouge. Ces composés sont des dérivés d’isopréne insaturés appartenant a la classe des
tétraterpénoides et sont constitués de 8 unités isopréne. lls possédent des propriétés
biologiques importantes en raison de leur activité pro-vitaminée et leur forte activité
antioxydante (Sharma et Ghoshal 2020 ; Velmurugan et al., 2020).

Une bactérie marine désignée Rhodococcus sp isolée a partir des sédiments marins du
Golfe du Mexique a produit des caroténoides, plus précisément des xanthophylles. La
production de ces pigments a été effectuée dans des conditions défavorables. En fait, la
bactérie a montré une bonne tolérance et résistance aux metaux lourds (sulfates de fer
(FeSQy)) lors de sa culture sur la gélose au glucose et a I’extrait de levure et en
présence de 0.025 % de sulfates de fer (FeSO,) (Ortega-Cabello et al., 2017). Deux
types de caroténoides ont été synthétisés, un 8'-apo-astaxanthinale et un astaxanthine-
di-rhamnoside. Ce dernier trés connu par son activité antibiotique et son réle comme
biosurfactant (Ortega-Cabello et al., 2017).

Des complexes caroténoides-fer ont été également détectés dans les spectres
ultraviolet-visible (UV-Vis). Ces complexes possédaient une activité antioxydante trés
élevée. Une propriété qui joue un réle important dans la photoprotection, et dans

I'amélioration du systéme immunitaire (Ortega-Cabello et al., 2017).
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Une autre bactérie Rhodococcus sp B7740 isolée a partir de 1'eau marine de 1’ Arctique,
a une profondeur de 25 metres, a pu produire des énormes quantités de caroténoides.
Il s'agissait de quinones isoprénoides, de 1’ubiquinone-4, treize types de ménaquinones
et trois caroténoides aromatiques rares (Chen et al., 2018).

Ces composés peuvent étre appliqués dans divers secteurs notamment le secteur
médical, alimentaire et des cosmétiques. Leur réle bénéfique pour la santé humaine est
non-négligeable : ils assurent une protection contre les dommages photo-oxydants de la
peau et les maladies liées a I’age, et sont utilisés comme modulateurs immunitaires et
précurseurs de la vitamine A. Plus particulierement, la ménaquinone peut guérir les
maladies hémorragiques chez les nouveau-nés et les personnes agées, vu son action

contre I’oxydation, le stress et I’inflammation (Chen et al., 2018).

Les caroténoides ont été également rapportés par d’autres bactéries marines telles que
Streptomyces AQBMM35, Formosa sp. KMW, et Gordonia terrae TWRHO1
(Dharmaraj et al., 2009 ; Sowmya et Sachindra, 2015 ; Carmen Loh et al., 2020).

6. Production de biosurfactants

Les biosurfactants sont des composés amphiphiles tensioactifs produits par divers
microorganismes y compris les bactéries, les champignons et les levures (Lima et al.,
2011). Ces composés d’origine microbienne sont classés selon leurs poids moléculaires,
leurs propriétés, et leur mode d’action. Parmi les biosurfactants les plus connus figurent
les glycolipides, les lipopeptides et les acides gras (Mouffok et al., 2016 ; Khalfalah et
Madjral, 2021).

Les surfactants d'origine microbienne sont une alternative prometteuse et attrayante
pour la bioremédiation des sites pollués par rapport aux tensioactifs synthétiques en
raison de leur faible toxicité, leur biodégradabilité et leur grande stabilité dans une large
gamme de salinité, de valeurs de pH et de température (Muthusamy et al., 2008 ;Kim
et al.,2019).

Le genre Rhodococcus d'origine marine a été largement étudié au cours de ces derniéres
années en raison de sa capacité a dégrader et a transformer un grand nombre de

contaminants persistants, tels que les hydrocarbures aliphatiques et les hydrocarbures
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aromatiques en produisant divers biosurfactants et des substances polymériques
extracellulaires (EPS) (Huang et al., 2008 ; Yang et al., 2014 ; Kotake et al., 2016).
Le mécanisme d'action comporte plusieurs étapes ( figure 6) :
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Figure 6: Mécanisme de dégradation des alcanes par Rhodococcus
(Cappelletti et al., 2019)

1. Le contaminant, par exemple des chaines d'alcanes, entre en contact avec la cellule
bactérienne, ce qui conduit a une augmentation de I'nydrophobicité de la membrane
cellulaire due au changement de la composition des acides mycoliques et des
phospholipides.

2. Le contact est médité par des biosurfactants qui apres avoir été produits restent
associes aux parois cellulaires.

3. Les biosurfactants sont excrétés de la cellule et permettent I'émulsification des
molécules d'alcanes.

4. La production de substances polymériques extracellulaires (EPS) améliore le contact

contaminant-cellule bactérienne.

Hassanshahian et al., 2012 ont isolé une espece nommée Rhodococcus wratislaviensis
FPAL a partir de I’eau et des sédiments marins contaminés par le pétrole dans le Gulf

persique en Iran, qui possédait un potentiel élevé de dégradation du pétrole brut et des
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hydrocarbures aromatiques polycycliques. Cette bactérie a été cultivée sur deux milieux
additionnés de 1% (v/v) de pétrole brut comme seule source de carbone : le milieu de
Bushnell Hass aux sels minéraux (BHSM) et le milieu ONR7. L'incubation a été
réalisée a une température de 30°C et pendant 15 jours.

L’estimation de la croissance de la bactérie Rhodococcus wratislaviensis FPAL aprés
une semaine de culture en milieu liquide a été estimée a 0.46 a une densité optique (DO)
de 600, avec un pourcentage de dégradation de pétrole brut égal a 48%.

Rhodococcus wratislaviensis FPAL a pu dégrader différentes chaines n-alcanes présent
dans le pétrole brute allant de Cg au Cys a I’exception de Cyy.

Les différents pourcentages par ordre croissant sont comme suit :
C9(4%),C25(28%),C216tC23(31%),C22(34%),C15etC20(35%),C176tC19(39%),C15(42%),C16
(43%) ,C11(46%) ,C14(49%),C13(52%),C12(55%) et enfin C24(60%).

Son activité d’émulsification a été estimé de E24%=12, I’hydrophobicité de surface a 20
et la tension de surface a 43 (MNm-1).

Dans cette recherche, les auteurs ont mentionné 1’intérét de ces souches pour la
bioremédiation des écosystemes marins de Gulf persique en Iran contaminées par les

hydrocarbures.

Dans une autre étude, 14 souches de Rhodococcus nommées Rhodococcus sp.174,
Rhodococcus sp.176, Rhodococcus sp.179, Rhodococcus sp. 180, Rhodococcus sp.
181, Rhodococcus sp. 187, Rhodococcus sp. 188, Rhodococcus sp. 190, Rhodococcus
sp.191, Rhodococcus sp.192, Rhodococcus sp. 224, Rhodococcus sp.225,
Rhodococcus sp.227 et Rhodococcus sp.231 isolées des sediments marins et de l'eau
marine cOtiere des Tles Shetlands, a I'Antarctique, ont été capable de produire des
biosurfactants (Malavenda et al., 2015)

En premier lieu, les 14 souches se sont développées en aérobiose dans le milieu BH a
3% NaCl en présence de 2% (v/v) de pétrole brut ou du biodiésel pendant un mois a une
temperature 4°C. Ensuite, elles ont été cultivées sur le milieu BH additionné soit du
tétradécane ou d’huile de tournesol pour tester leur capacit¢é a produire des
biosurfactants.

Huit souches : Rhodococcus spp 174, 176, 179, 180, 181, 188, 225 et 231 ont montré
une production élevée des biosurfactants dans le milieu qui contenait de tétradécane

comme unique source de carbone, tandis que quatre souches : Rhodococcus spp. 187,
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190, 191, 227 ont démontré une bonne production des biosurfactants dans le milieu qui
contenait ’huile de tournesol comme unique source de carbone. Rhodococcus sp 224 a
pu produire les biosurfactants efficacement dans les deux milieux. Par contre
Rhodococcus sp 192 a pu produire les biosurfactants uniquement dans un milieu
contenait I’huile de tournesol comme unique source de carbone.

Rhodococcus .sp 176 était la souche qui possédait le plus grand potentiel
d’émulsification en présence de 1’huile de tournesol avec un pourcentage de 67% a une
température de 4°C et un pourcentage de 60% a une température de 15°C. Elle a été
dotée aussi d’une bonne activité¢ émulsifiante en présence de tétradécanes avec une
valeur de tension de surface (28.3nm/m). Les biosurfactants produits par les souches
Rhodococcus spp. 174, 176, 181, 187, 190, 224 présentaient une activité -hémolytique
quand elles ont été cultivée sur les géloses au sang. Ces souches ont produit des halos
dans les deux milieux de gélose au sang, contenant soit du tétradécane ou du I’huile de
tournesol.

Rhodococcus sp 191 était aussi une bonne souche productrice de biosurfactants qui
possédait un potentiel d’émulsification d'environ 60% dans un milieu additionné¢ du
tétradécanes, et a température 15°C. Rhodococcus sp 176 possédait un potentiel

d’émulsification de 58% en présence de tétradecanes et a une température de 4°C.

Dans une autre étude, une bactérie nommée Rhodococcus fascians SDRBG7 isolée a
partir des sédiments marins de la plage de Sinduri, Taean au Corée du Sud, contaminés
par du pétrole brut a été considérée comme meilleure productrice de biosurfactants
rhamnolipidique parmi 20 bactéries isolees avec une activité de réduction de tension
superficielle importante (24,38mN/m)(Kim et al.,2019).

Le milieu utilisé pour déceler la production de biosurfactant était nommé CTAB
(bromure de cétyl tri-ammonium) alors que la température et le pH de production ont
été de 30°C et 8 consécutivement.

Plusieurs substrats, a savoir le glyceérol, le glucose, I'huile d'olive, le mannitol et L'EFB
ont été testés comme seules sources de carbone pour détecter le meilleur substrat qui
donne des quantités importantes de biosurfactant.

Un test d'émulsification a été également réalisé en rajoutant 6 ml de 3 substrats

hydrophobes le benzéne, 1’huile minérale et le N-hexane a 6 ml des surnageant de la
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bactérie Rhodococus fascians SDRB G7 (La méthode détaillée n'était pas mentionnée)
et I'indice d'émulsification a été ensuite calculé comme suit:

IE=hauteur de la couche d'émulsion (cm) x100/hauteur totale (cm)

Il s'est avéré que I'huile d'olive a donné le meilleur rendement de biosurfactant, de
2441¢g/L avec une tension superficielle de 43.36mN/m (tableau n°1)

Les autres rendements ont été de 0.297 g/L, 0.007 g/L, 0.004 g/L et 0.001 g/L avec une
tension superficielle pour 50.67 mN/m, 68.08 mN/m, 63.79 mN/m et 71.20 mN/m pour
I'EFB, le mannitol, le glycérol et le glucose consécutivement.

Les meilleures valeurs de I’indice d’émulsification ont été obtenues en utilisant I’huile
d’olive come substrat, et ont été de 94.40+1.86 pour le benzéne, 52.69+0.93 pour I’huile
minérale et 87.23+1.14 pour le N-hexane.

Les autres valeurs sont mentionnées dans le tableau ci-dessous .

Tableau 1: tension de surface, indice d’émulsification et quantités des

biosurfactants obtenus selon la source de carbone utilisé

Substrat Tension de L’indice d’émulsion : EI (%) Quantité de

it dmie |l | e | e
(9/L)
Huile d’olive 43.36 91.40+1.86 52.69+0.093 78.23+1.14 2441
EFB 50.67 57.534+0.93 51.61+0.00 54.30+0.93 0.279
Glycerol 63.79 50.83+1.18 42.50+1.18 20.50+3.47 0.004
Mannitol 68.08 24.29+0.12 20.90+1.05 05.65%0.15 0.007
Glucose 71.20 01.98+0.03 01.69+0.00 02.82+0.03 0.001

Le biosurfactant produit par Rhodococus fascians SDRB G7 a été stable dans une large
gamme de pH, de 2 & 12, atteignant son optimum a pH 4 avec une activité de réduction
de tension superficielle de 42.66 mN/m et un El de 70.01%.

Concernant la concentration en NaCl, le biosurfactants a été stable dans une variété de
concentration en NaCl allant de 2 a 20%, atteignant son optimum a 2% avec une activité

de réduction de tension superficielle de 54.68 mN/m et un EI de 89.23%.
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Finalement, en ce qui concerne la solubilisation, le biosurfactant rhamnolipidique pur a
pu solubiliser 66% d’anthracéne initial et 81% d’anthracéne cristallin, en 9 jours
seulement.

Selon Kim et al.,, 2019, Rhodococus fascians SDRB G7 peut constituer un agent
efficace dans la bioremédiation, et pourrait étre utilisé pour la désorption des huiles et

I’¢élimination des hydrocarbures aromatiques polycycliques dans les sédiments marins.

Plusieurs bactéries d'origine marines avait la capacité de produire des biosurfactants, y
compris des rhamnolipides telles que : Streptomyces VITSSB2, Ochrobactrum sp.
Brevibacillus sp, Streptomyces sp.B3, Acinetobacter, Pseudomonas, Gordonia,
Rhodococcus, Cobetia, Halomonas, Alcanivorax, Marinobacter et Microbacterium,
Bacillus megaterium, Corynebacterium kutscheri, Pseudomonas aeruginosa, Nocardia
otitidiscaviarum ,Serratia marcescens, Brevibacterium casei MSA19, Nocardiopsis
lucentensis MSA04X ( Kiran et al., 2015).

Les biosurfactants marins ont une importance écologique et sont utilisés dans la
bioremédiation des hydrocarbures, 1’¢élimination des métaux lourds et de biofilms

(Kiran et al., 2015).

7. Dégradation des microplastiques

Les microplastiques sont des minuscules particules de plastique dont la taille est
inférieure a 5 mm. Ils atteignent I’environnement marin a travers les systémes de
drainage domestiques et industriels et des stations de traitement des eaux usées et
contribuent a sa pollution (Auta et al., 2018).

Parmi ces matiéres plastiques synthétiques figure le polypropyléne (PP), un polymere
composé d’un squelette carbone-carbone. Ce matériau dur entre dans la fabrication
industrielle de certains emballages, composants et équipements de laboratoire (Helen et
al, 2017).

Une bactérie marine Rhodococcus sp 36 isolée a partir des sédiments marins de la
mangrove de Cherating Pahang en Malaisie a pu dégrader le polypropyléne en formant
un biofilm a Sa surface et en produisant des enzymes spécifiques. Elle a utilise le PP
comme une source de carbone pour sa croissance conduisant a une dégradation de 6,4%

de la masse du polymere (Auta et al., 2018).
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Plusieurs autres bactéries d'origine marine avaient la capacité de dégrader le
polypropyléne (PP) tels que Bacillus cereus, Sporosarcina globispora et Bacillus sp 27
isolées a partir de sédiment de mangrove dans la péninsule malaise, de la riviére Vaigai,
Madurai, Inde et des sédiments marins de Cherating Pahang en Malaisie (Helen et al,
2017 ; Auta et al., 2018 ; Devi et al., 2021).

Le pourcentage de biodégradation de pp par Bacillus cereus et Sporosarcina globispora
a été estimé de 11% et 12% de la masse de polymére consécutivement, des
pourcentages plus élevés que celui de Rhodococcus sp 36, tandis que Bacillus sp 27
présentait le plus faible pourcentage de dégradation du pp, avec seulement 4% (Helen et
al, 2017 ; Auta et al., 2018 ; Devi et al., 2021).

L'accumulation de grandes quantités de plastiques dans la mer représentent une menace
trés dangereuse pour I’environnement. Ainsi, pour réduire leur effet néfaste plusieurs
especes de Rhodococcus, y compris lI'espece marine Rhodococcus sp 36, peuvent étre
utilisées dans le processus de bioremédiation marine de plastique (Auta et al., 2018 ;
Behl et al., 2020).

8. Dégradation des hydrocarbures

Les hydrocarbures (pétrole brut et gaz naturels) sont des molécules organiques
contenant exclusivement des atomes de carbones et d’hydrogene. Ils se forment & partir
de débris d’algues, de résidus de la faune marine et du plancton transformés
biogéochimiquement sur de tres longues périodes. Cette transformation se fait sous
I’influence de la température et de tres longues périodes. Cette transformation se fait
sous I’influence de la température de la pression (Head et al., 2003) .en distingue trois
principaux groupes : les alcanes ,les hydrocarbures aromatiques et les hydrocarbures

aromatiques polycycliques (HAPs)(Adedosu et al.,2018 ;Hentati.,2018).

Des bactéries du genre Rhodococcus isolées a partir de différentes niches
marines avaient la capacité de dégrader des hydrocarbures aromatiques polycycliques.
une classe importante de composés organiques a deux ou plusieurs cycles aromatiques
fusionnés (Marini et al., 2013). Cette classe de polluants environnementaux toxiques
est générée par des processus de combustion naturelle ainsi que par des activités
humaines. Généralement, les apports anthropiques provenant des dépots
atmosphériques, des émissions de cheminées industrielles, des deversements

d'hydrocarbures, du trafic maritime, du ruissellement urbain et du rejet illégal
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d'effluents industriels conduisent a une accumulation importante de HAP dans le

biotope marin (Luan et al., 2006 ; Lang et al., 2016).

Dans une étude menée par Perdigdo et al., 2021,deux souches de Rhodococcus :
Rhodococcus erythropolis CPN2 et Rhodococcus erythropolis CPN3, isolées de I'eau
et des sédiments marins de Cabo do Mundo, au Portugal avaient un potentiel énorme de
dégradation de pétrole.

e Optimisation de la croissance des bactéries dégradantes d’hydrocarbure

(pour le processus de lyophilisation)

Tout d’abord les deux bactéries Rhodococcus erythropolis CPN2 et Rhodococcus
erythropolis CPN3 ont été cultivées dans 50 ml de milieu liquide appelé Bushnell-Haas
(BH) a 2% NaCl et 10 g/L d’une des sources de carbones suivantes : 1’acétate, le
sodium, le glycérol, le glucose et la peptone. La concentration de la biomasse

d’inoculation était au départ de 0.05 a une densité optique de 600 nm.
e Reéalisation de processus de lyophilisation

Au départ, les deux bactéries Rhodococcus erythropolis CPN2 et Rhodococcus
erythropolis CPN3 ont été cultivées dans 25 mL du bouillon nutritif additionné de 109/l
d’acétate de sodium d’une concentration initiale de 0.1 mesurée a une densité optique
(DO) de 600 nm. L’agitation a été réalisée a 150 rpm et a une température de 30°C. Les
cultures ont été ensuite centrifugées (9000 rpm, 10 min, 25°C) et le culot obtenu a été
suspendu dans 30 mL du milieu de cryoconservation appelé CP01(composée de 139/l
de bouillon nutritif et 1009/l sucrose).

Les tubes ont été laissé a une température ambiante pendant 1 h puis conservées a -
80°C.

Finalement, les cellules ont été lyophilisée pendant 63.5 heures a -50°C et a 3 bars, puis

conservé dans des tubes clos a une température de 5°C.

e Evaluation de la viabilité,’abandance et le potentiel de biodégradation du

pétrole par les souches lyophilisées

Apres le processus de lyophilisation, la viabilité, I’abondance et le potentiel de

dégradation des hydrocarbures des deux souches de Rhodococcus erythropolis CPN2 et
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Rhodococcus erythropolis CPN3 ont été évalués individuellement ou comme
consortium dans de 1’eau marine stérile.
Ceci a été testé dans des Erlenmeyers de capacité de 100 ml contenant des milieux
liquides additionnées d’un volume précis de pétrole stérile filtré, et a été nomme
"traitement™. Trois principaux traitements ont été réalisés comme sulit :

e Traitement SPI, composé d’eau marine stérile, pétrole et inoculum lyophilisée.

e Traitement SPN,composée d’cau marine stérile ,pétrole ,inoculum lyophilisé et

deux nutriments le KNO3(40mM) et le KH2P04(8 mM)

e Traitement NBPI, composeé de bouillon nutritif, pétrole et inoculum lyophilise.

Deux témoins nommeés SP, composé d’eau marine stérile et de pétrole et SPN,composée
d’eau marine stérile, de pétrole et de nutriments.

3 essais ont été réalisé pour chague traitements.

L’inoculum lyophilisé a été préparée en suspendant 0.05g de bactéries lyophilisées et un
volume de 30 ml d’eau marine mis dans des Erlenmeyers de capacité de 250 ml (ratio
de milieu de culture /bactérie lyophilisée de 30 : 0.5 (v/p)).

Le consortium a été préparé en suspendant 0.05g de chaque bactérie lyophilisée dans un
volume de 90 ml des différents milieux SPI, SPNI, NBPI mis dans des Erlenmeyers de
capacitée de 250 mL.

En ce qui concerne le pétrole, un volume de 0.25 mL de pétrole a été filtré avec une
membrane filtrante de 0.02 um puis additionné.

Apres 1 h d’hydratation, 10 ml de la suspension a été transféré 100 m des Erlens
capacité de 100ml et les nutriments ont été additionnés a SPN et SPNI

En paralléle, chaque bactérie lyophilisée (individuellement ou en consortium) a été
suspendu a raison de 0.05g dans 30mL milieu liquide BH a 2% NaCl (v/v) et
directement évalué pour la biodégradation du pétrole par la méthode du NPP (aucune
hydratation effectuée).

Tous les Erlens ont été bien fermes puis inoculés dans un agitateur sous une agitation de

100rpm, dans I’obscurité et & une température ambiante de 25°C et pour 24 h.

L’abondance de la bactérie dégradante du pétrole a eté évaluée pour chaque condition,
aprés 1 h (TO) et 24 h (T1) d’incubation en présence de pétrole, par la méthode de
nombre le plus probable "NPP".
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Differentes concentrations de consortium (composée de bactéries lyophilisées) ont
été testées en utilisant ’eau marine naturelle de plage comme liquide de dilution
(salinité : 36, pH : 8).

Pour la suspension mere, 0.05g de chaque bactérie lyophilisée a été suspendue dans 90
mL d’eau marine naturelle ce qui correspondait & une concentration de 1.7gL™. Deux
dilutions décimales  successives ont été réalisés ce qui correspondaient aux
concentrations 1.7gL™ et 1.7x10gL™ .Ces dilutions ont servit pour inoculer les

différents traitements

Les traitements SPI et SPNI ainsi que et les deux témoins SP et SPN ont été additionnés
avec I’eau marine et de 0.25 mL de pétrole stérile. Les Erlens ont été fermés incubés
dans un agitateur avec une agitation de 100 rpm, en obscurité et a une température de
25°C pour 24 h.

e Mise en évidence du processus de la bioremédiation par I’expérimentation

des microcosmes

Pour évaluer I’efficacité de la biodégradation de la concentration optimale du
consortium lyophilis¢ dans de 1’eau marine naturelle, une expérimentation de

microcosme a été réalisée.

10 mL d’eau marine naturelle et un ratio de 20 :0,5 (v/v) de pétrole stérile ont été mis

dans un Erlen de 100 mL. Trois différents traitements été testés :

e Atténuation naturelle (AN) : eau marine, pétrole.
e Biostimulation (BS) : eau marine, pétrole, nutriments (éléments nutritifs).
e Combinaison de biostimulation et de bioaugmentation (BA): eau marine,

pétrole, nutriments , consortium lyophilisé (& une concentration de 1.7.10gL™).

Tous les Erlens ont été fermés, incubés pour 15 jours, sous une agitation de 100 rpm, en

obscurité et a une température ambiante.

2 mL ont été collectes des solutions précédentes pour évaluer I’abondance des bactéries
dégradantes d’hydrocarbures. La mesure a été effectuée par la méthode du nombre le
plus probable (NPP) apres 24h (To), 7 jours (T7) et 15 jours (Tis) d’incubation en

présence de pétrole stérile.
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Cette technique estimation par le NPP a eté effectuée par la méthode des puits (96
puits).Bref, 20ul de I’échantillon a été inoculés dans 180 pl du milieu stérile BH a 2%
NaCl contenant 10 pl de pétrole stérile. Des dilutions décimales ont été egalement

effectuée a partir de 1’échantillon mere.

Aprés une incubation a 25°C pendant 15 jours, 50 pl de solution d’iodo-nitro-
tetrazolium stérile a été additionnée a chaque puits. Un résultat positif se traduit par une

coloration violette du puit apres 24 h d’incubation.
e Analyse des hydrocarbures pétroliers totaux (HPT)

Les différentes solutions contenues dans les Erlenmeyers dans de 1’expérience du
microsome ont été jetées.20 pl de tetra-chloro-éthylene ont été additionnées dans
chaque Erlenmeyer. Ces derniers ont été agités vigoureusement pour détacher le pétrole
de leur paroi et pendant 15 min dans un bain a ultrasons et traités pendant 15 min pour

extraire les Hydrocarbons.

L’analyse des Hydrocarbons pétroliers totaux dans ’extrait obtenu a été effectué par

spectrophotomeétrie.

I1 s’est avéré que I’acétate de sodium, le glucose et la peptone ont été de bons substrats
pour la croissance de la biomasse des deux souches R erythropolis CPN2 et R
erythropolis CPN3 avec I’acétate de sodium comme meilleure source de

carbone(résultat de la mesure de la biomasse n’¢€tait pas mentionné).

En ce qui concerne la viabilité et 1’abondance, les bactéries lyophilisées R erythropolis
CPN2 et R erythropolis CPN3 ont été trés abondantes dans les trois traitements SPI,
SPNI et NBPI en présence du pétrole aprés 1 heure d’incubation (Tg). Leur
concentration a été comprise entre 10° NPP/ml et 10" NPP/ml. Aprés 24 h d’incubation
(T1), les valeurs de concentrations ont pu dépasser 10™NPP/ml. Ces bactéries
lyophilisées ont été aussi tres abondantes dans le milieu BH (qui ne contient pas de
pétrole).Ce qui signifie que les bactéries lyophilisées ont été viables méme en présence
de pétrole (molécule toxique) et ont pu le dégrader.

En ce qui concerne les deux témoins, aucune croissance bactérienne n’a été observée
aprés 1 heure (To) et 24 h (T;) d’incubation ce qui confirme la stérilité des milieux

utilisés.
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En ce qui concerne le potentiel de dégradation des hydrocarbures du consortium
réalisées a différentes concentrations : 1.7 gL, 1.7.10™" gL™ et 1.7.10%gL™ les résultats
ont montré que :

e Les deux témoins SP et SPN contenait une faible concentration de consortium
lyophilisé estimé & 10'NPP/ml dans les 2 temps d’incubation (To, T1).

e Les valeurs maximales ont été observées dans les traitements. En fait, dans les
deux traitements SPI et SPNI la valeur NPP de consortium lyophilisé été faible
et a corrélé avec les valeurs NPP a Ty mais apres 24 h (T,) la concentration de
I’échantillon meére de consortium été estimées la plus élevée et a conduit a
’obtention de valeurs NPP de plus de 10™NPP/ml et avec les deux
concentrations : 1.7 gL et 1.7.10"gL™. D’ou le choix de la concentration 1.7.10°
gL pour réaliser I’expérience du microcosme.

Les résultats de I’évaluation de I’efficacité de la biodégradation du pétrole par le
consortium (expérience de microcosme) en effectuant 3 types de traitements :
atténuation naturelle (AN), biostimulation (BS) et combinaison de biostimulation et de

bioaugmentation (BA) sont mentionnés dans la figure suivante.

| Natural attenuation (NA) Biostimulation (BS) Bioaugmentation (BA)

Figure 7 : Aspect visuel du microcosme : au départ de ’expérience T,, apreés 7 jours T et

apreés 15 jours T;s pour les différents traitements : atténuation naturelle (AN),

biostimulation (BS) et combinaison de biostimulation et de bioaugmentation (BA).avec un

inoculum de consortium Iyophilisé.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

A Ty et pour les 3 traitements, une séparation (espace vide claire) entre le pétrole et le

milieu.

Apreés 7 jours, une séparation claire a été toujours observée pour 1’atténuation (AN) et la
biostimulation (BS) (espace vide) mais pour la bioaugmentation un mélange un mélange

clair entre le pétrole et le milieu a été observé.

Aprés 15 jours, la séparation claire a été observée pour I’AN.et le mélange clair entre le

pétrole et le milieu a commencé a se fermer pour le BS

e Apres 24 h (T1) les plus hautes valeurs de consortium dégradants les
hydrocarbures été observés dans le processus BA (10°NPP/ml), suivi par le
processus BS (10'NPP/ml)

e Aprés 7 jours (T7), la valeur de consortium était de plus de 10"*NPP/mI pour le
traitement BA tandis qu’elles ont ét¢ de 10™°NPP/ml pour le traitement NA et
BS.

e Entre [e7™ jours (T) et le 15“™ jours (Tis) la valeur était toujours de 10°
NPP/mI pour le traitement NA mais pour le processus BS la valeur a atteint 10™°
NPP/ml.

e Apres 15 jours (T15), les deux traitements BA et BS ne présentaient aucune

différence significative en termes d’abondance de bactérie dégradante.

Apres 15 jours (Tis), le pourcentage d’élimination de I’expérience de microcosme du

pétrole a été de 47%, 37% et 24% pour le traitement BA, NA et BS consécutivement.
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Conclusion

Notre analyse de 19 articles scientifiques qui ont concentré sur l'intérét
biotechnologique des especes de Rhodococcus d'origine marine nous a permis de
conclure que ces especes isolées de différentes niches marines avaient la capacité de
synthétiser diverses substances telles des enzymes, des nanoparticules, des pigments,
des biomolécules actives, du biodiesel, des pigments et des biosurfactant dans des
conditions extrémes et parfois défavorables pour d’autres bactéries (présence des
concentrations élevées en NaCl, présence de molécules toxiques tels que les métaux
lourds...etc), et de dégrader divers polymeres tels les polypropyléne, des hydrocarbures
et des alcanes qui constituent une réelle menace de la vie de différents organismes
marin. Par conséquent, elles peuvent étre exploitées dans différents secteurs comme le
secteur alimentaire, environnemental, médical, industriel..etc.

Dans d'autres études, certaines especes étaient des meilleures candidates parmi d’autres
bactéries, c’est I’exemple de Rhodococcus sp. 191 qui était la meilleure bactérie
productrice de biosurfactant selon I'étude menée par Malevenda et al.,2015.

Il est intéressant de mentionner aussi que certains métabolites étaient isolés pour la
premiére fois du genre Rhodococcus, c’est I’exemple du rhodindohyde, du 3-isopropyl
hexahydro-1H-pyrido-5(1,2-a) pyrazine-1,4(6H)-dione et du phosphinothricine-acétyl-
transférase produits par Rhodococcus sp.UA13, Rhodococcus sp VLD 10 et
Rhodococcus sp. YM12 selon I'étude menee par Wu et al., 2014 ; Yellamanda et al.,
2016 ; Fahim, et al., 2021.
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Résumeé

Dans notre étude, 19 articles scientifigues qui ont concentré sur l'intérét
biotechnologique des especes de Rhodococcus d'origine marine (eau, sol,
sédiments...etc) ont été¢ analysés.

Nous avons utilisé comme mots-clés : Rhodococcus, actinomyceétes, marin, eau marine,
sédiment marin, biotechnologie, application, synthése, dégradation, bioremédiation.
Notre étude analytique a revélé que les espéces marines de Rhodococcus représentent
des candidats prometteurs pour diverses applications biotechnologiques en raison de
leur potentiel a produire plusieurs composes et molécules tels que des enzymes, des
nanoparticules, des molécules bioactives, du biodiesel, des pigments et des
biosurfactant...etc. Certains composés ont été produits pour la premiére fois a partir de
Rhodococci marins tels que le rhodindohyde produit par Rhodococcus sp. UA13, le 3-
isopropyl-hexahydro-1H-pyrido-5(1,2-a) pyrazine-1,4(6H)-dione produit  par
Rhodococcus sp VLD 10 et La phosphinothricine-acétyl-transférase produit par
Rhodococcus sp. YM12. D'autres composés possedaient des propriétés extraordinaires,
ils étaient, par exemple, produits dans des conditions extrémes (présence de fortes
concentrations de métaux lourds ou des concentrations élevées en NaCl...) tels les
caroténoides produits par Rhodococcus sp.

La capacité des especes marines de Rhodococcus a dégrader certains polluants tels que
les microplastiques, les huiles, le pétrole brut...etc permet leur utilisation dans des
processus de bioremediation de sites pollués.

Mots-clés: Rhodococcus, actinomyceétes, marin, eau marine, sédiment marin,

biotechnologie, application, synthese, dégradation, bioremédiation.



Abstract

In our study, 19 scientific papers focusing on the biotechnological interest of
Rhodococcus from marine origin (water, soil, sediments. . .etc) were analyzed.

As keywords we used: Rhodococcus, actinomycetes, marine, marine water, marine
sediment, biotechnology, application, synthesis, degradation, bioremediation.

Our analytical study revealed that the marine Rhodococcus species represent promising
candidates for diverse biotechnological applications due to their potential to produce
several compounds and molecules such as enzymes, nanoparticles, bioactive molecules,
biodiesel, pigments and biosurfactant...etc. Some compounds were produced for the
first time from marine Rhodococci such rhodindohyde from Rhodococcus sp.UA13, 3-
isopropylhexahydro-1H-pyrido-5(1,2-a)pyrazine-1,4(6H)-dione from Rhodococcus sp
VLD 10 and phosphinothricine-acetyl-transferase from Rhodococcus sp. YM12 . Other
compounds possessed extraordinary properties, they were produced for example under
extremes conditions (presence of high concentrations of heavy metals, high
concentrations of NaCl...) such carotenoids from Rhodococcus sp. .

The ability of marine Rhodococcus species to degrade some pollutants such

microplastics, oils, crude oil... etc allow their use in bioremediation of polluted sites.

Keywords: Rhodococcus, actinomycetes, marine, marine water, marine sediment,

biotechnology, application, synthesis, degradation, bioremediation.
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Résumé

Dans notre étude, 19 articles scientifiques qui ont concentré sur l'intérét biotechnologique des espéces de
Rhodococcus d'origine marine (eau, sol, sédiments...etc) ont été analysés.

Nous avons utilis¢ comme mots-clés : Rhodococcus, actinomycétes, marin, eau marine, sédiment marin,
biotechnologie, application, synthése, dégradation, bioremédiation.

Notre étude analytique a révélé que les espéces marines de Rhodococcus représentent des candidats
prometteurs pour diverses applications biotechnologiques en raison de leur potentiel a produire plusieurs
composés et molécules tels que des enzymes, des nanoparticules, des molécules bioactives, du biodiesel, des
pigments et des biosurfactant...cetc. Certains composés ont été produits pour la premiere fois a partir de
Rhodococci marins tels que le rhodindohyde produit par Rhodococcus sp. UA13, le 3-isopropyl-hexahydro-
1H-pyrido-5(1,2-a) pyrazine-1,4(6H)-dione produit par Rhodococcus sp VLD 10 et La phosphinothricine-
acetyl-transférase produit par Rhodococcus sp. YM12. D'autres composés possédaient des propriétés
extraordinaires, ils étaient, par exemple, produits dans des conditions extrémes (présence de fortes
concentrations de métaux lourds ou des concentrations élevées en NaCl...) tels les caroténoides produits par
Rhodococcus sp.

La capacité des especes marines de Rhodococcus a dégrader certains polluants tels que les microplastiques,

les huiles, le pétrole brut...cetc permet leur utilisation dans des processus de bioremédiation de sites pollués.
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