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LES ABREVIATIONS 
 

COV: composé organique volatil. 
IPA: alcool isopropanol. 
CITEPA: Centre Interprofessionnel Technique d’Etudes de la Pollution Atmosphérique. 
MEK: la méthyléthylcétone. 
ppm: partie par million. 
Kow: le coefficient de partage octane-eau. 
ARNr: acide ribonucléique ribosomal. 
ADNr: acide désoxyribonucléique ribosomal. 
G+C%: coefficient de Chargaff. 
DAP: l’acide 2,6 diaminopimélique. 
ppb: partie par billion. 
ATP: l'adénosine triphosphate. 
DO: la densité optique. 
HAPs: les hydrocarbures aromatiques polycycliques. 
DDT: dichlorodiphenyltrichloroethane. 
ISP: "International Streptomyces Project". 
Psi: pound per square inch. 
CPG: chromatographie en phase gazeuse. 
FID: détecteur par ionisation à flamme. 

NaCl: chlorure de sodium. 
KNO3: nitrate de potassium. 
KH2PO4: phosphate monopotassique. 
K2HPO4: phosphate dipotassique. 
(NH4)2SO4: sulfate d'ammonium.  
CaCO3: carbonate de calcium. 
Na2HPO4, 2H2O : phosphate disodique dihydraté. 
Na2SO4 : sulfate de sodium. 
MgSO4, 7H2O : sulfate de magnésium sept fois hydraté. 
EDTA : acide éthylène tétracétique. 
FeSO4, 7H2O: sulfate de fer sept fois hydraté. 
MnCl2, 4H2O: chlorure de manganèse quatre fois hydraté. 
ZnSO4, 7H2O: sulfate de zinc sept fois hydraté. 
CuSO4, 5H2O: sulfate de cuivre cinq fois hydraté. 
CaCl2, 2H2O: chlorure de calcium dihydraté. 
Na2MoO4, H2O: molybdate de sodium une fois hydraté. 
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INTRODUCTION 

 
 

Les composés organiques volatils (COV) sont parmi les différentes émissions contribuant 

à la dégradation de notre environnement. Ils sont considérés comme étant les sources majeures 

de la pollution directe (toxicité, odeur) ou indirecte (« smog » et réchauffement) de l’air. Parmi 

les COV, on peut citer les composés aromatiques (toluène, xylènes), les composés cétoniques 

(acétone, méthyléthylcétone), les alcools (méthanol, éthanol, propanol), les acétates (acétate 

d’éthyle) et les dérivés chlorés (chlorure de méthylène, perchloro-éthylène). 

 

          La méthyléthylcétone ou (MEK) est le composé organique volatil qui fait l’objet de notre 

étude. C’est un produit largement utilisé comme solvant, entrant dans la composition des 

peintures, de vernis, d’encres, de colles et d’adhésifs. Il est utilisé également comme agent 

stérilisateur et dans de nombreux procédés tels que : l’extraction de certaines huiles végétales et 

minérales, la fabrication de cuir synthétique, de ruban magnétique, de film transparent et autres 

polymères, et sert également d'intermédiaire de synthèse de plusieurs produits chimiques. 

 

          La MEK est libérée dans l'environnement à partir des utilisations industrielles et 

domestiques conduisant à mettre en danger la qualité de l'air et la santé publique. Dans 

l’environnement, la MEK semble être très mobile, elle est pratiquement non bioaccumulable et 

facilement biodégradable. Cependant, dans l’air, elle produit des radicaux libres qui conduisent à 

la formation de l’ozone, qui l’un des principaux constituant du smog photochimique (Grosjean 

et al., 1983). En outre, dans le sol, elle peut être facilement lessivée et provoque l’altération de la 

qualité des eaux souterraines. Son impact pour la santé humaine peut aller des signes d’irritation 

des muqueuses (oculaires, nasales et pharyngées), à des troubles digestifs ou des céphalées, voire 

des troubles du système nerveux central à des fortes concentrations. La toxicité de la MEK est 

élevée en présence d’autres solvants organiques  (Murphy, 1984). Par conséquent, il est 

nécessaire d'éliminer la MEK de l'environnement, afin d'éviter ces impacts.  
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         Depuis plusieurs décennies, le traitement de l'air contaminé par des solvants organiques 

volatils fait l'objet de plusieurs recherches dans l’espoir de trouver le procédé le plus efficace et 

le moins onéreux. En parallèle aux diverses technologies de traitements (physiques et 

chimiques), on assiste ces dernières années à l'émergence de procédés biologiques qui semblent 

très appréciées. En effet, ces procédés sont très efficaces, très respectueux du point de vue 

environnemental et reviennent à moindre coût. Le principe de ces procédés se base sur la 

capacité des microorganismes à utiliser les polluants comme seule source de carbone et 

d’énergie.  

 

Les boues activées étant très riches en matière organique et inorganique, sont considérées 

comme un réservoir important de microorganismes. Dans cet écosystème, les bactéries 

filamenteuses notamment les actinomycètes y sont fortement présents (Lechevalier et 

Lechevalier, 1994 ; Kampfer, 1997 ; Schuppler et al., 1998 ; Seviour et al., 2003 ; 

Boudemagh et al., 2006). Quelques résultats de recherche, montrent que la MEK est 

biodégradée par des organismes présents dans certains environnements par exemple, les eaux 

usées (Dore et al., 1975) et le sol (Perry, 1968). 

 

Les actinomycètes sont des bactéries filamenteuses à Gram positif très répandues dans la 

nature, sont connues par leur aptitude à jouer un rôle très important dans la biodégradation de la 

matière organique et inorganiques présentes dans la nature. Les travaux mettant en œuvre des 

microorganismes responsables de la biodégradation de la MEK sont relativement rares, et très 

peu d'études ont été réalisées sur les actinomycètes. 

 

          Dans cette étude, l’objectif est d’isoler à partir des boues activées, les actinomycètes 

présents et d’étudier leur capacité à dégrader la méthyléthylcétone. Il s’agit également 

d’identifier au niveau du genre la ou les souches les plus performantes. Ce sujet s’inscrit dans le 

cadre de la protection de l’environnement et de la dépollution atmosphérique. Les objectifs 

assignés dans ce travail, s’inscrivent parfaitement dans le magistère de gestion des déchets, 

évaluation et solutions environnementales.  
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I.1. Les composés organiques volatils  

 

I.1.1. Définition  
Il n’y a pas d’accord sur une définition exacte des COV. D’une manière générale, les 

COV sont des substances organiques, c’est-à-dire contenant au moins un atome de carbone, qui 

passent facilement à l’état de gaz.  
Dans le langage courant, les COV sont souvent synonymes des solvants organiques. Aux 

Etats-Unis, sous l’influence des problèmes environnementaux, on appelle COV tous les 

composés organiques qui contribuent à la création de l’ozone photochimique.  

La plupart des définitions reposent sur les propriétés physiques et chimiques de ces 

composés: le point d’ébullition, l’équilibre gaz/liquide ou la tension de vapeur. La propriété qui 

est généralement prise en compte est la pression de vapeur saturante. Aux Etats-Unis, les COV 

sont des composés organiques dont la pression de vapeur est au-dessus de 13.3 Pa à 25°C 

(Dewulf et Langenhove, 2002). En Europe, la Directive 1999/13/CE du Conseil du 11 mars 

1999, définit les COV comme des produits chimiques organiques dont la pression de vapeur est 

au-dessus de 10 Pa à 20°C. En Australie les COV sont définis comme des composés chimiques 

ayant une pression de vapeur supérieure de 0.27 kPa à 25 °C (Dewulf et Langenhove, 2002). 

Les divergences qui existent au niveau de la définition des COV rendent difficile de 

dresser une liste exhaustive de ces composés.  

Rafson (1998), répertorie environ 500 COV. Les familles de COV qui reviennent le plus 

souvent dans la littérature sont : 

- Les aliphatiques (heptane, hexane, pentane, …) ; 

- Les aromatiques (benzène, toluène, éthylbenzène et xylène appelé aussi famille des 

BTEX) ;  

- Les alcools (éthanol, méthanol, butanol, IPA : alcool isopropanol …) ; 

- Les cétones (acétone, méthyléthylcétone, cyclohexanone…) ; 

- Les esters (acétates d’éthyle, de butyle, d’isopropyle…) ; 

- Les chlorés (perchloréthylène, trichloréthylène, dichlorométhane) ; 

- Les composés azotés (amines, nitriles…) ;  

- Les composés soufrés (mercaptans, diméthylsulfure…) ;  
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- Les éthers (1,4-Dioxane) ;  

- Les aldéhydes (formaldéhyde). 

 

I.1.2. Sources d’émission dans l’atmosphère  
Les émissions de COV dans le monde sont estimées à environ un milliard de tonnes pour 

l'année 2000. Elles proviennent principalement, à hauteur de 90%, de sources naturelles 

(fermentation biologique, fuites de gaz naturel, éruptions volcaniques) et à hauteur de seulement 

10% de sources anthropiques (Cornille, 1992). Cependant, dans les grandes zones industrielles 

ou urbaines, les émissions anthropiques deviennent prépondérantes. Par exemple en France, en 

1996, 16% des émissions sont d’origine naturelle contre 84% d’origine anthropique. 

Pour cette raison, les pays industrialisés ont commencé à mettre en place des 

observatoires de surveillance de la qualité de l’air. En France, cela a été fait en 1961 par la 

création d’une association de type loi 1901 : le CITEPA (Centre Interprofessionnel Technique 

d’Etudes de la Pollution Atmosphérique). 

Grâce au travail du CITEPA, les principaux secteurs responsables des émissions de COV 

ont été reconnus. La figure N°1, présente l’inventaire des principales sources d’émissions de 

COV. 

  Figure N°1: Inventaire des sources principales d’émissions de COV (Liu and Liptak, 1995). 
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I.1.3. Effets et impacts des COV  
La présence de COV dans l'atmosphère présente des risques directs et indirects pour la 

santé humaine et pour l'environnement. 
 

I.1.3.1. Les effets sur l’environnement  

L’effet direct des COV sur les végétaux reste méconnu, leur impact est surtout indirect et 

étroitement lié à leurs propriétés de réactivité chimique. Dans la troposphère, c’est à dire entre 

sept et dix kilomètres du sol, et sous l’effet des rayonnements solaires, les COV et les oxydes 

d’azote réagissent pour former des polluants secondaires tels que l’ozone. C’est pourquoi les 

COV sont qualifiés de précurseurs photochimiques (Monod et al., 1998). 

L’ozone est un polluant toxique, qui entraîne une baisse de la production des plantes. 

L’ozone provoque des perturbations des fonctions vitales de la plante : modification de la 

perméabilité des membranes, troubles physiologiques de la photosynthèse et de la respiration, 

changements de la pigmentation, pertes des aiguilles chez les conifères (Dusserre et al., 1998). 

Par ailleurs, ce phénomène peut contribuer à des modifications climatiques du fait que 

l’ozone est un gaz à effet de serre. 

 

I.1.3.2 Les effets sur la santé  

Les COV affectent la santé selon deux voies : indirectement du fait de leur réactivité dans 

la troposphère (formation d’ozone) et directement sur l’organisme. 

L’ozone généré affecte les capacités respiratoires et irrite les muqueuses (yeux, gorge). 

Les personnes les plus sensibles sont les enfants, et les personnes malades ou allergiques. 

Les COV sont responsables d’un large panel d’affections décrites par les Fiches 

Toxicologiques de l'Institut National de Recherche et de Sécurité (INRS). L’importance des 

symptômes dépend du polluant, du type de contact (inhalation, voies percutanées, ingestion), de 

la concentration, de la durée de l’exposition ainsi que de la sensibilité du sujet. Les troubles 

identifiés sont classés sur une gamme allant de l’irritation de la peau ou des muqueuses, à des 

troubles cardiaques, psychomoteurs ou neurologiques. Certains COV sont soupçonnés d’effets 

tératogènes et cancérigènes (Dusserre et al., 1998). 
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I.1.4. Les principaux procédés de traitement des COV 

Face à l’impact environnemental et sanitaire des COV, les autorités ont mis en place des 

réglementations strictes sur les rejets industriels de ces composés. Afin de diminuer les émissions 

de composés polluants, une limitation d’utilisation de solvants au cours du procédé peut être 

envisagée (Chadha and Parmele, 1993). 

Cependant, si cette réduction ne peut être mise en place, il est nécessaire de traiter les 

rejets avant leurs émissions dans l’atmosphère.  
Le traitement des rejets comporte deux aspects étroitement liés, qui sont le captage des 

polluants dans un débit d'air pour constituer l'effluent brut, et l'application à cet effluent d'un 

procédé de traitement. Les procédés de traitement se classent en deux grandes catégories : 
 

- Les procédés récupératifs : toutes les possibilités de réutilisation des COV récupérés 

doivent être examinées (recyclage dans le même procédé, dans un autre procédé, vente). 

Parmi ces procédés figurent l'absorption, l'adsorption, la condensation, la séparation sur 

membrane. 

- Les procédés destructifs : qui comprennent le traitement biologique, la photocatalyse, 

l'oxydation thermique et catalytique (figure N°2). 

 

                              Figure N°2: Les principaux procédés de traitement des COV. 
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I.1.5. Les procédés biologiques  
 

I.1.5.1. Le principe   

Si l’utilisation des procédés biologiques date de plusieurs dizaines d’années dans le 

domaine du traitement des odeurs (mise en œuvre du premier biofiltre a lit de terre et a ciel 

ouvert pour l’élimination d’odeurs aux Etats-Unis en 1957) (Brauer, 1986; Van Groenestijn 

and Hesslink, 1993), leur mise en œuvre pour le traitement d’effluents gazeux chargés en COV 

est beaucoup plus récente, notamment grâce a une meilleure connaissance des processus mis en 

jeu (Fanlo et al., 1998).  

Le traitement biologique des COV se base sur la capacité des micro-organismes, en 

particulier des bactéries, à dégrader en aérobiose ces composés, qui servent de substrat pour leur 

croissance. 

Le principe général de biodégradation des COV par de micro-organismes d’après Brauer 

(Brauer, 1986) suit la réaction exothermique suivante : 

          

                                                                           Microorganismes 

           COV + O2 + H2O + N + P + Oligoéléments             Biomasse + CO2 + H2O + chaleur 

 

Dans des conditions optimales de température et d’humidité, la réaction précédente 

montre que la biodégradation peut conduire à une transformation et une oxydation totale des 

COV en CO2 et en H2O.  

Les micro-organismes impliqués dans ces réactions sont des hétérotrophes, c'est-a-dire 

qu’ils utilisent le carbone organique contenu dans les COV comme source de carbone et 

d’énergie indispensable à leur développement (Edwards and Nirmalakhandan, 1996). 

Les micro-organismes proviennent généralement d’une suspension de boues activées 

issue d’une station d’épuration des eaux usées (Simon and Ottengraf, 1987). Dans certaines 

études, un inoculum spécialisé peut être également utilisé en amont du démarrage du laveur 

biologique (Kennes and Thalasso, 1998). Dans ces cas là, une période d’adaptation est 

nécessaire afin de réduire leur phase d’adaptation et accélérer le démarrage de ces procédés 

(Leson and Smith, 1997). 



                                                                                                              Chapitre I: Synthèse bibliographique 
 

 

8 
 

Le tableau N°1, présente des exemples de micro-organismes reconnus pour leur capacité 

à dégrader des COV.  

         

      Tableau N°1: Exemples de micro-organismes impliqués dans la dégradation de certains                

                                                        polluants (Lalanne, 2006). 

 

Polluants Micro-organismes Bibliographies 

Acétone Rhodococcus sp. (Kirchner, 1993) 

Monochlorobenzène Pseudomonas sp. JS 150 (Oliveira et al., 2002) 

Méthanol Corynebacterium (Le Cloirec et al., 2003) 

Acétate d’éthyle Pseudomonas sp. (Le Cloirec et al., 2003) 

Acétate de butyle Pseudomonas sp. (Le Cloirec et al., 2003) 

Benzène Phanerochaete chrysosporium 

Pseudomonas Putida 

Pseudomonas sp. 

(Oh et al., 1998) 
(Converti et al., 1997; Oh and Bartha, 
1997) 
(Chang et al., 1993) 

Dichloroéthane Xanthobacter (Ottengraf, 1986) 

Dichlorométhane Hyphomicrobium sp. (Ottengraf, 1986) 

Ethylbenzène Pseudomonas Putida (Converti et al., 1997; Oh and Bartha, 
1997) 
 

MEK Rhodococcus sp. (Kirchner, 1993) 

Toluène 

 
 
 

Nocardia 

Phanerochaete chrysosporium 

Pseudomonas Putida 

Pseudomonas sp. 

(Le Cloirec et al., 2003) 
(Oh et al., 1998) 
(Converti et al., 1997; Oh and Bartha, 
1997) 
(Chang et al., 1993) 

Xylène Phanerochaete chrysosporium 

Pseudomonas Putida 

Nocardia 

(Oh et al., 1998) 
(Converti et al., 1997; Oh and Bartha, 
1997) 
(Zili et al., 1993) 

         

Il existe trois types de bioprocédés qui peuvent être classés suivant le caractère mobile ou 

statique de la phase aqueuse et de la biomasse. Le tableau N°2 reprend cette classification. 
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                   Tableau N°2: Classification des procédés de traitement biologiques 

                                                (Simon and Ottengraf, 1987). 

 

                          Phase aqueuse 

Biomasse 

Mobile Stationnaire 

En suspension Biolaveur - 

Fixée Lit bactérien Biofiltre 

 

Les avantages des procédés biologiques sont les suivants : 

- Un coût de fonctionnement modéré, 

- l’absence de nocivité des produits de dégradation (biomasse, eau et dioxyde de carbone), 

- leur image positive auprès de l’opinion publique qui les perçoit comme des technologies  

respectueuses de l’environnement (Sandrine, 2005). 

  

I.1.5.2. Les principaux procédés biologiques  

 

I.1.5.2.1. Le lit bactérien  

Dans ce dispositif, la phase aqueuse est mobile, alors que la biomasse est immobilisée sur 

un matériau inorganique ou synthétique (figure N°3). 

Il semble parfaitement adapté à l’élimination de composés hydrosolubles (Veiga et al., 

1998) ou des composés odorants comme le l’hydrogène sulfuré (Cox and Deshusses, 2002; 

Potivichayanon et al., 2005). 

 

I.1.5.2.2. La biofiltration  

Dans un biofiltre, la biomasse est fixée sur un matériau support et les COV sont transférés 

de la phase gazeuse dans la phase liquide (biofilm) et servent de substrat à la croissance 

bactérienne (figure N°3).  

Les micro-organismes épurateurs peuvent provenir directement du matériau filtrant (sol, 

tourbe, compost..), d’une suspension de boues activées ou d’un inoculum spécialisé et 

préalablement adapté aux COV à épurer (Jorio and Heitz, 1999). 
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Du point de vue de la mise en œuvre, la biofiltration est la technique biologique qui a fait 

l’objet du plus grand nombre d’applications industrielles. 

 

I.1.5.2.3. Le lavage biologique  

Un laveur biologique ou biolaveur, permet l’élimination des COV contenus dans un 

effluent gazeux selon deux phases distinctes. Dans un premier temps, le transfert des polluants 

dans la phase aqueuse a lieu dans une colonne de lavage (Comas et al., 1996). La dégradation 

biologique des COV transférés s’effectue ensuite au sein d’un bassin d’oxydation aérobie séparé 

contenant une biomasse en suspension (Thalasso et al., 1991) (figure N°3). 

Ce système apparaît particulièrement approprié dans le cadre du traitement de composés 

ayant des cinétiques de dégradation lentes (Sandrine, 2005).  

    

 Figure N°3: Schéma du principe des différents procédés biologiques (Sandrine, 2005). 
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I.2. La méthyléthylcétone  

 

I.2.1. Définition et propriétés  
La méthyléthylcétone est un liquide incolore, volatil, dégageant une forte odeur sucrée 

(limite olfactive : 5,4 ppm). Cette cétone est largement utilisée comme solvant, entrant dans la 

composition des peintures, de vernis, d’encres, de colles et d’adhésifs (particulièrement les 

vinyliques, nitrocellulosiques ou acryliques). Elle sert également comme agent d’extraction de 

certaines huiles végétales et minérales (INRS, 2003). 

Bien que la MEK est un  produit chimique de synthèse, certaines sources naturelles 

existent, y compris certains aliments (poulet cru, le lait, certains fromages), certaines plantes et 

arbres, et la fumée du tabac.  

                    Figure N°4 : Structure chimique de la méthyléthylcétone (MEK)  

                               

 
La méthyléthylcétone, est également connu sous les noms de  2-butanone, butanone, 

methyl ethyl ketone (MEK) et methyl acetone. Certaines propriétés physiques et chimiques sont 

énumérés ci-dessous (ATSDR, 1992; CRC, 1994; HSDB, 1999; NTP, 2002 ; INRS, 2009) : 

Formule chimique : C4H8O. 

Masse molaire : 72.11. 

Densité : 0.805 g/mL @ 20°C. 

Pression de vapeur : 77.5 mm Hg @ 20oC. 

Solubilité dans l’eau : 275 mg/ml @ 20oC. 

Coefficient de partage octanol/eau, log Pow : 0,29. 

Facteurs de conversion : 1 ppm = 2.95 mg/m3, 1 mg/m3 = 0.340 ppm @ 25°C, 760 mm Hg. 

           

A température ambiante, La MEK est un liquide limpide, incolore, volatil, dont l’odeur 

forte et plutôt sucrée rappelle celle de l’acétone et peut être détectée des 5,4 ppm. Elle est très 



                                                                                                              Chapitre I: Synthèse bibliographique 
 

 

12 
 

soluble dans l’eau et miscible à de nombreux solvants organiques usuels, éthanol et éther 

diéthylique notamment. Elle est inflammable, avec un point d'éclair de -3°C.  

La MEK est fortement réactive avec un certain nombre de produits chimiques, y compris 

le tert-butoxyde de potassium, le chloroforme, le peroxyde d'hydrogène, et les oxydants forts 

(par exemple, les acides chlorosulfoniques, sulfuriques, et nitriques). 

Elle peut également réagir avec les bases et les agents réducteurs forts. Des réactions 

vigoureuses se produisent avec le chloroforme en présence de bases, et des peroxydes explosifs 

se forment lorsqu’elle est ajoutée au peroxyde d'hydrogène et l'acide nitrique.  

 

I.2.2. Production et sources d’émission  
Les valeurs récentes de fabrication industrielle annuelle de la méthyléthylcétone (en 

milliers de tonnes) sont les suivantes: États-Unis, de 212 à 305; Europe de l'Ouest : 215 ; Japon : 

139 (International Programme on Chemical Safety, 1992). 
La MEK est libérée dans l'atmosphère par les industries chimiques, pétrochimiques, 

agroalimentaires, de pâtes et papiers, de l'impression couleur, de la peinture et de revêtement et 

des industries électroniques, etc conduisant à mettre en danger la qualité de l'air et la santé 

publique (Mitchell, 1992).  

En plus de l’activité industrielle, l'activité humaine peut être une source d'émission de 

méthyléthylcétone dans l'atmosphère, dont entre autres, la fumée de cigarette (500 ppm), et les 

gaz d'échappement des moteurs à essence (<0.1 à 1,0 ppm) (International Programme on 

Chemical Safety, 1992). 

La MEK se produit aussi naturellement à des faibles concentrations. Elle a été détectée 

dans les muscles de poitrine de poulet, les résidus de mauvaises herbes, les graines de pois, les 

feuilles de genévrier, les macroalgues marines. Des études ont montré que la MEK produit une 

saveur et une odeur dans une large gamme d'aliments, notamment le fromage et autres produits 

fermentés, souvent en raison de l'activité bactérienne. 

La MEK a été détectée dans l'urine des humains non exposés professionnellement, dans 

le sang humain et dans l'air expiré. Des observations suggèrent fortement que la MEK peut être 

un produit secondaire du métabolisme des mammifères (International Programme on 

Chemical Safety, 1992). 
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I.2.3. Utilisations  
La méthyléthylcétone est surtout utilisée comme solvant. Son pouvoir de dissolution lui 

permet de dissoudre des gommes, des résines, plusieurs polymères synthétiques, des graisses et 

des huiles. Ainsi, on l'utilise dans diverses formulations comme les : 

 
- Revêtements de polymères vinyliques, 

- les laques, notamment les laques à base de nitrocellulose et des acryliques,  

- les vernis et peintures à vaporiser,  

- les décapants et diluants à peintures et vernis,  

- les encres d'imprimeries, 

- les colles et autres adhésifs. 

En industrie, on utilise la méthyléthylcétone dans de nombreux procédés tels que :  

 

- L'extraction de graisses, huiles, cires et résines naturelles, 

- le déparaffinage des huiles minérales,  

- la fabrication de cuir synthétique, de ruban magnétique, de film transparent et autres 

polymères,  

- la fabrication des poudres colloïdales en pyrotechnie,  

- la décaféination du café et du thé,  

- l'extraction de saveurs. 

 

La méthyléthylcétone est aussi un intermédiaire de synthèse de plusieurs produits 

chimiques de différentes catégories, comme le production de la méthyl isopropyl cétone, le 

peroxyde de méthyléthylcétone (un catalyseur de polymérisation), et la méthyl éthyl cétoxime 

(un antioxydant utilisé par exemple, dans les peintures) (International Programme on 

Chemical Safety, 1992 ; Bohnet et al., 2003). 

De petites quantités de méthyléthylcétone sont aussi utilisés comme agent stérilisateur 

pour les instruments chirurgicaux, aiguilles hypodermiques, les seringues et les instruments 

dentaires; et comme solvant dans la production de produits pharmaceutiques et cosmétiques 

(Mannsville, 1993 ; HSDB, 1994).  
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I.2.4. Comportement dans l’environnement            
La méthyléthylcétone est libérée dans l'environnement à partir des utilisations 

industrielles et domestiques. Cette libération peut résulter d’un : 

 
- Déversement; 

- Evacuation des gaz;  

- Emissions pendant la fabrication, le transfert et l'utilisation;  

- Evaporation à partir des surfaces revêtues; 

- Des pertes des décharges et des dépotoirs de déchets; 

- Des pertes des gaz d’échappement des moteurs. 

  

Ces rejets entre presque tous finalement dans l'atmosphère. La MEK a été détectée aussi 

dans l'eau potable, l'eau des puits, les eaux souterraines et dans les lixiviats des sites de déchets 

dangereux (International Programme on Chemical Safety, 1992). 

 

La MEK semble être très mobile dans l'environnement naturel. Elle est fortement soluble 

dans l'eau (275 g/l à 20°C) et s'évapore rapidement dans l'air. 

 

C'est un composé très volatil. Une fois déversé sur le sol, il s’évapore. Les vapeurs, plus 

denses que l’air, peuvent se propager au niveau du sol et pénétrer dans les égouts et les sous-sols 

(Guide d’intervention chimique, 2009). 

 

D’après la valeur du log Pow, la méthyléthylcétone est pratiquement non bioaccumulable. 

Elle est rapidement absorbée et métabolisée par les mammifères (Divincenzo et al., 1976; Dietz 

et al., 1981; Miyasaka et al., 1982), et par de nombreux microbes (Gerhold et Malaney, 1966; 

Dojlido, 1977; Urano et Kato, 1986).  

 

Les principales voies de dégradation de la méthyléthylcétone dans l'atmosphère sont, la 

réaction avec les radicaux hydroxyles ainsi que la photolyse directe (Guide d’intervention 

chimique, 2009). 
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I.2.5. Les effets sur l’environnement  
La MEK est photochimiquement réactive, elle produit des radicaux libres qui conduisent 

à la formation de l’ozone, l’un des principaux constituant du smog photochimique (Grosjean et 

al., 1983). L’ozone présent des risques directs et indirects pour la santé humaine et pour 

l'environnement, dont les principaux sont décrits dans la partie précédente. 

Elle est également très mobile et peut être lessivé du sol par l'eau et altérer cependant la 

qualité des eaux souterraines. Dans l'eau contenant des halogènes libres ou hypohalites, elle 

réagit pour former des haloformes qui sont plus toxiques que le composé d'origine 

(International Programme on Chemical Safety, 1992).  Son utilisation comme solvant dans 

les colles pour tuyau en chlorure de polyvinyle peut  l’introduire dans l'eau potable (4,5 ppm, 6 

mois après l'installation) (HSDB, 1994).  

Dans l’environnement aquatique, elle est facilement biodégradable et peu nocive. Elle 

peut cependant poser un problème de façon ponctuelle et localisée (Guide d’intervention 

chimique, 2009). La toxicité de la méthyléthylcétone sur les organismes aquatiques est 

faible, les valeurs de toxicité sont supérieures à 100 mg/l. 

Elle a également une faible toxicité sur les rongeurs terrestres après exposition par 

inhalation. 

La MEK est produite par des champignons à des concentrations qui affectent la 

germination de certaines plantes (International Programme on Chemical Safety, 1992). 

 

I.2.6. Les effets sur la santé  
Les effets de la méthyléthylcétone sur la santé humaine dépendent de la dose présente, la 

longueur et la fréquence de l'exposition, ainsi que de la santé de la personne. 

 

I.2.6.1. Les sources d’exposition 

L'exposition au MEK peut se produire dans le lieu de travail ou à partir de 

l'environnement par :   
- La respiration de l'air contaminé de la production ou de l’utilisation des peintures, colles, 

revêtements, produits de nettoyage, etc. 

- La respiration de l'air contaminé à proximité des sites de déchets dangereux. 
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- La respiration de la fumée de cigarette et des gaz d’échappement. 

- La consommation de l’eau potable contaminée des puits, à proximité de la fabrication 

ou des sites de déchets dangereux. 

- Contact de la peau ou des yeux avec le liquide pendant la production ou l'utilisation. 

(Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 1995). 

 

I.2.6.2. Toxicocinétique  

 

I.2.6.2.1. Absorption  

La méthyléthylcétone est rapidement absorbée par inhalation, contact cutané ou par 

ingestion. L'absorption cutanée est plus lente et moins importante sur une peau sèche ou normale 

que sur une peau humide. 

  

I.2.6.2.2. Distribution  

La MEK passe très vite dans le sang. En effet, suite à l'inhalation d'une concentration de 

200 ppm durant 4 heures chez des volontaires, la concentration sanguine de la MEK augmente 

rapidement durant la première heure d'exposition, pour ensuite augmenter plus lentement jusqu'à 

la fin de l'exposition.  

Elle se distribue dans les reins, le foie, le cerveau, les tissus adipeux, les muscles, le cœur 

et les poumons. La répartition de la MEK est à peu près équivalente dans tous les tissus.  

Elle a été identifiée dans le sang de la mère et dans le cordon ombilical à la naissance, ce 

qui indique un passage placentaire.  

La MEK ne s'accumule pas dans l'organisme humain. 

 

I.2.6.2.3. Métabolisme  

La MEK est métabolisée dans le foie où la majeure partie est oxydée en 3- hydroxy-2- 

butanone avant d'être réduite en 2,3-butanediol, qui lui est transformé en dioxyde de carbone et 

en eau (Figure N°5). Une petite partie de la MEK peut être réduite en alcool butylique 

secondaire qui sera à son tour rapidement oxydé pour redonner de la MEK. 
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I.2.6.2.4. Excrétion   

La MEK est éliminée dans l’air expiré sous forme inchangée et sous forme de CO2, et 

dans l’urine sous forme inchangée et de métabolites glucurono-conjugués (Figure N°5). 

Seulement 2 à 3 % de la MEK absorbée est excrétée de façon inchangée dans l'air expiré et 0,1 % 

se retrouve dans l'urine. La MEK et ses métabolites sont presque totalement éliminés chez les 

mammifères au bout de 24 heures. Elle a été trouvée dans le lait maternel (Service du répertoire 

toxicologique, 2004). 

 

                    Figure N°5: Le métabolisme de la méthyléthylcétone (INRS, 2009). 

 

 

I.2.6.3. Toxicité  

 

I.2.6.3.1. Toxicité aiguë  

Les principaux effets décrits au cours d’expositions aiguës, que ce soit lors d’expositions 

professionnelles ou lors d’expositions humaines contrôlées, sont des signes d’irritation des 

muqueuses (oculaires, nasales et pharyngées) (INRS, 2009). 
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L'exposition professionnelle des travailleurs à une atmosphère contenant 300 à 500 ppm 

(126 à 210 mg/kg/jour) entraine des maux de tête, nausées, irritation des voies respiratoires. Une 

exposition momentanée à 33.000 ou 100.000 ppm a causé une irritation intolérable des yeux, du 

nez et de la gorge (Krasavage et al., 1982). 

A des concentrations plus élevées, peuvent apparaître des troubles digestifs ou des 

céphalées, voire des troubles du système nerveux central avec des symptômes tels que maux de 

tête, nausées, étourdissements, somnolence et confusion (INRS, 2009). 

Un  contact par les yeux avec la méthyléthylcétone liquide peut provoquer des lésions de 

la  cornée (Krasavage et al., 1982; HSDB, 1994). 

Des études chez des volontaires exposés pendant 4 heures à 200 ppm de MEK n'ont pas 

permis de démontrer des effets neurocomportementaux significatifs (test psychomoteur, 

sensorimoteur, psychologique, etc.) (Service du répertoire toxicologique, 2004). 

 

I.2.6.3.2. Toxicité chronique  

L'exposition répétée ou prolongée avec la peau peut provoquer des dessèchements ou des 

gerçures, des dermatites et le blanchissement de la peau. 

Une exposition répétée ou prolongée peut provoquer une irritation de la peau et des 

dermatoses à cause des propriétés dégraissantes du produit. 

La méthyléthylcétone pourrait être un dépresseur du système nerveux central à de très 

fortes concentrations. Une étude rapporte qu'un travailleur exposé à la MEK par inhalation 

pendant au moins 2 ans a eu des symptômes réversibles tels que des tremblements, des troubles 

de la coordination et des mouvements musculaires involontaires. L'étude ne précise pas les 

concentrations en milieu de travail et l'auteur note qu'un seul des travailleurs exposés a été 

affecté (Guide d’intervention chimique, 2009). 

Des études épidémiologiques et des études de cas concernant des expositions à la MEK 

en milieu de travail rapportent des effets sur le système nerveux central tels que des maux de 

tête, une perte d'appétit et de poids, des troubles gastro-intestinaux, des étourdissements et de la 

somnolence. Puisque les études ont été réalisées chez des travailleurs exposés simultanément à 

plusieurs solvants, il est difficile de relier ces effets à l'exposition à la MEK (Service du 

répertoire toxicologique, 2004). 
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I.2.6.3.3. Effets cancérogènes   

Les données ne permettent pas de faire une évaluation adéquate de l'effet cancérogène  

(INRS, 2009). 

 

 I.2.6.3.4. Effets sur la reproduction  

Un cas de malformations multiples a été rapporté après exposition d’une femme à la 

MEK pendant sa grossesse à des niveaux proches de 200 ppm (valeur estimée) pendant 20 

heures par semaine. Cet unique cas ne permet pas de conclure sur la responsabilité de la MEK 

(INRS, 2009). 

 

I.2.6.3.5. L’interaction avec d’autres solvants  

La co-exposition à la méthyléthylcétone (MEK), et au n-hexane potentialise la 

neurotoxicité de ce dernier, chez les humains  ainsi que chez les animaux. Cet effet est associé à 

la persistance accrue de 2,5-hexanedione (2,5-HD), le métabolite neurotoxique du n-hexane, 

dans le sang, probablement due à l'inhibition de sa biotransformation par la MEK (Rong et al., 

2002). 

L'exposition simultanée à 200 ppm de MEK et 100 ppm de m-xylène inhibe le 

métabolisme du m-xylène en augmentant la concentration sanguine de m-xylène et en diminuant 

l'excrétion urinaire de l'acide méthylhippurique, son métabolite. Il n'y a pas eu d'effet sur la 

concentration sanguine de la MEK et sur la concentration urinaire du 2,3-butanediol.  

L'exposition simultanée à la MEK (100 ppm) et au toluène (50 ppm) ou à la méthyl 

isobutyl cétone (50 ppm) ou à l'acétone (125 ppm) n'a pas eu d'effet ni sur les concentrations 

sanguines, ni sur les concentrations dans l'air expiré, des solvants.  

L'inhalation de la MEK (200 ppm) combinée à l'ingestion d'éthanol (0,8 g/kg) chez des 

volontaires diminue le métabolisme de la butanone et augmente sa concentration dans le sang, 

l’urine et l’air expire (Service du répertoire toxicologique, 2004).  
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I.2.7. Biodégradation 
La méthyléthylcétone est absorbée et métabolisée par les organismes présents dans 

l'environnement, par exemple, dans les eaux usées (Dore et al., 1975), et dans le sol (Perry, 

1968).  

 

Elle est presque entièrement dégradables à des concentrations allant jusqu'à 800 mg/litre. 

En présence de boues activées, il y avait une dégradation complète du MEK en 8 jours à une 

concentration de 200 mg/litre (200 ppm) et en 9 jours à une concentration de 400 mg/litre (400 

ppm) (Dojlido, 1979). A une concentration de 20 mg/litre dans l'eau de rivière contenant des 

microbes préadaptés, la MEK a été complètement dégradée en 2,5 jours (Dojlido, 1977). Delfino 

et Miles (1985), rapportent un taux plus lent de la décomposition aérobie dans les eaux 

souterraines, 1 mg/litre a été entièrement dégradé dans 14 jours. 

 

La MEK peut servir comme source unique de carbone et d'énergie pour un certain 

nombre de bactéries telles que : Pseudomonas sp. KT-3 (Tae et al., 2006) et certains souches 

d’actinomycètes comme : Mycobacterium vaccae (JOB5) (Phillips et al., 1974), Rhodococcus sp 

(Kirchner, 1993) et Nocardia sp (Eubanks et al., 1974), et pour certains  champignons 

comme les espèces de Exophiala lecanii-corni (CBS 102400), Cladosporium sphaerospermum 

(ATCC 200384), Phanerochaete chrysosporium (ATCC 24725), Cladosporium resinae (ATCC 

34066) (Qi et al., 2002). 

 

Peu de rapports traitent les voies de dégradation des cétones (Deshusses, 1994). Eubanks 

et al., 1974, ont décrit les voies de dégradation de la MEK, par la souche  Nocardia  sp. LSU-

169, selon la figure N°6. 
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Figure N°6 : Les voies de dégradation de la MEK par la souche Nocardia sp. LSU-169 

                                                     (Eubanks et al., 1974). 
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I.3. Les actinomycètes en tant qu’agents de biodégradation dans la nature 

 

I.3.1. Caractères généraux   
Les actinomycètes sont des bactéries à Gram positif (Williams et al., 1993 ; Sanglier et 

Trujillo, 1997) dont la croissance donne lieu à des colonies circulaires constituées d’hyphes 

(Eunice et Prosser, 1983), c’est-à-dire de filaments qui irradient par croissance centrifuge, tout 

autour du germe qui leur a donné naissance (Gottlieb, 1973 ; Lechevalier et Lechevalier, 

1981 ; Eunice et prosser, 1983). Cela explique leur dénomination: le mot « Actinomycètes » 

provient de deux substantifs grecs « Actino » et «Mycete »  et signifie « Champignons à rayons » 

ou « Champignons rayonnants ». 

La morphologie générale des actinomycètes ressemble fortement aux mycètes (Prescott 

et al., 1995). Cependant, leur organisation cellulaire procaryotique ; le diamètre de ces hyphes, 

qui est habituellement inférieur à 1,5 microns chez les actinomycètes, toujours égal ou supérieur 

au double chez les champignons ; la structure chimique de leur paroi, qui ne contient ni cellulose 

ni chitine ; leur métabolisme azoté et leur sensibilité aux antibiotiques et aux phages, montrent 

bien que les actinomycètes sont en effet des bactéries (Hawker and Linton, 1971). 

La plupart des actinomycètes sont immobiles. Cependant, certains types produisent des 

spores flagellées permettant leur dispersion dans les habitats aquatiques. 

Les actinomycètes sont des microorganismes très ubiquitaires que l’on rencontre sur tous 

les substrats naturels courants (Lacey, 1973 ; Porter, 1971 ; Waksman, 1959 ; Williams et al., 

1984). Beaucoup d'entre eux sont connus pour avoir la capacité de synthétiser des métabolites 

secondaires bioactifs qui comprennent les enzymes, les herbicides, les pesticides, les 

antibiotiques, etc. 

Très peu d’actinomycètes sont pathogènes pour l’homme, les animaux et certains 

végétaux. 

 

I.3.2. Ecologie  
Les actinomycètes sont très répandus dans la nature. Ils sont plus fréquents dans le sol et 

dans le compost végétal, et se retrouvent également dans les fumiers, au fond des lacs et des 

rivières, dans les produits alimentaires, où ils peuvent causer leur détérioration, et dans l’air. Les 
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actinomycètes ont été isolés de l'eau de mer et de la boue du fond de la mer, bien que la mer ne 

semble pas être un habitat favorable pour eux. Certaines espèces d'Actinomyces et de Nocardia, 

sont des parasites des plantes et des animaux. 

Certaines espèces d’actinomycètes semblent préférer certains habitats par rapport à 

d’autres, quelques exemples sont représentés dans le tableau N°3 : 

                         

                             Tableau N°3 : Habitats de certains actinomycètes. 

                                                           (Grigorova et Norris, 1990). 

 

                  Actinomycètes                        Habitats 

Actinoplanes L'eau douce, la litière végétale, le sol. 

Frankia Les nodules racinaires des non-légumineuses. 

Micromonospora L'eau douce, les sédiments, les sols humides. 

Nocardia amarae Les boues activées. 

Rhodococcus coprophilus Les déjections animales, l'eau, le sol. 

Saccharopolyspora rectivirgula Moisi du foin. 

Streptomyces Le sol, la litière végétale,  l'eau. 

Thermoactinomyces Le compost. 

 

I.3.2.1. Les actinomycètes dans le sol  

Le sol héberge différents types de micro-organismes. Les actinomycètes sont l'un des 

grands groupes de la population du sol. Ils représentent presque 10 à 50% de la communauté 

microbienne totale. Numériquement ils sont moins dominants que les bactéries et plus dominants 

que les champignons. Leur nombre est très variable dans différents types de sols, allant de 105 à 

108 g-l dans les zones tempérées. Faible nombre d'actinomycètes ont été enregistrés dans  

l'Antarctique, les tourbes acides, et les sols saturés. Dans les sols secs alcalins, leur abondance 

est relativement élevée. Leur présence est maximale dans les premiers centimètres du sol et 

diminue avec la profondeur (Arvind et al., 2003).  

Les actinomycètes les plus abondants dans le sol sont Streptomyces spp.          

Lechevalier (1964), Lechevalier et Lechevalier (1967) ont pu isoler 5000 actinomycètes à 
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partir de 16 types de sols, dont > 95% étaient des Streptomyces et seulement un peu plus de 1% 

était des Nocardia et des Micromonospora. D’autres genres ont été isolés mais à des  

pourcentages faibles et variables (Tableau N°4). 

                                

                  Tableau N°4: La distribution générale des  actinomycètes dans le sol 

                                            (Lechevalier et Lechevalier, 1967). 

 

                              Genres                        % des isolats 

Streptomyces 95.34 

Nocardia 1.98 

Actinomadura 0.10 

Micromonospora 1.40 

Thermoactinomyces 0.14 

Microbispora 0.18 

Thermomonospora 0.22 

Microellobosporia 0.04 

Actinoplanes 0.20 

Streptosporangium 0.10 

Pseudonocardia 0.06 

Micropolyspora 0.10 

Mycobacterium 0.14 

  

Les actinomycètes sont souvent plus fréquents dans les prairies, que dans les champs 

cultivés ou les terres vierges (Alexander, 1961), et sous herbe pâturée, que sous l'herbe coupée 

(Hall and Grossbard, 1972). Ils sont souvent plus nombreux dans les rhizosphères des plantes, 

que loin des racines. Leur nombre peut augmenter brièvement lorsque la matière organique 

fraîche est ajoutée au sol. 

Ils réalisent de nombreuses activités dans le sol, dont principalement la dégradation de la 

matière organique.  
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Les actinomycètes, surtout les Streptomyces, produisent des substances spécifiques telles 

que la géosmine et le 2-méthyle iso-borneol qui sont responsables de l’odeur d’humus 

caractéristique des sols (Zaitlin et al., 2003). 

 

I.3.2.2. Dans le milieu aquatique  

Les actinomycètes ne sont pas adaptés pour la croissance dans les habitats aquatiques, 

mais ils peuvent néanmoins être récupérés facilement de l'eau douce, de l’eau de mer et à partir 

des sédiments. L’isolement des actinomycètes à partir de l’eau ne signifie pas qu’elles sont 

réellement aquatiques, une provenance à partir d’un environnement terrestre avoisinant ou même 

atmosphérique doit toujours être prise en considération (Hsu et Lockwood, 1975). 

 

I.3.2.2.1. Dans les eaux douces   

La présence et l'importance des actinomycètes dans l'écosystème d'eau douce ont été 

étudiés par plusieurs chercheurs. Les genres d'actinomycètes qui sont fréquents dans les habitats 

d'eau douce comprennent : Actinoplanes, Micromonospora, Nocardia, Rhodococcus, 

Streptomyces et Thermoactinomyces (Arvind et al., 2003). 

Les actinomycètes sont généralement plus nombreux dans les ruisseaux et les rivières, 

que dans les lacs et les réservoirs.           

Ils transforment l'eau potable en une eau désagréable, en développant un goût et une 

odeur de terre ou de moisi. La géosmine et le méthyl iso-bornéol en sont les responsables. La 

géosmine conduit à une odeur terreuse à aussi peu que 0,22 ppb. Autres  composés volatils des 

actinomycètes responsable de l'odeur comprennent : mucidone, 2-phényl éthanol,  phénol-3 

actonone, Salicylaldehyde, isopropyl-3-méthoxy pyrazine et le 5-méthyl-3-neptanone (Arvind et 

al., 2003). 

 

I.3.2.2.2. Dans les eaux marines  

Les actinomycètes sont moins nombreux dans les eaux marines par rapport aux habitats 

terrestres et aux eaux douces. Ils peuvent survivre dans les sédiments marins et terrestres sous 

forme de spores (Okazaki et Okami 1975; Goodfellow et Williams, 1983).  

Plusieurs actinomycètes telle que Actinoplanes, Microbispora, Miromonospora, 

Micropolyspora, Nocardia, Streptomyces, Streptosporangium, Streptoverticillium et 
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Thermoactinomycetes, ont été isolés de l'eau de mer et des habitats marins (Goodfellow et 

Williams, 1983), le genre Streptomyces prédomine dans les zones peu profondes des océans 

Pacifiques et Atlantiques, alors que Micromonospora et Nocadiaforms dominent dans les 

sédiments d'eau profonde (Williams et al., 1983). 

 

I.3.2.3. Dans les composts et les boues d’épuration  

Les microorganismes mésophiles y compris les actinomycètes procèdent à la 

décomposition des substrats nutritifs et créent une température plus élevée qui offrent des 

conditions idéales pour la croissance rapide des actinomycètes thermophiles.    

Thermoactinomyces, Saccharomonospora, Micropolyspora, Pseudonocardia, 

Streptomyces, et Thermomonospora, ont été isolés à partir du compost. Leur prolifération et leurs 

activités sont stimulées par l'humidité, l’oxygène, des conditions de pH neutre à alcalin, la forte 

teneur en éléments nutritifs organiques, et la chaleur (Arvind et al., 2003).  

Les actinomycètes mésophiles sont présents dans les boues d'épuration. Le genre 

Nocardia existe souvent, il forme des flocs qui facilitent la sédimentation des particules 

présentant une importance particulière (Schuppler et al., 1998, Lechevalier et Lechevalier, 

1994). Le genre Gordona a été également isolé (Kampfer, 1997). 

Dans les boues activées, les Actinobacteria font partie des bactéries accumulatrices des 

polyphosphates (Seviour et al., 2003). 

 

I.3.2.4. Dans l’air  

L’air constitue pour les actinomycètes, non pas un habitat, mais un moyen de transport 

(Ouhdouch, 1989). La dissémination des actinomycètes dans l’air est principalement liée à la 

quantité de poussière dans laquelle les spores et les fragments du mycélium s'accrochent (Arvind 

et al., 2003). Cependant, quelques spores d’actinomycètes de l’air présentent un danger pour la 

santé humaine (Suutari et al ., 2002). 
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I.3.2.5. Les végétaux  

Les actinomycètes sont qualitativement et quantitativement importants dans la 

rhizosphère, ils ont une influence bénéfique sur la croissance et le développement des plante 

(Petrolini et al., 1991 ; Crawford et al., 1993), Les genres, y compris : Streptomyces (15%), 

Corynebacterium (50-83%), Mycobacterium et Nocardia sont les plus abondants dans la 

rhizosphère des plantes. 

L’exception la plus attractive est celle du genre Frankia qui s’intègre aux racines et fixe 

l’azote. Leur rôle réside aussi dans la protection des plantes contre les pathogènes par l’influence 

de leurs produits métaboliques (Sardi et al., 1992 ; Thirupl et al., 2001). 

Peu d’espèces sont phytopathogènes, l’exemple le plus étudié est Streptomyces scabies, 

responsable de la gale de la pomme de terre (Lindholm, 1997).  

 

I.3.2.6. l’homme et l’animal  

Les actinomycètes sont responsables d’un certain nombre de maladies de l’homme et de 

l’animal (Pirouz et al., 1999), à titre d’exemple des espèces de Nocardia peuvent causer une 

variété d’infection chez l’homme, qui sont cliniquement classées en nocardiosis cutanée et 

nocardiosis pulmonaire (Kano et al., 2002).  

 
I.3.3. physiologie  

 

I.3.3.1. Conditions de croissance 

Plusieurs facteurs environnementaux vont conditionner la croissance des actinomycètes: 

- Le PH : Les actinomycètes préfèrent un pH neutre ou peu alcalin (Omura, 1992). 

- La température : Les actinomycètes sont généralement mésophiles, d’autres sont 

thermophiles tolérant des températures avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu'à 60°C ou 

plus (Omura, 1992). 

- L’oxygène : Selon le type respiratoire, les actinomycètes peuvent être séparés en deux 

groupes: les formes oxydatifs aérobies, qui se trouvent essentiellement dans le sol, et les 

formes fermentatifs anaérobies strictes ou facultatives, qui vivent dans les cavités 

naturelles de l'homme et des animaux. 
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Concernant les besoins nutritifs, les actinomycètes sont, en général, des 

chimoorganotrophes, utilisant une grande variété de sources d'énergie y compris les polymères 

complexes. Mais plusieurs espèces sont capables aussi d’être chimioautotrophes, utilisant 

l’oxydation de l’hydrogène comme source d’énergie et le gaz carbonique comme source de 

carbone (Mariat et Sebald, 1990).  

Afin d'obtenir une croissance abondante, des matières suffisamment énergétiques 

doivent être fournis par des protéines, des hydrates de carbone, ou des acides organiques. Des 

sources appropriées d'azote, soit organique ou inorganique et certains minéraux notamment le 

potassium, le magnésium, le phosphore, le soufre et le fer, sont également nécessaires 

(Srinivasan et al., 1991). 

Certains ont des exigences nutritionnelles en facteurs de croissance telles que les 

vitamines et certains acides aminés. 

D’autres aliments peuvent être aussi nécessaires pour soutenir des activités métaboliques 

dans l’utilisation des actinomycètes au niveau industriel, comme par exemple, le besoin en cobalt 

pour la synthèse de vitamine B12 (cobalamine), et le besoin en chlorine pour la synthèse de 

chloramphénicol. 

 

I.3.3.2. Le milieu de culture  

La composition d’un milieu de culture doit permettre la croissance bactérienne et doit 

donc tenir compte des besoins nutritifs des bactéries.  

Les meilleurs milieux de culture pour l’isolement des actinomycètes sont ceux contenant 

de l’amidon, du glycérol ou de la chitine comme source de carbone, la caséine, l’asparagine ou 

l’arginine comme source d’azote organique (Burman, 1973 ; Williams et al., 1993 ; Hilali et 

al., 2002).  

Pour l’isolement des actinomycètes, les antibiotiques sont ajoutés dans les milieux 

sélectifs pour inhiber la croissance de certains germes indésirables. Les molécules les plus 

utilisées sont : La nystatine, le cycloheximide (Actidione), la pimaricine, l’amphotericine B pour 

l’inhibition des champignons. La polymixine, la novobiocine, l’acide nalidixique, la colistine 

pour stopper les bactéries Gram négatives (Nonomura et Hayakawa, 1988 ; Larpent et 

Larpent, 1990, Takizawa et al., 1993 ; Kurtbaoke et Wildman, 1998).  
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L’incubation se fait, généralement, à une température de 28 ou 30°C qui favorise le 

développement des actinomycètes (Burman, 1973). 

 

I.3.4. Caractères culturaux  
Les colonies formées par les actinomycètes sur des milieux solides présentent différents 

aspects macroscopiques qui peuvent être regroupés en trois types : 

 

- Des colonies poudreuses habituellement couvertes d'hyphes aériens fermement attachés 

au milieu. 

- Des colonies pâteuses rugueuses ou lisses, rarement couvertes de mycélium aérien, et qui 

peuvent être facilement détachées des milieux solides. 

- Des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens 

attachés au milieu par des crampons (Kalakoutskii et Agre, 1976). 

 

Ces colonies sont généralement de taille moyenne (1 à 4 mm de diamètre). Elles sont très 

souvent pigmentées en blanc, crème, jaune, orange, vert, violet, rose, gris, noir,…,etc  (Leclerc 

H, 1975). 

 

En milieu liquide, selon Amanullah et al., 2000, les Streptomyces peuvent présenter, 

trois types de morphologie (figure N°8) : 

 

- Les hyphes branchés ou non, sous forme de mycélium dispersé, 

- un mycélium plus ramifié formant des enchevêtrements, 

- des pelotes denses dont la taille peut varier de 0,1 µm à plusieurs millimètres (Bushell, 

1988 ; Hobbs et al., 1989 ; Drouin, 1996 ; Amanullah et al., 2000). ces pelotes peuvent 

donner lieu à des limitations de transfert d’oxygène et/ou des nutriments du milieu de 

culture vers les bactéries se trouvant à l’intérieur de la pelote (Papagianni, 2004).  
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       Figure N°7: La croissance d’une colonie d’actinomycète sur milieu solide 

         

 

 

 

Figure N°8: Les classes morphologiques de Streptomyces cultivé en milieu liquide (Amanullah 

et al., 2000). 
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I.3.5. Reproduction 
Les actinomycètes possèdent trois principaux modes de reproduction. Chez certains, de 

nombreuses cloisons transversales se forment parfois à travers le mycélium qui se fragmente en 

courts éléments en forme de bâtonnets, chacun capable de donner naissance à un nouveau 

mycélium. 

Chez d’autres, des cellules reproductrices ovales ou sphériques, les conidies, se forment 

isolément ou par scission des extrémités de certains hyphes du mycélium.  

Enfin, certains actinomycètes peuvent former  des sporanges à l’extrémité des hyphes. A 

l’intérieur de ces petites structures en forme de sac, existent un grand nombre de cellules qui 

seront éventuellement libérées par la rupture de la paroi du sporange (Stanier et al., 1966). 

D’autres groupes d’actinomycètes peuvent former des athrospores par fragmentation des 

hyphes. 

Le  mode de reproduction est différent selon les groupes d’actinomycètes (figure N°9) : 

En effet, La forme de reproduction la plus simple est représentée par mycococci. Ces 

organismes ne constituent ni mycélium, ni des formes bâtonnets. Leurs cellules subissent des 

divisions irrégulières qui aboutissent à la formation d'éléments de forme et de tailles irrégulières, 

de temps en temps mobiles.  

Des cellules bâtonnets et coccoïdes dans les représentants des Mycobacteriaceae et 

Chlamydophila qui peuvent se développer en un mycélium transitoire. 

Chez Nocardia  et Oerskovia, la fragmentation mycélienne peut être considérée comme la 

principale forme de reproduction végétative, elle est observée dans de nombreux actinomycètes 

et assez caractéristique de ceux qui sont appelés « nocardiophores ». Le processus de 

fragmentation dans ces groupes  implique la formation de nombreuses cloisons qui divisent les 

hyphes en croissance en éléments plus ou moins réguliers. Des éléments Flagellés, mobiles, 

parfois ramifiés, sont formés sur le mycélium dans Oerskovia spp.  

Chez Dermatophilaceae, des cloisons sont formés dans deux plans perpendiculaires, lors 

de la fragmentation du mycélium. Les cellules séparées sont souvent flagellés, très mobiles, et 

parfois appelé zoopores.  

Le cycle de reproduction chez Frankia a été déduit à partir des observations faites sur des 

tranches de tissus végétaux infectés. Deux formes principales sont considérées: des ramifications 
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de mycélium cloisonné et des vésicules de 5 um de diamètre, ces derniers sont formés sur la 

partie terminale des hyphes mycéliens, subterminale, ou dans des positions intercalaires. Les 

vésicules sont abondantes dans les nodules qui fixent l'azote moléculaire. 

Les Streptomyces, portent des spores simples ou des chaînes de spores sur le mycélium 

aérien, comme ils ont la capacité de former des cellules spécialisées à parois épais appelé 

 arthrospores  ou chlamydospores. 

Des espèces rares d’Actinoplanes forment deux types de spores, soit des spores  mobiles 

et flagellés inclus dans des sporanges sur le mycélium de substrat, soit des chaînes  

d’arthrospores sur le mycélium aérien.   

Micromonospora spp, forme généralement des spores isolés, mais semble de former des 

spores occasionnelles en paires. il forme également des chlamydospores.  

Les espèces de Kitasatoa et Pilimelia forment également  des spores mobiles dans des 

sporanges et des spores immobiles en chaînes (Kalakoutskii et Agre, 1976). 

 

Figure N°9: Les modes de reproduction dans certains représentants des Actinomycetales 

(Kalakoutskii et Agre, 1976). 

 
Les lignes pleines indiquent la présence des étapes correspondantes; les lignes pointillées indiquent l'absence d'une 
étape. (1-4) Cycle de vie végétative; (5-7) spores ; (1) des cellules mobiles, (2) des cellules immobiles; (3) 
mycélium; (4) la fragmentation du mycélium; (5) la formation des spores sur le mycélium de substrat; (6) formation 
des spores sur le mycélium aérien; (7) spores mobiles.  
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I.3.6. Cycle biologique  
Les actinomycètes possèdent une structure des procaryotes, mais un cycle biologique qui 

ressemble à celui de certains champignons (Larpent et Sanglier, 1989). 

 

I.3.6.1. La formation des spores  

 

I.3.6.1.1. Les exospores  

Les exospores peuvent  être formés sur le mycélium de substrat et / ou le mycélium 

aérien. Elles sont biologiquement peu actives mais ne sont pas en dormance. Elles font preuve 

d’une bonne résistance à la dessiccation et à la chaleur sèche. 

Les conidies sont formées par septation des extrémités des filaments. Dans ce cas, des 

parois transversales se forment pour délimiter les spores, ces parois s’épaississent autour de 

chaque spore individualisée et des ornementations externes peuvent se former (figure N°10) 

(Wildermuth et Hopwood, 1970 ; Williams et al., 1972 ; Miguelez et al., 2000). 

Ces spores peuvent, selon les genres, être produites isolément (Micromonospora), deux à 

deux longitudinalement (Microbispora), en courtes chaînes (Actinomadura), en longues 

chaînettes (Streptomyces). Les chaînettes de spores peuvent être ramifiées ou non, droites, 

flexibles ou en spirales. De plus, elles peuvent être rayonnantes autour d’hyphes sporophores. 

          

                                            

                                          

                                        Figure N°10: La formation des conidies.  
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I.3.6.1.2. Les endospores 

Elles naissent d’une réorganisation du cytoplasme avec formation d’une nouvelle paroi 

dans l’hyphe. Elles sont caractéristiques du genre Thermoactinomyces. Les endospores sont 

hautement résistantes à la chaleur et autres adversités. 

 

I.3.6.2. La germination des spores  

C’est une séquence de changements morphologiques de la spore en structure végétative. 

Trois événements distincts sont décrits : 

- L’activation : qui débute par un apport de certains cations divalents. C’est un processus 

nécessitant de l’énergie. Cette étape est accompagnée par des changements de la 

réfractibilité des spores, d’une diminution de l’absorbance et de la thermorésistance et 

d’une augmentation remarquable de l’activité respiratoire. 

- L’initiation : qui dépend de la présence d’une source de carbone exogène, et elle est 

marquée par une augmentation de l’activité métabolique et biosynthétique. 

- L’émergence du tube germinal : qui nécessite une source de carbone et d’azote 

(Sharples et Schaal, 1981 ; Salas et Hardison, 1981 ; Salas et al., 1983). 

 

Les endospores de Thermoactinomyces ne germent dans les conditions de milieu 

favorable qu’avec une activation spécifique de nature physique. Un refroidissement à 20°C de 2 

à 48 h est nécessaire pour permettre aux spores de Termoactinomyces vulgaris de répondre 

ensuite au choc thermique de 55°C inducteur de la germination (Leveau et Buix, 1993). 

 

I.3.6.3. Le mycélium de substrat et le mycélium aérien  

Le mycélium de substrat, appelé également mycélium primaire ou végétatif, est un 

ensemble de filaments multinucléaires formés à partir de tube germinal, ce dernier s’allonge par 

croissance apicale et se ramifie à maintes reprises. Son développement, sur la surface et à 

l’intérieur du milieu solide, donne naissance à des colonies jeunes, formées par des filaments 

attachés en matrice complexe qui pénètrent dans le milieu et solubilise les molécules organiques 

par l’action des enzymes extracellulaires. Cette structure leur permet de coloniser les matériaux 

solides (Mighelez et al., 2000). 
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Sur le mycélium de substrat se développe un mycélium aérien ou secondaire, composé 

d’hyphes, dressés sur le mycélium du substrat. Sa formation est  influencée par plusieurs 

facteurs, notamment : la composition du milieu de croissance, la température d’incubation et la 

présence de composés stimulant sa croissance (Srinivasan et al., 1991). 

Selon Locci et Sharples (1984), la croissance aérienne est inhabituelle chez les 

procaryotes, elle doit donc présenter une adaptation à l’environnement terrestre. Ainsi, les 

actinomycètes typiquement aquatiques (par exemple, des espèces de Micromonospora, 

Actinoplanes, et Certains autres) sont généralement dépourvus de la croissance du mycélium 

aérien.  

Il faut noter aussi que certains actinomycètes microaérophiles, telles que les Rodococcus, 

ne produisent pas de vrai mycélium. En effet, la propagule originale s’allonge par la synthèse de 

nouveau matériel pariétal sur l’un ou les deux pôles pour former des filaments plus au moins 

allongés (Locci et Schaal, 1980).     

Les différences entre le mycélium aérien et celui de substrat chez le genre Streptomyces 

sont les suivants : 

- Le mycélium aérien est légèrement plus épais, 

- Il est habituellement de couleur foncée (à cause des pigments insolubles), 

- Il est moins ramifié, 

- ne montre presque aucune tendance à pénétrer le milieu, 

- sa couche aérienne est hydrophobe, 

- Il forme des spores par fragmentation (Kalatouskii et Agre, 1976). 

 

I.3.6.4. Les structures particulières  

D’autres structures morphologiques particulières sont observées chez certaines espèces 

d’actinomycètes à savoir : 

- Les sclérotes trouvés chez Chainia, sont constitués par une masse d’hyphes cloisonnés 

dont les vacuoles sont chargées de triglycérides et d’acides gras ramifiés. 

- Les synnemata, appelés également corémies, sont des assemblages compacts d’hyphes 

dressés, parfois fusionnés et portant des conidies apicales ou latérales. Cette structure est 

caractéristique du genre Actinosynnema. 
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- Des vésicules appelés sporanges, contenant des spores, chez les Frankia et les 

Dactylosporangium. 

 

                      Figure N°11: Le cycle de vie de Streptomyces (Sophie, 2006). 

 

Figure N°12: Le mycélium de substrat et le mycélium aérien chez certains genres 

d’actinomycètes (Chandrakant, 2008). 
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I.3.7. Taxonomie  
La taxonomie des actinomycètes a beaucoup évolué au cours des vingt à trente dernières 

années en même temps qu’évoluait le nombre de genres d’actinomycètes. 

L’ordre des actinomycètes qui comptait 5 genres en 1948, 9 en 1958, en comprenait 37 en 

1974 selon la 8éme édition du Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Gottlieb, 1974). 

  En 1989, l’application de critères chimiotaxonomiques a permis de répartir les 

actinomycètes en sections (de 26 à 33) sur la base de caractères morphologiques et biochimiques. 

Selon la classification présentée dans le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 

édité en 1994, les actinomycètes sont répartis en 8 groupes (de 22 à 29) avec l’introduction de 

nouveaux genres et avec une division plus précise du groupe                                                                  

(22) des Nocadioformes en 4 sous-groupes et du groupe (26) des Maduromycetes en 2 sous 

groupes. 

En 1997, Stackebrandt et al., proposent une nouvelle classification hiérarchique des 

actinomycètes qui reposent uniquement sur l’analyse des séquences des ARNr 16S et des gènes 

codant pour les ARNr 16S. Donc, ils ont décrit une nouvelle classe, qui se définit comme un 

ensemble de souches présentant plus de 80% de similitude dans la séquence des ARNr 16S ou de 

l’ADNr 16S et possédant un résidu adénine à la position 906 et un résidu adénine ou cytosine à 

la position 955. 

Actuellement et selon la classification du « Taxonomic Outline of The Procaryotes, 

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology », seconde édition 2004 (Garrity et al., 2004), le 

phylum Actinobacteria (bactéries à Gram positif et G+C % élevé) est constitué d’une seule 

classe dénommée également « Actinobacteria ». Cette classe est divisée en 5 sous-classes   

(Tableau N°5): Acidimicrobidae, Rubrobacteridae, Coriobacteridae, Sphaerobacteridae, 

Actinobacteridae. 

Chacune de ces sous classes est constituée d'un ou de plusieurs ordres eux-mêmes 

constitués d'une ou de plusieurs familles. Dans la sous-classe des Actinobacteridae, l'ordre des 

Actinomycetales est subdivisé en 10 sous-ordres : Actinomycineae, Micrococcineae, 

Corynebacterineae, Micromonosporineae, Propionibacterineae, Pseudonocardineae, 

Streptomycineae, Streptosporangineae, Frankineae et Glycomycineae (Stackebrandt et al., 

1997; Labeda et Kroppenstedt, 2000 ; Stackebrandt et Schumann, 2000).    
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    Tableau N°5: La classification hiérarchique de la classe Actinobacteria basée 

sur l’analyse  phylogénétique de l’ADNr / l’ARNr 16S (Garrity et al., 2004). 

 
 

S/C Acidimicrobidae Rubrobacteridae Coriobacteridae Sphaerobacteridae Actinobacteridae 

S/C : sous-classe, S/O : sous-ordre. 

Classe : Actinobacteria 

S/C Actinobacteridae 

Ordres Bifidobacteriales Actinomycetales 

Ordre : Actinomycetales 

S/O 
Actinomycineae 

S/O 
Micrococcineae 

S/O 
Corynebacterineae 

S/O 
Micrimonosporineae 

S/O 
Propionibacterineae 

Famille 
Actinomycetaceae 
 
 
 
 
 
 
 
 

Familles 
Micrococcaceae 
Bogoriellaceae 
Rarobacteraceae 
Sanguibacteraceae 
Brevibacteriaceae 
Cellulomonadaceae 
Dermabacteraceae 
Dermatophilaceae 
Dermacoccaceae 
Intrasporangiaceae 
Jonesiaceae 
Microbacteriaceae 
Beutenbergiaceae 
Promicromonosporceae 

Familles 
Corynebacteriaceae 
Dietziaceae 
Gordoniaceae 
Mycobacteriaceae 
Nocardiaceae 
Tsukamurellaceae 
Williamsiaceae 

Famille 
Micromonosporineae 

Familles 
Propionionibacteriaceae 
Nocardioidaceae 

S/O 
Pseudonocardineae 

S/O 
Streptomycineae 

S/O 
Streptosporangineae 

S/O 
Frankineae 

S/O 
Glicomycineae 

Familles 
Pseudonocardiaceae 
Actinozynnemataceae 

Famille 
Streptomycetace 

Familles 
Streptosporangiaceae 

 

Familles 
Frankiaceae 

Geodermatophilaceae 
Microsphaeraceae 
Sporichthyaceae 
Acidothermaceae 
Kineosoriaceae 

Famille 
Glycomycetaceae 
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I.3.8. Critères de détermination des genres d’actinomycètes 
Les actinomycètes constituent un groupe bactérien très varié dont l'appartenance ou non à 

un genre donné est très délicate à établir. L'étude des caractères morphologiques, les caractères 

physiologiques et la composition chimique de la paroi cellulaire permettent de séparer ces 

microorganismes avec une grande précision en groupes et genres différents et d'identifier ces 

bactéries jusqu'au niveau de l'espèce (Boone et Pine, 1968; Lechevalier  and Lechevalier, 

1970; Lechevalier et al., 1973 ; Lechevalier et al., 1977 ; Xu et Jiang, 1996). 

 

La description des espèces appartenant au genre Streptomyces, le genre le plus important, 

a fait l'objet de travaux réalisés par "International Streptomyces Project" grâce à des méthodes 

standardisées qui ont permit la description de 450 espèces de Streptomyces sur la base des 

caractères principaux suivants :    

- La couleur du mycélium aérien sporulé avec 7 classes de couleur : blanc, gris, jaune, 

rouge, bleu, vert et violet ; 

- La forme des chaînes de spores (Figure N°13) ; 

- La production du pigment mélanoïde bruns à noirs ;  

- L'ornementation de la paroi sporale : lisse, verruqueuse, échinulée ou chevelue (Figure 

N°14) ;  

- La capacité d'utiliser certaines sources de carbone pour se développer : D-glucose, 

Dxylose, L-arabinose, L-rhamnose, D-fructose, D-galactose, raffinose, D-mannitol, 

inositol et saccharose (Larpent et Sanglier, 1989).  

    

I.3.8.1. Les caractères morphologiques  

Les caractères morphologiques principalement utilisés dans la classification des 

actinomycètes sont : 

- La présence, l’importance et la disposition des hyphes du mycélium du substrat ou du 

mycélium aérien. 

- La présence de spores, leur mobilité, leur disposition sur les hyphes et leurs formes. 

- La présence de structures particulières comme les sporanges, les sclérotes ou synnemata 

(Schofieled et Schaal, 1981 ; Demain et Solomon, 1985). 
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Figure N°13: Morphologie des chaînes de spores chez les espèces de Streptomyces (Shirling et 

Gottlieb, 1966). 

a : Chaînes de spores droites. 
b : Chaînes de spores rectiflexibles. 
c : Chaînes de spores spirales.  
 

 

Figure N°14: Ornementation de la paroi sporale des espèces de Streptomyces selon Larpent et 

Sanglier (1989). 
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I.3.8.2. Les caractères chimiotaxonomiques  

L’étude des constituants majeurs de la paroi cellulaire des actinomycètes constitue un 

outil pratique pour leur taxonomie (Stanek et Robert, 1974 ; Lechevalier et al., 1977). 

 
I.3.8.2.1. Les acides aminés  

La paroi cellulaire des actinomycètes est composée soit d’une : 

- Glycoprotéine contenant de la lysine ; ce type de paroi est rencontré chez les formes 

fermentatives, tel que : Actinomyces (Lechevalier et Lechevalier, 1985). 

- Glycoprotéine contenant le plus souvent de l’acide 2,6 diaminopimélique (DAP) ; ce type 

de paroi se rencontre chez les formes oxydatives tel que les Streptomyces. Il se présente 

sous deux formes : la forme LL et la forme méso (Tableau N°6) (Lechevalier et 

Lechevalier, 1970 ; Demain et Solomon, 1985). 

La glycine est également présente en quantité important chez les Streptomyces et les 

Actinoplanetes (Larpent et Sanglier, 1989).  

 
I.3.8.2.2. Les sucres  

La présence ou l’absence de quatre sucres (arabinose, galactose, xylose et madurose) dans 

les hydrolysats acides de cellules entières permet de classer les actinomycètes de type pariétal II, 

III et IV contenant du méso-DAP (Tableau N°7). Sur cette même base, il est aussi possible de 

répartir en deux sous groupes les actinomycètes de type pariétal III selon la présence ou 

l’absence de Madurose. 

 

I.3.8.2.3. Les lipides 

Les lipides taxonomiquement important peuvent être représentés par trois groupes : les 

lipides polaires, les ménaquinones et les acides gras. 

 

I.3.8.2.3.1. Les lipides polaires   

Les plus communs chez les actinomycètes sont les phospholipides d’origine membranaire 

(Lechevalier et Lechevalier, 1980). Leur analyse aide à la détermination  du  genre de ces 

microorganismes par exemple  l'étude de 7 espèces appartenant au genre Micromonospora a 

révélé la présence constante de 5 phospholipides : cardiolipides,  
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Tableau N°6: Types pariétaux en fonction des constituants distinctifs majeurs des parois 

cellulaires (Lechevalier et Lechevalier, 1980). 

 

Type pariétal 
 

Constituants distinctifs majeurs 
 

Exemples de genres 
 

І 
ІІ 
III 
IV 
V 
VI 
VII 
VIII 
 

LL-DAP, glycine 
méso-DAP, glycine 
méso-DAP 
méso DAP, arabinose, galactose 
lysine, ornithine 
lysine 
DAB, glycine 
ornithine 

Streptomyces 
Micromonospora, 
Actinomadura 
Nocardia 
Actinomyces israelii 
Oerskovia 
Agromyces 
Cellulomonas 
 

DAP : acide 2,6 diaminopimélique ; DAB : acide 2,4 diaminobutyrique. 
 
 

Tableau N°7 : Types pariétaux et types glucidiques cellulaires des actinomycètes aérobies à 

méso-DAP (Lechevalier et Lechevalier, 1980). 

 

 
 

Type pariétal 
 
 

 
Constituants 

pariétaux distinctifs 
majeurs 

 
Type glucidique 

cellulaire (Spectre 
glucidique) 

 

 
Constituants 
glucidiques 

caractéristiques 
 

 
II 

 
Glycine 

 

 
D 

 
Xylose, Arabinose 

 
 
 
 

III 

 
 
 

Aucun 

 
 

B 

 
 

Madurose 
 

 
C 

 
Aucun ou Rhamnose 

 
 

IV 
 

Arabinose, galactose 
 

 
A 

 
Arabinose, galactose 
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phosphatidyl-éthanol amine, phosphatidyl-inositol et monoside de phosphatidyl- inositol, et 

lysocardiolipide (Lechevalier  et al.,1977). 

  

I.3.8.2.3.2. Les ménaquinones  

Les ménaquinones sont des lipides ayant dans leur structure un noyau quinone méthylé et 

une chaîne carboné aliphatique composée d’unités isoprènes. Ils sont classés suivant le nombre 

de ces unités et le degré d’hydrogénation (saturation) de la chaîne (Collins et al., 1977). Par 

exemple, le genre Planomonospora se caractérise par une ménaquinone MK9 (H2) : 

ménaquinone avec neuf unités isoprènes dont deux hydrogénées. 

Les ménaquinones ont apporté un complément intéressant en permettant de confirmer les 

résultats obtenus sur les phospholipides. 

 

I.3.8.2.3.3. Les acides gras 

Sont des chaînes qui peuvent être droites ou ramifiées, saturées ou insaturées. Le nombre 

d’atomes de carbone est caractéristique du genre. Les acides gras rencontrées chez les 

actinomycètes sont, soit des molécules de 12 à 20 atomes de carbone, soit un groupe d’acides 

mycoliques de 20 à 90 atomes de carbone, caractéristique des genres tels que Mycobacterium, 

Nocardia et Rhodococcus. 

 

I.4. Rôle des actinomycètes dans la biodégradation de la matière organique  
 

I.4.1. La notion de biodégradation  
La biodégradation consiste à décomposer un substrat organique comme, les 

hydrocarbures, les solvants, les composés organochlorés, etc. par l’action des microorganismes 

vivants. Les polluants sont digérés par les microbes et transformés en composés plus simples non 

toxiques. 

On distingue la biodégradation en présence d’oxygène (en aérobiose), de la 

biodégradation en absence d’oxygène (en anaérobiose), par la nature des microorganismes 

dégradateurs et les produits de dégradation. 
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I.4.2. Le processus impliqué dans la biodégradation des polymères organiques  
        Le processus de biodégradation est généralement réalisé en deux étapes : 
 
I.4.2.1. La fragmentation  

Les microorganismes utilisent différents modes opératoires pour fragmenter les 

polymères en un mélange d'oligomères et/ou monomères, dont principalement, la sécrétion des 

enzymes spécifiques. 

          Ces enzymes peuvent être : 

 

- Des hydrolases comme : les cellulases, les amylases et les chitinases, qui sont des 

hydrolases facilement synthétisés par les microorganismes du sol pour hydrolyser les 

polymères naturels abondants (par exemple la cellulose, l'amidon et de la chitine). Les 

lipases, les estérases et les endopeptidases. 

- Des oxydoréductases comme : les mono-oxygénases, les di-oxygénases, les peroxydases 

et les oxydases qui sont produites par la plupart des micro-organismes lignolytiques 

(Lucas et al., 2008). 

 

I.4.2.2. L'assimilation 

L'assimilation est l'événement unique dans lequel il ya une intégration réelle des atomes à 

partir des fragments d’un polymère à l'intérieur des cellules microbiennes. Les molécules 

transportées sont oxydés par 3 principales voies cataboliques (La respiration aérobie et anaérobie 

et la fermentation) qui conduisent à la production d’ATP et des éléments constitutifs de la 

structure cellulaire (Lucas et al., 2008). 

 

- La respiration aérobie: les micro-organismes sont capables d'utiliser l'oxygène comme 

accepteur final d'électrons. Tout d'abord, les voies cataboliques de base (glycolyse, par 

exemple, β-oxydation, les réactions cataboliques des acides aminés, des purines et des 

pyrimidines) produisent une quantité limitée d'énergie. Deuxièmement, plus d'énergie est 

encore produite par la phosphorylation oxydative  réalisée par des systèmes de transport 
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d'électrons qui réduisent l'oxygène en eau. Le résultat est aussi la synthèse de plus 

grandes quantités de molécules d'ATP que dans l’oxydation incomplète.  

 

-  La respiration anaérobie: les micro-organismes utilisent des accepteurs finals 

d'électrons autres que l'oxygène (par exemple, NO-
3, SO4

2-, S, CO2, Fe3+ et de fumarate) 

(Brock and Madigan, 1991). Le résultat est aussi la synthèse de plus grandes quantités 

de molécules d'ATP que dans l’oxydation incomplète.  

 

- La fermentation : une voie d'oxydation incomplète dans laquelle les molécules 

organiques endogènes synthétisées par la cellule elle-même sont utilisées comme 

accepteurs finals d'électrons. Les produits de la fermentation peuvent être minérales et/ou 

organiques (le CO2, l'éthanol, le lactate, l'acétate et le butanediol) (Regnault, 1990; 

Brock and Madigan, 1991; Alcamo, 1998).  

 

I.4.3. La biodégradation des polymères naturels  
Les actinomycètes peuvent utiliser beaucoup de sources naturelles de carbone et d'azote. 

Les genres mésophiles et thermophiles et plus particulièrement : Streptomyces et 

Thermomonospora  respectivement, ont la capacité de dégrader l'amidon par hydrolyse grâce à 

des complexes enzymatiques extra-cellulaires composés α et β amylases. L'amylase de 

Streptomyces hygroscopicus et Streptomyces praecox peuvent produire des concentrés de sirop 

de maltose à partir d'amidon (Martin et al., 1998). 

Ils sont capables également d'attaquer tous les composants lignocellulotiques, y compris 

la cellulose, les hémicelluloses et la lignine. Il a été montré que Thermomonospora fusca peut 

convertir les déchets des usines de pâte hautement cellulosiques et à lignine faible, en un produit 

protéique à haute valeur nutritionnelle, utilisé comme complément alimentaire dans le régime 

alimentaire des poussins (Martin et al., 1998). 

La présence de grandes quantités de chitine dans les sols et dans les environnements 

marins a permis l’évolution d’une grande diversité de microorganismes capables de décomposer 

cette substance, dont les principaux sont les actinomycètes (Jerome et al., 2004) tel que les 

genres Microbispora, Micromonospora, Nocardiopsis, Planobispora, Planomonospora, 
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Thermoactinomyces, Thermomonospora et les espèces Nocardia mediterranei, Actinomadura 

pelletierii (Hsu et Lockwood, 1975 ; Demain et Solomon, 1985) par deux principaux enzymes : 

La chitinase et la chitobiase (Jerome et al., 2004). 

  

I.4.4 La biodégradation des polymères de synthèse  
Les capacités biodégradatrices des actinomycètes ne se limitent pas seulement aux 

composés organiques naturels mais concernent également des substrats organiques de synthèse, 

tel que : les hydrocarbures, les phénols, les pesticides et d’autres composés récalcitrants 

(Kimura et Urushigawa, 2001 ; Lin et al., 2005 ; De Schirijver et De Mot, 1999). 

 

Il a été démontré que les souches de Nocardia peuvent dégrader une variété d'alcanes tels 

que le 1-phénylalcanes et 1 cyclo-hexylalcanes, des cycloalcanes et cycloalcènes, des 

hydrocarbures aromatiques tels que le biphényle, la benzidine (Martin et al., 1998), le xylène, le 

p-nitrophénol (PNP) et de nombreux autres composés phénoliques (Hanne et al., 1993). 

Le genre de Nocardia est efficace dans la dégradation des huiles (Jirasripongpun, 2002), 

du kérosène (Edelvio et al., 2009) et du caoutchouc (Emo and Roberto, 2003). Il est capable 

aussi de dégrader certains pesticides, tel que : l'herbicide « dalapon », et l'acide 2,2-

dichloropropionique (Martin et al., 1998). 

 

De nombreuses espèces isolées du genre Rhodococcus dégradent un large spectre de 

composés récalcitrant. Par exemple, R.opacus SAO101 est capable de croître sur le phénol, le 

benzène, le 4-nitrophénol, le biphényle, le naphtalène, le dibenzofurane et le dibenzo-p-dioxine 

(Kimura et Urushigawa, 2001). R.opacus M213 dégrade le naphtalène, le toluène, le phénol et 

l’hydroxybenzoate (Uz et al., 2000).  

Certains pesticides persistants comme le thiocarbamate et le s-triazine (De Schrijver et 

De Mot, 1999), ainsi que le 2-mercaptobenzothiazole peuvent être catabolisés par des 

actinomycètes appartenant aux genre  Rhodococcus (Haroune et al., 2004).  

La dégradation versatile du genre Rhodococcus est due à la présence de larges plasmides 

linéaires portants des gènes codant pour la dégradation de différents composés (Van der Geize 

et Dijkhuizen, 2004 ; Konig et al., 2004). 
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Le genre Mycobacterium a également un grand pouvoir dégradant. Mrozik et al., (2003) 

ont montré que la majorité des isolats capable de croître sur les HAPs appartiennent à ce genre. 

 

Les Streptomyces sont très répandus dans la nature et jouent un rôle très important dans  

la biodégradation des composés naturels et aromatiques (Anurag et al., 2005), et également des 

pesticides et des plastiques (Byungtae L et al., 1991 ; Ei-Shafei et al., 1998). 

Un actinomycète halotolérant Streptomyces albiaxialis est capable de croître sur le 

pétrole brute et l’utiliser comme source unique de carbone et d'énergie dans une gamme de 

salinité de 3-10% de NaCl (Kuznetsov et al., 1992). 

Il a été démontré que 17 souches, identifiées comme Streptomyces sp ont été capables de 

dégrader le diuron (4 mg/l),  qui est un puissant  biocide qui - jusqu'à son interdiction - a été très 

utilisé comme désherbant pour tuer les graminées indésirables et d'autres mauvaises herbes 

(Castillo et al., 2006). 

Une souche appartenant au genre Streptomyces est capable de dégrader le lindane : un 

insecticide organochloré commercialisé depuis 1938, longtemps utilisé en agriculture et dans les 

produits pharmaceutiques pour le traitement de la gale et l’élimination des poux. Chez l'homme, 

le lindane atteint principalement le système nerveux, le foie et les reins, et il est peut-être un 

agent cancérigène et / ou perturbateur endocrinien (Benimeli et al., 2006). Des espèces de ce 

genre peuvent aussi dégrader certains pesticides résistants comme le DDT et la simazine. Dans 

des travaux récents,  une étude réalisée sur la biodégradation du pesticide, carbofuran par 319 

actinomycètes isolés à partir d’un sol salin, prouve que seul sept isolats de ces actinomycètes ont 

été capables de résister au pesticide, à une concentration de 20µg/ml, et ils ont été identifiés 

comme : Streptomyces alanosinicus, Streptoverticillium album, Nocardia farcinia, Streptomyces 

atratus, Nocardia vaccini, Nocardia amarae et Micromonospora chalcea (Jayabarath et al., 

2010). 

 

Plusieurs rapports ont été publiés sur les souches du genre Gordona appartenant aux 

actinomycètes, possèdent un pouvoir dégradant des composés xénobiotiques. Plusieurs isolats de 

ce genre utilisent le benzène, le toluène, le xylène, le pyrène et le diester de phthalate comme 

seule source de carbone et d’énergie (Zermane, 2008). 
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II.1. Isolement des actinomycètes 
 
 

II.1.1. Origine et prélèvement de l’échantillon  
L’échantillon utilisé dans cette étude provient des boues activées prélevées à partir de la 

station d’épuration des eaux usées d’El- Athmania dans la région de Mila à l’Est du pays. Les 

prélèvements sont effectués dans le bassin d’aération de la station dans des flacons stériles de 

250 ml de capacité. Les échantillons ont été transportés au laboratoire dans la même journée, 

ensuite conservés à 4 °C au réfrigérateur jusqu’à utilisation. 

 

II.1.2. Observation à l’état frais 
Une goutte de l’échantillon est prélevée à l’aide d’une pipette Pasteur stérile, puis 

déposée sur une lame propre. La lame est ensuite recouverte par une lamelle propre. Une 

observation à l’état frais à l’aide d’un microscope optique et sous grossissement ×40 a été 

effectuée sur cette préparation. Les formes biologiques ou autres structures ont été notées. 

 

II.1.3. Réalisation des dilutions 
Des dilutions décimales de la solution mère, allant jusqu’à 10ˉ6 ont été réalisées dans 

l’eau physiologique stérile contenant 9 ‰ d’NaCl. Pour chaque dilution deux répétitions ont été 

réalisés.   

 

II.1.4. Préparation du milieu d’isolement 
Le milieu sélectif utilisé est le milieu ISP4 (Annexe 1), additionné de nystatine comme 

agent antifongique à une concentration de 100 µg/ml et d’acide nalidixique à 10 µg/ml à action 

contre les bactéries à Gram négative. Les antibiotiques sont stérilisés après filtration à travers un 

filtre millipore de 0.22 µm de porosité. Ces solutions d’antibiotiques stériles sont mélangées au 

milieu de base en surfusion à une température de 45 °C. 
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II.1.5. Ensemencement et incubation 
A l’aide d’une pipette stérile, 0,1 ml de chaque dilution a été prélevé  et déposé dans une 

boite de Pétri contenant environ 15 ml du milieu d’isolement refroidi. L’inoculum déposé est 

ensuite étalé sur le milieu à l’aide d’un râteau en verre.  Les boites ainsi préparées ont été 

incubées à une température de 28 °C pendant 3 semaines. Des observations journalières sont 

effectuées afin de suivre la croissance des colonies et d’éviter les contaminations. 

 

II.1.6. Dénombrement des colonies  
Après croissance, les colonies bactériennes rapprochant par leur aspect macroscopique et 

microscopique aux actinomycètes, sont dénombrées à l’aide d’un compteur de colonies, après 5, 

12 et 25 jours.        

 

II.1.7. Préidentification des actinomycètes  
 

II.1.7.1. Aspect des colonies  

Dans un premier temps, les colonies d’actinomycètes sont repérées d’après leur aspect 

macroscopique caractéristique (colonies dures incrustées dans la gélose). Puis par leur aspect 

microscopique (colonies circulaires constituées d’hyphes), par observation directe sous 

microscope optique (Leica DMLS), grossissement ×10 (Williams et Cross, 1971). 

          Dans une seconde observation, une colonie entière est placée sur une lame stérile et après 

élimination du maximum d’agar, elle est légèrement écrasée avec une lamelle et observée sous 

microscope optique au grossissement ×40. Les caractères morphologiques sont notés (Suzuki, 

2001). 

 

II.1.7.2. Coloration de Gram 

En utilisant un microscope optique au grossissement ×100, des observations 

microscopiques après coloration de Gram (par la méthode classique), sont effectuées sur 

l’ensemble des colonies obtenues. Une coloration de Gram est faite à chaque fois, pour contrôler 

la pureté des souches. 
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II.1.8. Repiquage et purification des souches  
Sur la base de l’aspect macroscopique et microscopique, des colonies d’actinomycètes 

sont prélevées et repiquées sur le même milieu par la méthode des stries, dans le but d’obtenir 

des souches pures. 

 

II.1.9. Conservation des souches  
Les isolats d’actinomycètes purifiés, sont conservés jusqu’à utilisation par deux 

méthodes : 

 
II.1.9.1. Sur gélose inclinée  

Les isolats sont ensemencés par la méthode des stries sur le même milieu d’isolement en 

gélose inclinée. Après incubation à 28°C pendant 21 jours, les cultures sont conservées à 4°C. 

Un repiquage est réalisé tous les deux  mois (Suzuki, 2001). 

 

II.1.9.2. Par congélation des cultures de spores  

Les souches sont ensemencées sur le même milieu gélosé, puis incubées jusqu'à 

sporulation. Une suspension de spores est préparée par raclage de la surface de la culture puis 

conservée par congélation à -20°C en présence du glycérol comme cryoprotecteur à une 

concentration de 20 %. Les spores conservées par cette technique de conservation, peuvent 

résister jusqu’à cinq ans (Isik et al., 1999). 

 

II.2. Fermentation en batch 

 
Cette étape vise à rechercher les souches qui ont une capacité à dégrader la 

méthyléthylcétone (MEK) en tant que seule source de carbone. La cinétique de croissance des 

différents isolats d’actinomycètes mis en culture et de la dégradation de la MEK ont été suivit. 

Les courbes de croissance et de dégradation, ont été établies par le logiciel Origin (2008). 
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II.2.1. Description du réacteur batch  
Le réacteur utilisé dans notre fermentation est un réacteur batch qui se présente sous 

forme d’une bouteille en verre d’un volume total de 500 ml, fermé par un bouchon en 

caoutchouc avec un orifice qui permet l’introduction de l’aiguille de la seringue. Ce dernier sert à 

effectuer des prélèvements, visant le suivi de la croissance bactérienne et du substrat. 

Néanmoins, l’orifice suscité doit être immédiatement rebouché ou refermé après toute éjection 

de l’aiguille de la seringue pour éviter tout échange avec le milieu extérieur.  
 

II.2.2. Préparation du  milieu de fermentation  
Le milieu minimum utilisé dans cette étude, est celui de Vandermesse 1996. Ce milieu a 

été choisi de façon à obtenir un pH constant de 7. Il est complètement exempte d’aucune source 

de carbone. Sa composition chimique est représentée dans le tableau N°8. 

La préparation du milieu nutritif est réalisée dans un litre d’eau distillée, en mélangeant  

tous les ingrédients du milieu dans une fiole Erlenmeyer de 2L sous agitation à l’aide d’un 

barreau magnétique jusqu’à ce que tous les sels du milieu soient dissouts.  

 

II.2.3. Inoculum bactérien et source de carbone et d’énergie 
A partir des cultures bactériennes, 2 anses de platines ont été prélevées aseptiquement et  

transférées dans un tube à essai contenant 15 ml d’eau distillée stérile. Les tubes subissent  

ensuite une agitation vigoureuse au Vortex jusqu’à homogénéisation. Les souches dans cet état 

vont servir d’inoculum pour les prochaines fermentations. Ces préparations ne doivent pas 

dépasser les 3 heures dans le réfrigérateur (à 4°C). 

 
La seule source de carbone et d’énergie étudiée est la méthyléthylcétone (MEK).          
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               Tableau N°8 : La composition du milieu nutritif (Vandermesse, 1996). 

Milieu nutritif Concentration 
 

 

Tampon et macro-éléments 

KNO3 

KH2PO4 

Na2HPO4, 2H2O 

Na2SO4 

MgSO4, 7H2O 

13,76 g/l 

1,78 g/l 

4,66 g/l 

9,68 g/l 

0,8 g/l 

 

 

 

Micro-éléments 

                 EDTA 

FeSO4, 7H2O 

MnCl2, 4H2O 

ZnSO4, 7H2O 

CuSO4, 5H2O 

CaCl2, 2H2O 

Na2MoO4, H2O 

 

10 mg/l 

5 mg/l 

1,22 mg/l 

0,25 mg/l 

0,2 mg/l 

1 mg/l 

0,2 mg/l 
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II.2.4. Etude préliminaire de la biodégradation de la MEK par les isolats 

d’actinomycètes (Prise d’essai) 
Pour connaître l’évolution de chaque souche vis-à-vis de la MEK prise comme seule 

source de carbone, il est nécessaire de s’informer sur la cinétique de croissance de chaque isolat, 

afin de soutirer une première conclusion si l’actinomycète isolé possède ou non les aptitudes de 

biodégradation de ce substrat. 

          L’oxygène est indispensable pour la croissance des actinomycètes, le volume de la phase 

liquide doit être réduit au maximum, pour une bonne disponibilité de l’oxygène. Dans des études 

antérieures réalisées dans le laboratoire de pollution et traitement des eaux, Université Mentouri 

Constantine, Le volume de la phase liquide a été fixé à 90 ml (Alikhodja et Beldjoudi, 2005 ; 

Beldjoudi, 2004).   

            L’inoculum bactérien (15 ml), 75 ml du milieu Vandermesse et 100 µl du substrat (la 

MEK), sont introduits dans les réacteurs stériles de 500 ml de capacité. 

          Les réacteurs ainsi préparés sont mis dans un bain marie agité (MEMMERT de type GFL 

1083) (figure N°15), réglé à 30°C sous agitation moyenne. Des prélèvements de 2 ml chaque 6 

heures sont effectués à l’aide d’une seringue stérile préalablement posée dans chaque réacteur. 

Ces prélèvements servent à mesurer les DO en fonction du temps d’incubation (DO = f [t]). 

 

                       

                     Figure N°15 : Bain marie MEMMERT de type GFL 1083 contenant 

                                                    les réacteurs de fermentation.                                                                                               
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II.2.5. Première préculture  
L’objectif de cette étape est l’adaptation des actinomycètes aux conditions du milieu. 

Cette étape permet également de réduire le temps de la phase de latence et offrir des cellules en 

plein phase de croissance qui vont servir comme pied de cuve pour un bon démarrage de la 

fermentation. 

L’inoculum préparé selon le même principe utilisé dans la prise d’essai, a été  additionné 

à 75 ml du milieu Vandermesse, et 100 µl de la MEK. 

La mise en culture des réacteurs a été effectuée dans le bain marie agité et réglé à 30°C. 

Afin de suivre la cinétique de croissance de chaque isolat, des prélèvements sont effectués 

chaque 6 heures. Les cellules dans leur phase exponentielle servent à inoculer les réacteurs de la 

fermentation. 

           

II.2.6. La fermentation  
Un volume de 15 ml de la première préculture est prélevé puis centrifugé à 400 g pendant 

20 min moyennant une centrifugeuse Hettich-Zentrifugen de type ROTOFIX 32 (figure 

N°16). Le surnageant est éliminé, le culot est ensuite additionné d’eau distillée stérile  jusqu’à 15 

ml. Cette quantité sert à ensemencer les réacteurs de fermentation contenant 75 ml du milieu 

Vandermesse et 100 µl de la MEK. Pour toutes les fermentations, l’inoculum est ajusté de façon 

à avoir une taille équivalente dans chaque réacteur de 0,125 g/l (Tarrouche, 2009). 

 

II.2.7. Prélèvements et préparation des échantillons 
Après mise en culture dans le bain marie, des prélèvements de 2 ml sont effectués chaque 

6 h, et servent à deux mesures : 

- 1,5 ml servent à suivre la croissance bactérienne, par lecture de la densité optique ensuite 

convertir le résultat en g/l. 

- 0,5 ml est mis dans un tube fermé hermétiquement pour éviter les pertes du substrat, Il 

subit une centrifugation à 400 g pendant 20 min afin d’obtenir un surnageant exempt de 

cellules microbiennes. L’échantillon est ensuite conservé à 4°C et va servir à la mesure 

de la concentration du substrat (MEK) par chromatographie en phase gazeuse. 
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                    Figure N°16 : Centrifugeuse Hettich-Zentrifugen de type ROTOFIX 3.     

 

II.2.8. Mesure de la concentration cellulaire X  
Le suivi de la quantité de biomasse au cours du temps de fermentation, se fait par lecture 

directe de la densité optique (DO) de chaque échantillon à 546 nm avec un spectrophotomètre 

JENWAY de types 6300 spectrophotometer (figure N°17). Le milieu nutritif utilisé dans la 

fermentation est pris comme blanc.  

 

 

               Figure N°17 : Spectrophotomètre JENWAY de types 6300 spectrophotomètre. 
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II.2.9. Réalisation des courbes d’étalonnage  
Pour obtenir la concentration des cellules bactériennes en g/l, il faut tracer une courbe 

d’étalonnage DO en fonction de l’évolution de la charge microbienne (DO = f [X]). 

On effectue des prélèvements de 25 ml du produit de fermentation à partir de la 1ère 

préculture de chaque souche, cette quantité prélevée est réparti en deux tubes comme suit : 

 

- Le premier tube contient 5 ml et servent à la lecture de la DO. Une série de 5 dilutions 

(solution mère, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) est effectuée avec de l’eau distillée. 

- Le deuxième tube contient 20 ml, il sert à la détermination de la matière sèche cellulaire. 

Les tubes vont subir d’abord une centrifugation à 400 g pendant 20 min. Le surnageant 

est éliminé et l’aliquote est dilué dans de l’eau distillée en complétant le volume jusqu’à 

20 ml. Cette étape vise à éviter que les macroéléments du milieu ne perturbent la mesure 

du poids sec réel de la biomasse. Une série de dilutions (la solution mère, 1/2, 1/4, 1/8 et 

1/16) est ensuite réalisée dans des creusets résistants à de hautes températures. Les 

creusets sont déposés à l’étuve réglée à 150°C pendant 20 minutes. Ces conditions sont 

idéales pour l’évaporation de toute l’eau même celle qui est contenue dans les cellules 

bactériennes. 

 

A l’issue de cette opération, les creusets mis à l’extérieur sont placés directement dans un 

dessiccateur pour éviter la formation de la vapeur d’eau. Après refroidissement des creusets, il 

y’a lieu de mesurer leurs poids à l’aide d’une balance analytique Sartoruis de type ISO 9001. A 

la fin, on obtient pour chaque dilution la concentration qui lui est appropriée.  

 

II.2.10. Suivi de la consommation du substrat (la MEK)  

 
II.2.10.1. Le principe de la chromatographie en phase gazeuse  

          Le suivi de la consommation du substrat au cours du temps se fait par chromatographie en 

phase gazeuse. Cette méthode chromatographique permet de séparer des mélanges gazeux 

complexes suite à un équilibre s’établissant entre une phase mobile gazeuse et une phase 

stationnaire appropriée. Cette méthode ne s’adresse pas seulement aux molécules se trouvant 
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naturellement à l’état de gaz, mais à tout composé susceptible d’être volatilisé par l’élévation de 

la température. La nécessité de maintenir les molécules à l’état gazeux implique donc que toute 

l’opération d’analyse chromatographique se réalise à une température compatible avec cet état 

sans provoquer leur destruction. Un nombre de molécules peuvent ainsi être séparées 

directement ou après transformation lorsqu’elles sont thermolabiles ou peu volatiles. Les 

composants de base d’un appareil de chromatographie gazeuse sont décrits comme suit : 

 

- L’injecteur  

          Les gaz vecteurs doivent être chimiquement inertes, comme c’est le cas pour l’hélium, 

l’argon, l’azote, le dioxyde de carbone et l’hydrogène. A l’alimentation en gaz sont associés des 

régulateurs de pression, gauges et des débitmètres, et souvent un tamis moléculaire qui élimine 

l’eau et d’autres impuretés. Les pressions d’admission sont usuellement comprises entre 10 et 50 

psi (au dessous de la pression ambiante), avec des débits de l’ordre de 25 à 150 ml/min pour les 

colonnes remplies et de 0,5 ml/min pour les colonnes capillaires. 

 

- Système d’injection de l’échantillon  

          La méthode la plus courante consiste à utiliser une seringue avec laquelle on injecte 

l’échantillon liquide ou gazeux à travers un diaphragme ou un septum en élastomère dans une 

chambre à vaporisation instantanée située au sommet de la colonne. La chambre d’injection est 

habituellement maintenue à environ 50,00°C au dessus du point d’ébullition du constituant le 

moins volatil de l’échantillon. Les volumes varient de quelques dixièmes de microlitres à 20 µl. 

 

- La colonne  

          Il existe deux types de colonne en chromatographie gazeuse, les colonnes replies et les 

colonnes tubulaires ouvertes, ou colonnes capillaires. Les colonnes chromatographiques ont des 

longueurs comprises entre 2 et 50 m ou plus. Elles sont en acier inoxydable, en verre, en silice 

fondue ou en téflon. Pour pouvoir s’emboîter dans un four thermostatique, elles sont usuellement 

formées d’enroulement de 10 à 30 cm de diamètre. La température optimale de la colonne 

dépend du point d’ébullition, il est préférable d’employer une programmation de température 

telle que la température de la colonne augmente de manière continue ou discontinue au cours de 

la séparation. 



                                                                                                     Chapitre II : Matériel et méthodes 

 
 

58 
 

- Le détecteur  

          Le détecteur à ionisation de flamme est le détecteur le plus utilisé. L’éluât de la colonne 

est mélangé avec de l’hydrogène et de l’air, et ce mélange est enflammé électriquement. La 

plupart des composés organiques sont pyrolyses à la température d’une flamme hydrogène-air en 

produisant des ions et des électrons capable de conduire l’électricité à travers la flamme. Le FID 

présente une sensibilité élevée (= 10-13), un étendu de repense linéaire (107). Une connexion 

adéquate entre ces différentes composantes permet au CPG d’être fonctionnel (Rouessac et 

Rouessac, 1994). 

 

II.2.10.2. Les conditions opératoires de mesure de concentration en substrat  

          Un volume de 1µl de l’échantillon est manuellement introduit avec une micro-seringue 

SGE de 10 µl dans un chromatographe SCHIMADZU de  type GC-17A (Figure N°18) opérant 

isothermique à 130°C, combiné à une colonne capillaire de type (DB-5/ 0,25 mm D.I × 30 m) et 

un détecteur FID. Le gaz vecteur est l’azote (N2), il est utilisé avec un débit entrant de 45 

ml/min et un débit traversant la colonne de 0,9 ml/min. Les températures atteintes par le 

détecteur et l’injecteur sont de 200°C et de 250°C respectivement. 

          L’utilisation d’un standard externe avec une concentration de 1000 ppm de la MEK permet 

l’étalonnage de l’appareil. Le temps de rétention de la MEK est en moyenne de 2,3 minutes. 

           
Figure N°18 : Chromatographe SCHIMADZU de type GC-17A combiné à une colonne 
capillaire de type DB-5 (0,25 mm D.I×30 m) et un détecteur FID. 
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II.3. Caractérisation morphologique de la souche la plus performante  

 

II.3.1. Etude de l’aspect macroscopique des colonies bactériennes  
          L’aspect macroscopique (couleur, forme, etc.) de la colonie est observé après 21 jours 

d’incubation à 30°C, sur le même milieu.  
          La couleur du mycélium du substrat est déterminée comme suit : Une parcelle de la gélose 

est découpée à partir des cultures matures, puis déposée sur un support désinfecté. L’excès de la 

gélose est éliminé par une lame de rasoir et la couleur est notée (Shirling et Gottlieb, 1966). 

  

II.3.2. Etude de l’aspect microscopique (technique de culture sur lamelle)  
          L’observation de la morphologie des chaînes de spores, du mycélium aérien et du 

mycélium de substrat est effectuée selon la technique de culture sur lamelle. 

          Cette technique consiste à insérer délicatement des lamelles stériles dans un milieu gélosé 

ISP2, ISP3, ISP4 ou ISP5, de telle sorte qu’elles forment un angle de 45°C avec la surface de 

celui-ci. La souche est ensuite ensemencée contre la lamelle en contact avec le milieu (Figure 

N°19). 

          Après 14 jours d’incubation à 30°C, la lamelle est retirée soigneusement de la gélose, 

entraînant avec elle des fragments du mycélium de substrat et aérien, elle est ensuite déposée sur 

une lame puis examinée au microscope optique (G x 100) (Djaballah, 2010). 

 

                                         Figure N°19 : Technique de culture sur lamelle. 
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III.1. Observation à l’état frais 
L’observation microscopique directe de l’échantillon des boues activées, révèle la 

présence d’une charge importante de microorganismes. En effet, des formes filamenteuses 

immobiles et très nombreuses, apparaissent avec des enchevêtrements multiples et variés. 

Plusieurs de ces filaments sont très fins et ressembles à quelques actinomycètes. D’autres 

filaments plus larges sont également présents et sont cependant caractéristiques des 

champignons. Des formes circulaires et bacillaires de différentes tailles sont également 

présentes. Plusieurs d’entre elles sont mobiles, d’autres sont immobiles. Certaines formes 

relativement grandes non identifiés sont présentes dans l’échantillon. Plusieurs débris végétaux 

sont également observés.  

 

III.2. Isolement  
À partir du milieu sélectif utilisé (ISP4 additionné d’antibiotiques), des colonies 

d’actinomycètes ont été dénombrées puis prélevées, ces colonies ont été repérées d’après leur 

aspect macroscopique (colonies d’aspect poudreux ou des colonies dures incrustées dans la 

gélose) et leur aspect microscopique (aspect filamenteux à coloration de Gram positive). 

 

Les résultats du dénombrement des actinomycètes sont représentés dans le tableau N°9: 

                 Tableau N°9: Nombre des actinomycètes après 25 jours d’incubation. 

La dilution 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 

Les répétitions 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
 

Le nombre des 
colonies 

d’actinomycètes 

Après 
5 jrs 

1 2 8 2 3 0 0 0 1 0 0 0 

Après 
12 jrs 

1 2 8 2 11 3 2 37 2 2 0 1 

Après 
25 jrs 

1 2 8 2 11 3 2 37 2 5 4 1 

 

          Après repiquages successifs, 7 isolats d’actinomycètes complètement différents ont pu 

êtres sélectionnés. Ces isolats sont dénommés par un nom de code comme suit : A2.3, A3.2, 

A3.3, A3.9, A5.2, A5.3, A5.7 (figure N°20). 
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Le milieu ISP4, utilisé dans cette étude est efficace pour l’isolement des actinomycètes à 

partir de cet écosystème. L’amidon et le sulfate d’ammonium présents dans ce milieu 

respectivement comme source de carbone et d’azote sont connus d’être favorables pour 

l’isolement des actinomycètes à partir des sols (Williams et Cross, 1971 ; Hilali et al., 2002 ; 

Salas et Hardisson, 1981 ; Soliveri et al., 1988). Ces mêmes composants, permettent également 

l’isolement de ces bactéries à partir de ces écosystèmes aquatiques.  

 

 
Figure N°20 : L’aspect macroscopique des différentes souches pures isolées. (a): A2.3, (b): 
A3.2, (c): A3.3, (d): A3.9, (e): A5.2, (f): A5.3, (g): A5.7. 

a b c 

d e f 

g 
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Le mélange de nystatine (antifongique) à 100 µg/ml et de l’acide nalidixique (anti-Gram-

) à 10 µg/ml ajouté au milieu sélectif a permis d’éliminer presque la totalité de contaminants 

fongiques et bactériens indésirables. La nystatine est un antibiotique très efficace pour 

l’inhibition de la croissance des champignons. Williams et Davies (1965) ont testé cet 

antifongique sur des champignons isolés du sol, ils ont constaté qu’il inhibe la croissance de la 

majorité des champignons à une concentration de 50 µg/ml. En plus, cet antibiotique lorsqu’il est 

testé sur les actinomycètes il n’a aucune action négative contre leur croissance même en 

augmentant sa concentration à 100 ug/ml. 

 

L’acide nalidixique a été utilisé dans les travaux de Takizaw et al., (1993), pour 

l’isolement des actinomycètes à partir des milieux marins. Suzuki et al., (1999), ont trouvé que 

les actinomycètes peuvent résister à l’acide nalidixique jusqu’à une concentration de 10 µg/ml, 

au-delà, la croissance de certains genres peut être diminuée. 

 

D’après nos résultats, ces deux antibiotiques, sont aussi indiqués dans l’isolement des 

actinomycètes à partir des boues activées. 

 

          Il est à signaler par ailleurs, que certains problèmes de contamination ont été  rencontrés 

dans les isolements et même les repiquages des colonies. Il s’agit d’une sorte de plage 

bactérienne qui gêne la croissance des actinomycètes par l’envahissement de la gélose. Cet 

organisme a été assigné à une bactérie appartenant au genre Bacillus. Ce type de contamination a 

été longtemps remarqué dans beaucoup de travaux de ce genre (Boudemagh, 2007 ; Kitouni, 

2007 ; Chelli, 2010). 

  

III.3. Etude préliminaire de la biodégradation de la MEK par les isolats 

d’actinomycètes (Prise d’essai) 
Les résultats de l’évolution de la densité optique (DO) en fonction du temps pour les 

souches isolées sont représentés dans la figure N°21. 
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Figure N°21: Cinétiques de croissance des différentes souches d’actinomycètes. (a): A2.3, (b): 
A3.2, (c): A3.3, (d): A3.9, (e): A5.7, (f): A5.2, (g): A5.3.  
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Figure N°21(suite): Cinétiques de croissance des différentes souches d’actinomycètes. (a): 
A2.3, (b): A3.2, (c): A3.3, (d): A3.9, (e): A5.7, (f): A5.2, (g): A5.3.  

 
D’après les graphes représentés dans la figure N°21, il apparait d’après la cinétique de 

croissance que les souches A2.3, A3.2, A3.3, A3.9 et A5.7  sont les plus performantes à utiliser 

la MEK comme seule source de carbone et d’énergie. Les souches A5.2 et A5.3 semblent 

relativement incompétentes d’utiliser ce même substrat. Par conséquent, Les isolats A2.3, A3.2, 

A3.3, A3.9 et A5.7 ont été sélectionnés pour la poursuite de nos études. Le profil de la cinétique 

de croissance de ces bactéries montre, un début de fermentation généralement lent. En effet, la 

phase d’adaptation de l’ensemble des isolats sélectionnés varie de 12 à 36 heures d’incubation. 

La phase logarithmique survient juste après et dure longtemps (100 à 150 h)  de croissance. Les 

valeurs maximales de croissance de ces 5 isolats représentées par leurs DO sont cependant 

variables d’une bactérie à une autre (tableau N°11).  

Tableau N°10: Valeurs maximales des densités optiques obtenues par les différentes souches 
sélectionnées.  

 

La souche A2.3 A3.2 A3.3 A3.9 A5.7 
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III.4. Etude de la cinétique de croissance et détermination de quelques 

paramètres de la fermentation des isolats d’actinomycètes sélectionnés 
 

III.4.1. Evolution de la concentration de la biomasse en fonction du temps de fermentation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure N°22: Evolution de la concentration en biomasse X (gPS/l) en fonction du temps (h) pour 
les différentes souches.  (a): A2.3, (b): A3.2, (c): A3.3, (d): A3.9, (e): A5.7. 
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Les concentrations en biomasse X sont obtenues après conversion des densités optiques 

en gPS/l à l’aide des courbes d’étalonnage (Annexe 2). 

 

La figure N°22, montre une diminution remarquable du temps de la phase de latence, 

dans les 5 réacteurs de la fermentation. Ces résultats, diffèrent considérablement de ceux trouvés 

dans l’étude préliminaire. En effet, la durée de cette phase a été de 12 à 36 heures d’incubation 

pour les essais préliminaires et de quelques heures à 18 h, pour les cinétiques de la fermentation, 

qui passent par une étape de préculture (pied de cuve). Ce résultat montre la nécessité de cette 

étape d’adaptation, avant chaque fermentation.   

          

III.4.2. Détermination du taux spécifique de croissance  

 

Les résultats de l’évolution de la concentration en biomasse X des différentes souches en 

fonction du temps, sont représentés sous forme graphique dans la figure N°22. Une allure 

sigmoïdale est obtenue pour les différentes courbes. 
 

Le taux spécifique de croissance est défini selon Monod par l’équation 1 (Schuler et 

Kargi, 1992) : 

                                 µ = (dx/dt) . (1/x)…………… (1) 

où :  

µ : Taux spécifique de croissance (h-1). 

x : Concentration en biomasse (gPS/l). 

t : Temps (h).  

 

Dans notre cas, le taux spécifique de croissance est significatif d’un taux de 

multiplication d’une souche pure. Ce taux désigne donc un nombre de générations par unité de 

temps caractéristique d’une cellule « moyenne » représentative de notre souche et dans un état 

physiologique et structural représentatif des bactéries de la même souche. 

En modifiant l’équation (1), on obtient l’équation 2: 

                                    

                                      µ . dt = dX/X…………… (2) 
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            Le taux spécifique de croissance peut être déterminé en portant le logarithme népérien de 

la concentration en biomasse mesurée expérimentalement en fonction du temps, c’est  l’équation 

3. 

 

                                 µ = (Ln Xt2 – Ln Xt1) / (t2- t1)……………... (3) 

 

            Où Xt2 et Xt1 sont les concentrations en biomasse (g/l) respectivement au temps t2 et t1. 

Sachant que pour une souche pure, l’abondance du substrat permet au taux spécifique de 

croissance de rester constant pendant la phase exponentielle de croissance, celle-ci peut être 

décrite par l’équation 4 suivante : 

 

                                      Ln X = µmax . t + b……………….. (4) 

 

            Une partie linéaire est définie sur une période de croissance appréciable. Sa 

représentation par une droite permet d’estimer le taux spécifique de croissance maximum µmax 

qui représente la pente de la droite obtenue. Si la valeur obtenue de µmax est proche de sa valeur 

expérimentale, on peut dire qu’on est en présence d’une souche pure. 

 

A partir des mesures expérimentales estimées en chaque temps, on peut donner la valeur 

réelle du taux spécifique de croissance grâce à l’équation 5 
 

                                    µn= (1/Xn) . (Xn+1) / (tn+1 – tn)………………. (5). 

 

            Les résultats de l’évolution du taux spécifique de croissance pour les différentes souches 

sont représentés dans la figure N°23. 
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Figure N°23: Evolution du taux spécifique de croissance µ expérimentale (h-1) en fonction du 
temps (h) pour les différentes souches. (a): A2.3, (b): A3.2, (c): A3.3, (d): A3.9, (e): A5.7. 
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III.4.3. Détermination du taux de croissance maximum µmax  

 

La méthode utilisée pour la détermination du taux de croissance maximum µmax, est la 

méthode de modélisation. Afin de modéliser la croissance, on applique un modèle dont l'équation 

6 (Relation de Boltzman) est reprise ci-dessous : 

 

                                        X = P1 / [1 + exp (-P2 + P3. t)] +P4 …………..  (6). 

 

Avec : 

X: concentration en biomasse au temps t (gPS/ l) 

t : Temps (h) 

p1, p2, p3, p4 : Paramètres. 

 

Les paramètres de cette équation sont ajustés par rapport aux mesures expérimentales par 

une méthode itérative. Les séries de paramètres obtenus pour chaque réacteur batch sont 

représenté au tableau N°10. 

 

Une signification est donnée à chacun de ces paramètres: 

 

P1: différence en valeur absolue entre les concentrations (gPS /l) : P1 est donc égal à la valeur de 

(A1 – A2). 

P2: Etalement de la courbe le long de l'axe des abscisses (sans unité). Il est égal à x0 / dx. 

P3: pente de la sigmoïde (h-1). P3 est égal à 1/dx. 

P4: concentration finale en biomasse (gPS/ l). P4 est représentée par A2. 
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Tableau N°11: Valeurs des paramètres du modèle de l’équation 6, obtenues après ajustement 
paramétrique sur les courbes expérimentales de croissance. 
 
 

Souche A2.3 
Paramètres P1 P2 P3 P4 

valeurs 3,003 2,956 0,037 2,957 
 
 
 

Souche A3.2 
Paramètres P1 P2 P3 P4 

valeurs 3,589 4,269 0,042 3,738 
 
 , 

 
Souche A3.3 

Paramètres P1 P2 P3 P4 
valeurs 2,598 3,219 0,038 2,669 

 

 

Souche A3.9 
Paramètres P1 P2 P3 P4 

valeurs 3,534 5,382 0,090 3,755 
 

 

Souche A5.7 
Paramètres P1 P2 P3 P4 

valeurs 1,501 5,577 0,132 1,666 
 

 

Le profil de la cinétique de croissance des souches d’actinomycète, varie d’une bactérie à 

une autre (figure N°22), et dépend du taux de croissance (figure N°23). 
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- La souche A2.3  

 

La souche A2.3 parait la souche la plus lente, sa croissance dure 138 h (presque 6 jours) 

(figure N°22). Le taux de croissance maximum µmax, calculé  par la relation de Boltzmen, 

confirme bien quelle a le taux le plus faible (0,037 h-1) (tableau N°10).   

Les résultats de l’évolution du taux spécifique de croissance µ en fonction du temps, 

montrent que la souche A2.3 entre rapidement dans la phase exponentielle, une augmentation 

significative du taux de croissance de cette souche est remarquée après 24 h pour atteindre un 

maximum de 0,25 h-1. Ce taux varie peu durant le reste du temps (entre 0,17 et 0,21 h-1) et arrive 

à la fin de la croissance à un taux faible de 0,17 h-1 (figure N°23). 

La biomasse atteint un taux maximum de 2,957 gPS /l, après 138 h de croissance (tableau 

N°10). 

 

-La souche A3.2  

 

La souche A3.2 a une croissance relativement lente. Sa croissance dure 120 h (5 jours) 

(figure N°22), avec un taux de croissance maximum de 0,042 h-1 (tableau N°10). 

Selon les résultats de l’évolution du taux spécifique de croissance µ en fonction du temps 

(figure N°23), la souche A3.2 entre rapidement dans la phase exponentielle. Sa croissance est 

plus rapide à 24 h et à 102 h avec respectivement des vitesses spécifiques de 0,25 et 0,24 h-1. Elle 

est plus lente à 54 h de fermentation où la vitesse atteint 0,14 h-1. La vitesse spécifique de 

croissance est irrégulière durant le reste des temps d’incubation et varie de 0,17 à 0,22 h-1. 

La concentration finale en biomasse est enregistrée après 120 h de fermentation, avec une 

valeur de 3,738 gPS /l (tableau N°10). 

 

-La souche A3.3  

 

La souche A3.3 a une croissance qui dure 108 h (4 jours et demi) (figure N°22), avec un 

taux de croissance maximum de 0,038 h-1 (tableau N°10). 

La phase de latence de la souche A3.3 est presque inexistante, cette souche entre 

directement dans la phase exponentielle (figure N°22), cela se traduit par des taux spécifique de 
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croissance élevés et plus au moins réguliers dès le début de la croissance (entre 0,20 h-1 et 0,21 h-

1), jusqu’à la fin de la phase exponentielle où ils commencent à diminuer pour atteindre des taux 

plus faible de 0,17 h-1 (figure N°23). A 108 h de fermentation, la biomasse de cette souche arrive 

à 2,669 gPS /l (tableau N°10). 

 

- La souche A3.9  

 

La souche A3.9 est moins lente que les souches précédentes, cette souche prend 96 h soit 

4 jours de croissance (figure N°22). Son taux de croissance maximum est de 0,090 h-1 (tableau 

N°10).  

Selon les résultats de l’évolution du taux spécifique de croissance µ en fonction du temps 

(figure N°23), le taux de croissance commence à augmenter significativement après 18 h 

d’incubation. Il atteint son maximum après 48 h soit (0,26 h-1) puis il commence à diminuer 

progressivement après 66 h jusqu’à la fin de la croissance pour atteindre un taux très faible de 

0,16 h-1. 

Une assez importante biomasse de 3,755 gPS /l a été enregistrée pour cette souche après 

seulement 96 h de croissance (tableau N°10). 

 

- La souche A5.7  

 

La souche A5.7 parait la souche la plus rapide. Sa croissance dure 72 h (3 jours) (figure 

N°22). Le résultat du taux de croissance maximum µmax calculé, confirme bien quelle a le taux le 

plus élevé (0,132 h-1) (tableau N°10). 

Les résultats de l’évolution du taux spécifique de croissance µ en fonction du temps, 

montrent que le taux de croissance augmente après 12 h, il devient maximum et stable entre 12 h 

et 42 h avec une valeur de 0,23 h-1. Une diminution progressive qui  atteint à la fin de la 

croissance un taux bas de 0,16 h-1  est également remarquée (figure N°23). La biomasse 

maximale est de 1,666 gPS /l, elle a été enregistrée après 66 h de fermentation (tableau N°10). 
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III.4.4. Vitesse spécifique de consommation de la MEK ( rx.MEK ) 

           

Les résultats de l’évolution de la concentration en biomasse X et de la concentration de la 

MEK résiduelle en fonction du temps pour les différentes souches, sont représentés sous forme 

graphique dans la figure N°24. 

 

La vitesse spécifique de consommation du MEK (rx.MEK) se définit par la masse de la 

MEK dégradée par unité de poids sec de biomasse et par unité de temps (h). Cette vitesse de 

dégradation est calculée par l’équation 7. Les profils de (rx.MEK) expérimentale en fonction du 

temps sont présentés par la figure N°25.  

 

                        (rx.MEK)n = - (1/Xn). [(Sn+1- Sn) / (tn+1 – tn)] ………… (7) 

 

Où 

n = numéro d'ordre de la mesure de la concentration en MEK. 

(rx.MEK)n = vitesse spécifique de consommation de la MEK au temps tn (gMEK/gps.h). 

Xn = concentration en biomasse au temps tn (gps/l). 

Sn = concentration en MEK résiduelle en phase liquide au temps tn (ppm). 

Sn+1 = concentration en MEK résiduelle en phase liquide au temps tn+1 (ppm). 

tn = temps lors de la nième mesure de la concentration en MEK résiduelle (h). 

tn+1 = temps lors de la (nième+1) mesure de la concentration en MEK résiduelle (h). 
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Figure N°24: Evolution de la concentration en biomasse X (gPS/l) et de la concentration de la 
MEK résiduelle (ppm) en fonction du temps (h) pour les différentes souches. (a): A2.3, (b): 
A3.2, (c): A3.3, (d): A3.9, (e): A5.7. 
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Figure N°25: Evolution de la vitesse spécifique de consommation du MEK (rx.MEK) 
expérimentale (gMEK/gPS.h) en fonction du temps (h) pour les différentes souches. (a): A2.3, (b): 
A3.2, (c): A3.3, (d): A3.9, (e): A5.7. 
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III.4.5. Vitesse spécifique de croissance en fonction de la concentration de la MEK   
    

Les profils des vitesses spécifiques de croissance en fonction de la concentration en MEK 

sont représentés dans la figure N°26. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure N°26: Evolution du taux spécifique de croissance µ expérimentale (h-1) en fonction de la 
concentration en MEK résiduelle (ppm) pour les différentes souches : (a): A2.3, (b): A3.2, (c): 
A3.3, (d): A3.9, (e): A5.7. 
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Les 5 réacteurs de fermentation sont lancés avec une concentration initiale en biomasse 

X0 de 0,125 gps/l, et une même concentration en substrat S (la MEK) de (100 µl soit 894,44 

ppm).  

 

Les résultats montrent, que pour toutes les souches testées, il y a une consommation 

totale du substrat (MEK), dès que les souches arrivent à leur phase stationnaire (figure N°24).  

Ce résultat confirme que tous les isolats d’actinomycètes sélectionnés, utilisent la MEK comme 

seule source de carbone pour leur croissance. Cependant, l’évolution de la concentration de la 

MEK résiduelle diffère d’une souche à une autre en fonction du temps. 

 

La vitesse spécifique de consommation de la MEK calculée à des temps variables, montre 

que pour toutes les souches, il y a une diminution progressive et irrégulière (figure N°25). La 

vitesse maximale de consommation du substrat a été enregistrée après 12 h de temps pour toutes 

les souches, elle atteint  respectivement 99,72 gMEK/gPS.l ; 92,15 gMEK/gPS.l ; 127 gMEK/gPS.l ; 

52,62 gMEK/gPS.l ; 105,23 gMEK/gPS.l pour les souches A2.3, A3.2, A3.3, A3.9, A5.7. 

 

Les profils des taux spécifiques de croissance en fonction de la concentration de la MEK 

résiduelle, témoignent que la croissance et la dégradation sont liées. En effet, pour les souches 

A2.3, A3.3 et A3.9, le taux de croissance devient maximal à des concentrations respectives de 

560 ppm; 388,2 ppm et de 621,32 ppm. Il diminue ensuite, d’une manière irrégulière avec la 

consommation de la MEK (figure N°26). Pour la souche A3.2, le taux spécifique de croissance 

varie irrégulièrement avec la consommation de  la MEK. 

 

La croissance de la souche A5.7 varie plus régulièrement avec la consommation de la 

MEK. Son taux spécifique de croissance est faible au début de la consommation et augmente  

jusqu’à atteindre un plateau maximum ensuite diminue progressivement. 

 

Il ressort d’une manière plus générale, que parmi toutes ces bactéries sélectionnées 

possédant la capacité de biodégrader la MEK, les cinétiques sont complètement différentes. La 

seule ressemblance est que la consommation totale du substrat est atteinte dès que les souches 

arrivent à leur phase stationnaire. Autrement dit, à la fin de la phase logarithmique de croissance. 
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Cela confirme que ces souches utilisent la MEK comme seule source de carbone et d’énergie 

pour se développer.  

 

Il est à signaler cependant, que la cinétique de croissance et de dégradation de la MEK 

des isolats A2.3, A3.2 et A3.3 est un peu particulière. En effet, au début de la fermentation on 

remarque une diminution rapide de la concentration du substrat, qui augmente après quelques 

heures (figure N°24). Cela peut être soit le résultat d’erreurs de manipulation ou à notre avis et 

probablement à un phénomène physiologique un peu particulier. Ces bactéries aspirent au début 

de la fermentation une grande quantité de solvant, dégradent une partie et refoulent l’autre dans 

le jus de fermentation 

 

Dans ce lot, la souche A5.7 se détache plus particulièrement et parait être la meilleure  

pour dégrader la MEK. En effet, la dégradation de 100 % du substrat est atteinte après seulement 

72 h de fermentation. Elle est par conséquent la plus rapide parmi le reste des actinomycètes. La 

croissance varie plus régulièrement avec la consommation de la MEK, et se caractérise par un  

taux de croissance maximum le plus élevé de 0,132 h-1, en comparaison avec le reste du lot. 

L’isolat A5.7 a été par conséquent sélectionné parmi l’ensemble des bactéries actinomycétales 

isolés. 

  

Les conditions de croissance choisies pour cette fermentation montrent qu’effectivement 

la souche A5.7 est la plus performante pour la dégradation de la MEK. Les quatre autres 

bactéries sont aussi dégradatrices de ce même solvant. Donc, il n’est pas exclu que ces isolats 

soient aptes à donner des paramètres plus satisfaisants juste en variant seulement les facteurs et 

les conditions de fermentation. Des études d’optimisation et de modélisation peuvent êtres 

entreprises dans des travaux avenir afin de pouvoir tester plus spécialement ces souches. Il est à 

noter également, la possibilité d’utiliser les cultures mixtes pour ce  même type de 

biodégradation. 

 

Les travaux qui ont étudié la biodégradation de la méthyléthylcétone par une culture pure 

dans des réacteurs batch sont très rares (Wu-Chung C et Tzu-Yu L, 2010). Les cultures mixtes 

et les consortiums sont couramment utilisés. Par ailleurs, la biodégradation optimale des 
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composés organiques volatiles n’est toujours pas meilleure avec le consortium. En effet, la 

biodégradation du méthanol par les microorganismes isolés des boues activées s’avère plus 

rapide que celle qui utilise la boue entière comme inoculum (Boudemagh et al., 2006). Il serait 

intéressant de tester la biodégradation de la MEK par le consortium d’actinomycètes isolés des 

boues activées.   

 

En présence de boue activée, la dégradation complète de la MEK s’effectue en 8 jours à 

une concentration de 200 mg/litre (200 ppm) et en 9 jours à une concentration de 400 ppm 

(Dojlido, 1979). A une concentration de 20 mg/litre dans l'eau de rivière contenant des microbes 

pré-adaptés à la MEK, la biodégradation complète a été obtenue en 2,5 jours (Dojlido, 1977). 

Delfino et Miles (1985) rapportent un taux plus lent de la décomposition aérobie dans les eaux 

souterraines, 1 mg/litre a été entièrement dégradé dans 14 jours. 

 

Nos résultats sont très prometteurs et satisfaisants. L’actinomycète dénommé A5.7 isolé 

des boues activées de la station d’El-Athmania, dégrade totalement une concentration d’environ 

900 ppm en seulement 72 h de fermentation. 

          

III.5. Identification morphologique de la souche A5.7  
  

III.5.1.Etude le l’aspect macroscopique  

 

Selon la vitesse de croissance, la souche A5.7, est considérée comme étant la plus rapide 

parmi les cinq sélectionnées. Les premiers signes de croissance consistent en l’apparition de 

colonies rondes, pâteuses et légèrement enfoncées dans la gélose après 2 à 3 jours d’incubation. 

Après 7 jours d’incubation, cette souche présente un aspect poudreux de couleur blanche, cela 

constitue le mycélium aérien caractéristique des actinomycètes. A partir du 14ème jours, le 

mycélium aérien prend progressivement une couleur grise. Ce qui correspond surement à la 

formation des spores à l’extrémité des hyphes aériens. 
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III.5.2. Etude de l’aspect microscopique  

 

Les résultats de l’observation microscopique de la souche sélectionnée, par la technique 

des lamelles inclinées sont présentés dans la figure N°27. 

La souche A5.7, est composée d’un mycélium de substrat bien développé, et un 

mycélium aérien moins dense et plus épais portant de longues chaînes de spores (généralement 

20 spores par chaîne). Les chaînes de spores de forme cylindrique se présentent soit droites, 

spirales ou rectiflexibles.  

 

 
Figure N°27 : Observation microscopique de l’isolat A5.7 au grossissement (G×100). (a): 
mycélium de substrat, (b): mycélium aérien avec des chaînes de spores, (c): Chaînes de spores 
droites et spirales, (d): Chaînes de spores droites, spirales et rectiflexibles. 

 

a b 

c d 
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La taxonomie des actinomycètes est basée sur les critères morphologiques, chimiques, 

physiologiques et moléculaires. L’identification des genres est facilitée par les études 

morphologiques tandis que les critères chimiques, physiologiques et moléculaires séparent les 

espèces (Slim, 2010). Selon Williams et al., 1993, certains genres d’actinomycètes 

(Streptomyces, Streptoverticillium, micromonospora, microbispora…) peuvent être identifiés 

avec un plus grand degré de précision par rapport aux autres genres (Nocardia, Actinomadura…) 

par simple observation microscopique. Plusieurs auteurs ont pu déterminer les genres des 

actinomycètes à partir des caractéristiques morphologiques comme Zaitlin et al., (2003), dont 

les travaux ont permis d’identifier le genre par simple observation microscopique d’une souche 

actinomycétale cultivée sur un le milieu Czapek. D’autres, ont identifié des genres 

actinomycétales par observation des chaînes de spores au microscope optique (Balagurunathan 

et al., 1996). 

 

          La souche A5.7 développe des colonies après 2 à 3 jours d’incubation, c’est une 

caractéristique des actinomycètes à croissance rapide. Nodwel et Losick (1998), ont constaté que 

les colonies de Streptomyces coelicolor érigent les hyphes aériens en 24 heures. Le genre 

Streptomyces  fait partie des actinomycètes à croissance rapide.  

 

Les colonies de l’isolat A5.7 sont de formes rondes, d’aspect poudreux et légèrement 

enfoncées dans la gélose. Les chaînes de spores sont soit de forme spirale, droite ou  

rectiflexible. Ces caractéristiques selon Myadoh et al., (2002) sont typique des Streptomyces. 

 

A cela s’ajoute la forme cylindrique des spores qui selon Erz et al., (2004) caractérise le 

genre Streptomyces. 

 

Les aspects morphologiques schématisés qui caractérisent les genres appartenant aux 

actinomycètes sont proposés par Lechevalier, 1994 et parus dans la 9ème édition du Bergey’s 

manuel (Annexe 3), permettent d’identifier la plupart de ces bactéries. L’aspect des mycéliums 

aériens et de substrats de l’isolat A5.7 (Figure N°27), est parfaitement identique avec le genre 

Streptomyces.  

 



                                                                                                Chapitre III: Résultats et discussions 
 

 

82 
 

Par conséquent, et à partir de toutes ces ressemblances, l’isolat en question est assigné au 

genre Streptomyces.   Le rôle des actinomycètes dans les traitements biologiques des composés 

organiques volatils est plus particulièrement connu dans les bio-filtres (Juteau et al., 1999 ; 

Khammar et al., 2005 ; Sandrine, 2005). 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 
 

La gestion des déchets est un des problèmes les plus complexes tant pour les pays riches 

que pour ceux en voie de développement. De plus, la mondialisation place la question des 

déchets parmi les préoccupations majeures des sociétés. La gestion des déchets touche plusieurs 

points sensibles comme le développement durable, les enjeux économiques, les préoccupations 

de santé ainsi que les problèmes environnementaux. 

 

L’Algérie étant parmi les signataires de plusieurs protocoles et traités, lutte contre la 

pollution et pour la préservation de l’environnement. Ainsi, les émissions dans l’air de plusieurs 

composés organiques volatils (COV) sont formellement interdites (J.O.R.A, 2007).  

 

Dans le cadre du traitement des effluents gazeux contenant des COV, les procédés 

biologiques sont couramment mis en œuvre (Smita et Babu, 2009 ; Wu-Chung et Tzu-Yu, 

2010 ; Qi et al., 2002 ; Spiros et al., 1997 ; Tae et al., 2006 ; Eubanks et al., 1974 ; Phillips et 

Perry, 1974). Leur développement et leur utilisation à l’échelle industrielle croît de façon 

exponentielle.  

Les travaux de l’emploi de souches pures de bactéries d’actinomycètes aquatiques, dans 

la biodégradation de la MEK sont rares.  

Dans notre travail, l’isolement de quelques souches pures d’actinomycètes à partir des 

boues activées de la station d'épuration d’El Athmania a été entrepris. 5 souches pures 

d’actinomycètes capables de biodégrader la MEK ont été sélectionnées. La souche A5.7 est la 

plus rapide parmi le lot choisi. La dégradation totale du substrat est obtenue après 72 h de 

culture. Le taux de croissance maximum µmax, calculé est de 0.132 h-1. Il est le plus élevé parmi 

l’ensemble des actinomycètes testés. Il apparait également que la croissance de cette souche 

varie régulièrement avec la consommation de la MEK.  

L’isolat A5.7  a été identifié par des méthodes morphologiques et culturales comme étant 
appartenir au genre Streptomyces. 
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Nous comptons dans l’avenir étudier la dégradation de la MEK par ce Streptomyces et 

cette culture continue. Il est également très intéressant de tester  plus spécialement le reste des 

isolats, en variant les conditions de fermentation. Nous envisageons également d’utiliser pour la 

biodégradation de ce même composé, des cultures mixtes à partir de ces actinomycètes isolés. 

Enfin, Il est plus que souhaitable d’identifier l’isolat A5.7  au niveau de l’espèce.   
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Annexe 1 

Milieu de culture 

 

Le milieu ISP4: 

- Amidon  soluble              10g 

- Agar                   20g 

- K2HPO4                                           1g 

- MgSO4 7H2O                    1g 

- NaCl                    1g 

- (NH4)2SO4                   2g  

- CaCo3                    2g 

- Solution d'oligo-éléments 1ml 

- pH 7,0 à 7,4 

- Stérilisation à 120°C pendant 20 minutes. 

 

Solution d’oligo-éléments : 

- FeSO4 7H2O                   0,1g 

- MnCl2 4H2O                  0,1g 

- ZnSO4 7H2O                  0,1g 

- Eau distillée                   100ml 
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Annexe 2 
 

Les courbes d’étalonnage des différentes souches étudiées 
(a) : A2.3, (b) : A3.2, (c) :A3.3, (d) : A3.9, (e) : A5.7. 
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Annexe 3 

Schémas représentatifs des mycéliums aériens et de substrat de 
quelques genres d’actinomycètes (Lechevalier, 1994). 
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 ملخــــــــص
 

 البعض من بین ھذه النفایات سامة للإنسان. النفایات الصناعیة تطرح مشاكل كبرى بسبب تنوعھا وتكوینھا
یستخدم على نطاق  الأخیرھذا . ھذا ھو حال المیتیل ایتیل سیتون وھي مركب عضوي جد طائر. وتؤثر على البیئة

, خصوصا الفینیلیة(الأحبار والمواد اللاصقة , الأصماغ, الورنیشات, واسع كمذیب  ویدخل في تركیب الدھانات

نحن نستخدم عادة بعض . و یستخدم أیضا كعامل استخراج للزیوت النباتیة والمعدنیة ) النیتروسیلیلوزیة و الأكریلیة 

. ا بعض المساوئھذه التقنیات مكلفة ولھ. كیمیائیة لتدمیر ھذه الملوثات مثل الحرق على سبیل المثال - التقنیات الفیزیو

  .الیوم نحن نشھد تطور تقنیات بیولوجیة تستخدم كائنات حیة دقیقة قادرة على تحلیل ھذه النفایات

لمحطة معالجة میاه  المنشطة الأوحال سلالات مشابھة للاكتنومیسات من ISP4 ,7في دراستنا قمنا بعزل في وسط 

كفاءة كانت الأكثر  A5.7السلالة المسماة . المیتیل إیتیل سیتونالعدید منھا كانت قادرة على تحلیل , الصرف بالعثمانیة

ساعة أي ثلاثة أیام من  72بعد % 100ھذه السلالة قادرة على تحلیل ھذا المركب بنسبة  .من بین السلالات

حدد نوع السلالة بعدة طرق مورفولوجیة  h-1 0,132.بـــیقدر و الأعلىھو  (µmax) قصىالأ ھامعدل نمو‘التخمر

  .Streptomycesزراعیة و تبین أنھا تنتمي للنوع و

 

 

 

  .المعالجة البیولوجیة, المنشطة الأوحال, یتیل سیتونل االمیتی, التحلل البیولوجي, أكتینومیسات : كلمات مفتـــاحیة

  



Abstract 
 

Industrial wastes pose major problems because of their diversity and composition. Among 

these wastes, some are toxic to humans and affect the environment. This is the case of methyl 

ethyl ketone which is a highly volatile organic compound. This VOC is widely used as a solvent 

in the composition of paints, varnishes, inks, glues and adhesives (particularly vinylics, 

nitrocellulosics or acrylics). It also serves as an extraction agent of certain vegetable and mineral 

oils. We usually use some physico-chemical techniques for the destruction of this pollutant such 

as incineration for example. These techniques are expensive and have some disadvantages. Today 

we are witnessing the development of biological techniques implementing microoganismes, able 

to completely biodegrade these wastes. In our study, we isolated in ISP4 medium, 7 strains 

similar to actinomycetes from activated sludge of the wastewater treatment plant of El-Athmania. 

Many of them have the ability to biodegrade the methyl ethyl ketone. The strain called A5.7 was 

the most efficient among the tested actinomycetes. This strain is able to degrade 100% of this 

compound after 72 hours or three days of fermentation in batch. Its maximum growth rate (μmax) 

is the highest, it is 0.132 h-1. This isolate was identified by several morphological methods and 

methods of cultivation as belonging to the genus Streptomyces.  

 

 

 

Keywords: Actinomycetes, biodegradation, methyl ethyl ketone, activated sludge, 

biodepollution.  
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Thème: 
 
Contribution à l’étude de la biodégradation de la méthyléthylcétone en réacteur batch par les 

actinomycètes isolés à partir des boues activée de la station d’épuration d’El Athmania. 
Résumé : 
 

Les rejets industriels posent de gros problèmes de par leur diversité et leur composition. Parmi ces 

déchets, certains sont toxiques pour l'homme et affectent l'environnement. C’est le cas de la méthyléthylcétone 

qui est un composé organique très volatil. Ce COV est largement utilisée comme solvant, entrant dans la 

composition des peintures, de vernis, d’encres, de colles et d’adhésifs (particulièrement les vinyliques, 

nitrocellulosiques ou acryliques). Il sert également comme agent d’extraction de certaines huiles végétales et 

minérales. On emploie habituellement des techniques physico-chimiques, pour la destruction de ce polluant 

comme l'incinération par exemple. Ces techniques sont couteuses et présentent certains inconvenants. On assiste 

aujourd’hui au développement des techniques biologiques mettant en œuvre des microoganismes, capables de 

biodégrader complètement ces déchets. Dans notre étude, nous avons isolé sur le milieu ISP 4, 7 souches 

assignées aux actinomycètes à partir des boues activées de la station d’épuration des eaux usées d’El-Athmania. 

Plusieurs d’entre elles ont une aptitude à biodégrader la méthyléthylcétone. Une souche dénommée A5.7  a été 

constatée la plus performante parmi les actinomycètes testés. Cette souche est capable de dégrader 100 % de ce 

composé après 72 h soit trois jours de fermentation en batch. Le taux de croissance maximum (µmax)  est le plus 

élevé, il est de 0,132 h-1. Cet isolat a été identifié par plusieurs méthodes morphologiques et culturales comme 

étant appartenir au genre Streptomyces. 
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