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Introduction

La découverte par le microbiologiste américain Thomas Brock, a la fin des années
soixante, de populations microbiennes abondantes proliférant dans les sources chaudes du
parc national de Yellowstone aux Etats-Unis, a des températures comprises entre 50°C et
90°C, allait ouvrir la voie a une nouvelle ére passionnante de la microbiologie. Désormais,
tous les milieux extrémes de la planéte allaient étre 1’objet de nombreuses investigations
(Guezennec, 2004). Par ailleurs, d’aprés des études réalisées a ce sujet, en raison de la
position de 1I’Algérie dans un cadre géologique tectoniquement actif, il se trouve qu’il existe
sur son territoire plus de 200 sources thermales dont les températures mesurées a 1’émergence
varient de 19 4 98 °C. A I’exemple de Hammam Righa, situé & 100 Km au sud-ouest d’Alger
dans la wilaya de Ain Defla, les eaux jaillissantes sont salines, sulfatées, calciques et

hyperthermales (69 °C) (Belhai et al., 2013).

Bien que les environnements extrémes sont qualifiés d’anthropocentriques, a priori
hostiles a la vie, en revanche, ils ne constituent pas des milieux extrémes pour les populations
microbiennes qui s’y développent. Il s’agit souvent de leur milieu de vie exclusif, dans lequel
plusieurs facteurs, en plus de la température, la salinité, le pH, la solubilité¢ de I’oxygene et la
disponibilité en nutriments, contrdlent leur vitesse de croissance et leur biodiversité. En dépit
de I'importance scientifique et potentiellement économique, les connaissances Sur ces
microorganismes, dits « extrémophiles », présentant des composants cellulaires potentiels,

restent limitées (Querellou, 2004).

Comme les thermophiles ont généralement un optimum de croissance supérieur a 45
°C, ils ont pu étre isolés depuis diverses régions de la terre comme les sources chaudes, les
fonds marins et les zones volcaniques (Stetter et al., 1993). Par conséquent, ils possédent des
métabolites thermostables présentant un réel intérét biotechnologique, dont il convient de citer
en priorité les enzymes qui sont largement exploitées dans le monde industriel (Laubier,
2012). En effet, le succes remarquable que connaissent les industries employant les enzymes
d’origine microbienne explique I’augmentation de leur demande mondiale d’une année a une
autre. Par ailleurs, sur la base d’un criblage trés étendu et orienté de la collection des
thermophiles, plusieurs enzymes préesentant des propriétés intéressantes ont été mises en
évidence. Toutefois, il apparait pertinent, voire stratégique de les explorer afin d’améliorer
certains procédés de fabrication, sirement travaillant en condition de hautes températures,
telles que I'industrie du textile, la papeterie, la dépollution, I’industrie alimentaire et bien

d’autres (Gregoire et al., 2009).



Introduction

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a la caractérisation de bactéries
thermophiles, isolées des eaux de Hammam Righa, ainsi qu’au criblage de leurs activités
enzymatiques extracellulaires d’intéréts biotechnologiques. Cette étude est structurée en trois

parties:

» La premicre partie c’est une synthése bibliographique traitant les microorganismes
thermophiles, leur biodiversité, leurs écologies, leurs modes d’adaptations, les métabolites
qu’ils produisent ainsi que leurs applications biotechnologiques.

» La deuxiéme partie présente la partie pratique dans laquelle nous avons abordé deux
aspects:

e La caractérisation macroscopique, microscopique, physiologique et biochimique des
souches.
e Lamise en évidence de quelques activités enzymatiques extracellulaires.
> La troisieme partie expose les résultats obtenus et leurs discussion, suivis par une

conclusion générale et des perspectives.
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I. Les écosystemes chauds

1. Notions sur les écosystemes chauds

Les microorganismes thermophiles ainsi que les hyper-thermophiles habitent des
écosystemes thermiques naturels qui sont généralement associés a des zones tectoniques
actives volcaniques ou géothermiques, telles que des sources hydrothermales, océaniques
profondes et sources chaudes terrestres. Ils sont également retrouvés dans des biotopes
artificiels chauds comme les canalisations domestiques d’eau chaude, le compost, les

bioréacteurs...etc. (Ferrera et Reysenbach, 2007).

En fait, certains environnements naturels chauds tels que les volcans sous marins,
fumeroles et évents peuvent avoir des températures qui dépassent les 300 °C. Or, il existe
aussi d’autres ou la température est aux alentours de 65 °C, c’est le cas des réservoirs

pétroliers ou encore des sols chauffés par 1’énergie solaire (Canganella et Wiegel, 2014).
1.1. Sources thermales dans le monde

Dans les biotopes terrestres, les sources chaudes sont fréquentes, les plus explorées
sont situées aux Etats-Unis, en Russie, en Islande, a la Nouvelle Zélande et au Japon
(Figure 1). Se sont des geysers qui sont définis comme étant des jets d’eaux chaudes ou de

bulles (Ferrera et Reysenbach, 2007).

La température dans ces systemes €cologiques est naturellement variable d’une source
a une autre (Tableau 1), ce qui est a I’origine d’une biodiversité microbienne trés importante
(De Castro et al., 2016).

Tableau I: Exemples de températures dans quelques sources chaudes mondiales (Hug et al.,
2014; Menzel et al., 2015).

Source chaude Température en °C
Yellowstone (U.S.A) 92
Champagne pool (Nouvelle Zélande) 45-75
Uzon caldera (Russie) 61-64
Krisuvik (Islande) 90
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Figure 1: Exemples de biotopes naturels des thermophiles. (A). Parc national de Yellowstone
(Etats Unis);* (B). Champagne Pool (nouvelle Zélande);? (C). Krisuvik (Islande);® (D). Uzon

caldera (Russie)*.
1.2. Les sources thermales en Algérie

L’ Algérie, le plus grand pays de la région méditerranéenne et du nord africain est doté
d’un potentiel géothermique considérable, caractérisé par la présence de nombreuses stations
d’eaux thermo-minérales réparties sur ’ensemble de son territoire. Ces sources thermales
sont, non seulement, trés abondantes mais aussi trés riches dans leur composition chimique

notamment en minéraux (Saibi, 2015).

thttps://www.smartrippers.com/fr/site/midway-geyser-basin-les-incroyables-couleurs-de-grand-
prismatic-spring

Zhttps://fr.wikipedia.org/wiki/Champagne_Pool
3http://www.nielsthye.dk/wp-content/uploads/2012/07/MGL5704.jpg
*http://izverzhenie-vulkana.ru/2015/08/kaldera_vulkana_uzon_367094.html
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En effet, plus de 240 sources thermales ont été répertoriées. Elles sont distribuées sur
les quatre coins du pays et leur nombre augmente au fur et a mesure que 1’on se rapproche de
la région Nord (Saibi, 2015). Parmi ces stations, les majeures et les plus populaires sont:
Hammam Meskhoutine (H. Debagh) et Hammam Guergour a 1’est; Hammam Bouhanifia,
Hammam Bouhadjar, Hammam Bougharara et hammam Righa a 1’ouest; ainsi que Hammam
Salihine au sud (Fekraoui et Kedaid, 2005). Ces sources sont reconnues comme étant des
niches écologiques qui abritent une large communauté de bactéries anaérobiques
thermophiles, présentant des propriétés intéressantes d’un point de vue biotechnologique
(Bouacem et al., 2014; Bouanane et al., 2016). L’ importance accordée a la température et/ou
a la composition des eaux jaillissantes de ces sources explique leur large exploitation en

balnéothérapie et medecine thermale (Boughlali, 2003).

Tableau Il: Exemples de températures dans quelques sources thermales algériennes
(Fekraoui et Kedaid, 2005).

Source thermale Température (°C)
Hammam Maskhoutine 95-98
Hammam Guergour 44
Hammam Bouhanifia 68
Hammam Bouhadjar 65
Hammam Boughrara 37-43
Hammam Righa 68
Hammam Salihine 70

La composition en minéraux et nutriments, la concentration en gaz et le pH qui varie
de 1 a 10 expliquent relativement, la variété des communautés microbiennes habitant ces
régions thermiques selon leurs conditions physiques et géochimiques (Ferrerai et Reysenbach,
2007).
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I1. Les organismes thermophiles
1. Définition
Les microorganismes croissent plus rapidement a une température donnée, il s’agit de

la température optimale de croissance sur laquelle Karl Stetter s’est basé pour classer les

bactéries en trois groupes: les psychrophiles, les mésophiles et les thermophiles.

Plusieurs définitions ont été proposées, la plus connue est celle de Thomas Brock. Ce
dernier qualifie un organisme thermophile par un étre vivant dont la température optimale de
croissance est au dessus de 60 °C. Par contre, la définition la plus large a été proposée par
Stetter, définissant un thermophile par un organisme qui se développe a une température
optimale de 45 °C. Elle a mis 1’accent sur trois sous groupes au sein des thermophiles qui sont
(Laubier, 2012):

e Les thermophiles modérés (optimum entre 55 et 65 °C);
e Les thermophiles extrémes (optimum entre 65 et 80 °C);
e Les hyper thermophiles (optimum supérieur a 80 °C).

Un arbre du vivant est proposé (Figure 2), inféré sur la base des séquences de 1°ARNr 16s et
raciné entre les bactéries d‘une part et les archées et les eucaryotes d‘autre part. (Iwabe et al.
1989). Le positionnement des hyper-thermophiles pres de la racine de I'arbre phylogénétique
qui est basé sur I’ARNrl6s a favorisé I'hypothese que le milieu pré-biotique était chaud,
suggérant que les thermophiles aient précedé les mésophiles dans I'histoire des premieres

formes de vie (Woese et al., 1990).
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Green non-sulfur bacteria

[ Eucarya ]

Bacteria

Sulfolobus Archaea

Gram positives

Desulfurococcus

Thermofilum
Thermotoga '

Thermoproteus

Purple bacteria

Flavobacteria Fyrodictium Pyrobaculum
Thermococcus

Methanothermus

Cyanobacteria
Methanobacteplum

Halococcus
Halobacterium
% Methanoplanus
Methanococcus Methanospirillum

Methanosarcina

Aquifex

Aérobies

< Anaérobies thermophiles >

Anaérobies mésophiles

Figure 2: Arbre phylogénétique universel basé sur les petites sous unités de I'ARNr16s.!
2. Mécanismes d’adaptation a la thermophilie

Parmi les caractéristiques des thermophiles, la capacité de vivre a des températures
supérieures a celles tolérées par les autres organismes vivants (Bertrand et al., 2011). Pour se
développer dans de telles conditions, les thermophiles ont subi de nombreuses adaptations, ce
qui a permis le maintien de leur intégrité ainsi que leurs fonctions (Niehaus et al., 1999). De
ce fait, leurs macromolécules (ADN, protéines et lipides) possédent des propriétés

particuliéres (Bertrand et al., 2011).
2.1. Thermostabilité des acides nucléiques (ADN, ARN)

L’une des premicres questions posée est celle de la stabilité du matériel génétique.
Sachant que la composition des acides nucléiques des microorganismes thermophiles est
identique a celle des mésophiles, et qu’a des températures €levées, ’ARN est dégradé et I’ADN
est dénaturé in vitro (séparation des deux brins de la double hélice), puis dégradé (Quérellou et
Guézennec, 2010); plusieurs mécanismes contribuant a la stabilité et la réparation des acides
nucléiques chez les thermophiles ont été identifiés (Bertrand et al., 2011):

v L’ADN gyrase reverse: cette enzyme introduit des super-enroulements positifs au

niveau de ’ADN, et enroule une protéine manteau a I’emplacement des dommages, réduisant

thttps://slideplayer.fr/slide/10395675/33/images/11/Arbre+phylog%C3%A9n%C3%A9tique+universe
l.ipg
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ainsi le taux de rupture de la double hélice et donc assurer une meilleure stabilité vis-a-vis de
la température.

v' Les protéines similaires aux histones des eucaryotes: ces protéines sont liées a
I’ADN et contribuent a sa compaction donc a sa stabilité.

v' Accumulation d’une grande quantité d’osmolytes: la présence de solutés
compatibles, par exemple de fortes concentrations intracellulaires en 2,3-diphosphoglycérate
de potassium cyclique chez Methanopyrus sp. protége I’ADN contre des 1ésions chimiques
telles que les dépurinations, ce qui contribue a la stabilisation de ’ADN en augmentant sa
température de fusion (Charlier et Droogmans, 2005).

v' Contenu (Guanine + Cytosine): un contenu accru en (G+C) des ARN de transfert et
des ARN ribosomiques pourrait stabiliser leurs conformations dans les conditions extrémes
(Charlier et Droogmans, 2005).

2.2. Thermostabilité des protéines
Les protéines des thermophiles présentent des caractéristiques spécifiques qui sont a

I’origine de leur thermostabilité. Bertrand et ses collaborateurs ont mis en évidence :

v' La présence des centres hydrophobes: ils diminuent la tendance de la protéine a se
déplier. En effet, il a ét¢ démontré que c’est le repliement de la protéine qui contribue le plus
a sa résistance a la chaleur.

v' La présence d’interactions ioniques nombreuses a la surface des protéines: elles
contribuent au maintien des protéines entre elles.

v' La présence des protéines chaperonnes du choc thermique: elles interviennent
dans le repliement des protéines partiellement dénaturées.

2.3. Thermostabilité des lipides membranaires

Les lipides membranaires des microorganismes thermophiles sont des tétraéthers de
dibiphytanyle. Ils sont naturellement résistants aux températures élevées (Bertrand et al.,
2011). Leur principal moyen d’adaptation consiste a 1’augmentation de la longueur des
chaines acyles et a I’élévation du degré de saturation en acides gras, ramification et
cyclisation (Charlier et Droogmans, 2005). De plus, pour limiter les effets néfastes des hautes
températures sur la perméabilité cellulaire, certains thermophiles tendent a utiliser des
systemes antiports proton-sodium non steechiométriques pour générer un deuxiéme gradient

sodium indépendant de la température du milieu (Albers et al., 2001).
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3. Biodiversité de certaines bactéries thermophiles
3.1. Bacillus

Le genre Bacillus est établi par Cohn en 1872. 1l fait partie des microorganismes les
plus abondants dans la nature; étant ubiquitaire, il colonise principalement le sol, mais on peut
également le trouver dans les eaux, les aliments...etc. (Elshaghabee et al., 2017). C’est le
genre le plus vaste et le plus important dans le monde bactérien (Fritze, 2004). En 2015, il
contenait plus de 299 espéces et 7 sous-especes (Euzeby, 2015).

Des études ont démontré que la souche Bacillus licheniformis (BL010) dégrade
efficacement 1’aflatoxine B1 qui est un polluant des produits agricoles. Cependant, une solution
enzymatique brute de cette souche présentait le niveau de dégradation le plus élevé (97,3 %) et

cela apres trois périodes d’incubation (Wang et al., 2018).
3.2. Anoxybacillus

Ce sont des bactéries ayant un optimum de croissance qui varie de 50 a 60 °C (Paul et
al., 2012). Anoxybacillus flavothermus, classée initialement parmi les bactéries du genre
Bacillus a été isolée pour la premiere fois a partir d’une source thermale chaude en Nouvelle
Zélande (Heinemann et Saenger, 1982). Par la suite, aux alentours des années 2000, Pikuta est

parvenu a isoler la méme espéce depuis le fumier d’animaux (Pikuta et al., 2000).

Ces derniéres années, 19 espéces et 2 subespeces appartenant au genre Anoxybacillus dont
on peut citer A. flavothermus subsp. Yunnanensis et A. kanchatkensis subsp. Asaccharedens, ont

été dénombrées (Kian et al., 2013).

D’aprés les recherches, il a été démontré que le genre Anoxybacillus sécrete une variété
d’enzymes lignocellulolytiques thermostables telles que les cellulases et les xylanases qui jouent
un réle important dans la dégradation de la biomasse (Ellis et Magnuson, 2012). Certaines des
xylanases et xylosidases ont déja été caractérisées a partir du genre Anoxybacillus (Goh et al.,
2013), alors qu'il existe encore de nombreuses enzymes xylanolytiques prédites codées par les
bactéries du méme genre qui doivent encore étre isolées et caractérisées. Anoxybacillus
kamchatkensis, décrite pour la premiére fois par Kevbrin et ses collaborateurs, a été isolée de la
vallée de Geyser, située dans la péninsule du Kamtchatka (région extréme-orientale de la Russie)
(Kevbrin et al., 2005). Cependant, a notre connaissance, aucune caractérisation enzymatique

supplémentaire de cette souche n’a été rapportée a ce jour (Yadav et al., 2018).
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3.3. Tepidimonas

Le genre Tepidimonas comporte des espéeces isolées de sources chaudes a températures
modérément élevées comprises entre 50 et 60 °C (Dhakan et al., 2016). Il est caractérisé par un
taux de croissance faible et un mécanisme de métabolisation de protéines lent (Han et al., 2017).

L’espéce Tepidimonas taiwanensis a été isolée a partir des sources chaudes du sud de
Taiwan (Chen et al., 2006), de la Roumanie et de I'Inde centrale (Coman et al., 2013 ; Dhakan
et al., 2016). En outre, Tepidimonas spp. a été découverte en Italie dans des circuits d'eau
industriels a des températures égales ou supérieures a 40 °C (Chiellini et al., 2014). La souche
MB?2 de Tepidimonas taiwanensis a été isolée d'une source thermale située dans le centre de
I'Inde. Son génome présente les propriétés du métabolisme du soufre, de la fixation de l'azote,
du métabolisme de I'ammoniac, de l'assimilation des acides organiques et d'une grande variété
de protéases (Dhakan et al., 2016).

3.4. Hydrogenophilus

Ce genre a été créé pour la premiére fois aux alentours de 1999 (Hayashi et al., 1999) et isolé d’un
sol a la périphérie d’une source thermale. Les isolats étaient initialement affiliés au genre
Pseudimonas et Flavobacterium (Goto et al., 1977; Goto et al., 1978). Il comprend deux especes
modérément thermophiles qui sont: Hydrogenophilus thermoluteolus (souche type NBRC
14978T), isolée d'un site géothermique au Japon (Hayashi et al., 1999) et Hydrogenophilus
hirschii (souche type DSM 11420T), isolée depuis le Parc National de Yellowstone, USA (Stohr
etal., 2001).

La souche TH-1 Hydrogenophilus thermoluteolus (anciennement appelée Pseudomonas
oxygenothermophila) est une betaprotéobacterie, aérobie, modérément thermophile, isolée du
sol autour d'une source thermale située dans la péninsule d'lzu, au Japon (Goto et al., 1977;
Hayashi et al., 1999). Cette bactérie, étant chimiolithoautotrophe facultative, peut se
développer non seulement de maniére autotrophe sur des composés de I'hydrogene ou du
soufre en tant que donneur d'électrons et du dioxyde de carbone en tant que source de
carbone, mais également de maniére hétérotrophe en milieu organique (Goto et al., 1977,
Miyake et al., 2007). Elle fixe le dioxyde de carbone via le cycle Calvin-Benson-Bassham
(CBB). La température optimale de croissance de la souche TH-1 est de 52 °C et son taux de
croissance spécifique maximum dans des conditions autotrophes optimales a été déterminé a
0,68 h, ce dernier est qualifi¢ comme le plus élevé parmi les taux de croissance des
autotrophes (Goto et al., 1977).
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Des bactéries du genre Hydrogenophilus sont localisées dans des régions géothermales
du monde entier et 'ADN de H. thermoluteolus a également été identifié au niveau des zones
d’accumulations des glaciers de I'Antarctique (Arai et al., 2018).

3.5. Albidovulum

Le genre Albidovulum a été proposé comme nouveau genre bactérien, tres proche
phylogénétiquement du genre Rhodovulum, il y a prés de quinze ans. Son premier membre
nommé est Albidovulum inexpectatum, légérement thermophile et non photosynthétique
(Albuquergue et al., 2002). Depuis lors, une seule espéce supplémentaire a été isolée et
caractérisée, c’est Albidovulum xiamenense (Yin et al., 2012). Or, les deux organismes sont
modérément thermophiles et halophiles, isolés a partir de sources thermales (Marquez et
Blamey, 2019).

En 2019, la souche SLM16 a été isolée d’un échantillon d’eau de mer et de sédiment
de sable prélevés dans une fumerole cotiere située a Whalers Bay, dans I’ile de Déception
située en Antarctique qui est la caldera d’un volcan actuellement en activité. Il s’est avéré
qu’elle a la capacité de croitre a une température modérée allant de 60 a 66 °C. Appartenant
au genre bactérien marin Albidovulum, cette souche est étroitement apparentée a 1’espéce
Albidovulum inexpectatum d’apres une analyse phylogénétique. Le premier microorganisme
de ce genre isolé de I'Antarctique a présenté une activité amine-transaminase (Marquez et
Blamey, 2019).

I11. Les métabolites produits par les bactéries thermophiles

1. Les enzymes
1.1. Définition

Les enzymes sont des macromolécules biologiques, synthétisées par les organismes
vivants dans le but d’effectuer des réactions biochimiques nécessaires a leurs activités
métaboliques intra et/ou extracellulaires. Celles-ci sont généralement appelées « Biocatalyseurs »
(Anbu et al., 2013).

1.2. Classification

La premiére classification des enzymes a eté proposée en 1956 par la Commission des
enzymes (EC), puis suite a plusieurs révisions, une nomenclature finale a été mise en ceuvre
en se basant sur le type de réaction catalysée, le substrat utilisé ainsi que la présence
d’éventuels cofacteurs (Combes et Monsan, 2009).

11
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Les classes d’enzymes ainsi constituées sont au nombre de six comme le démontre le
Tableau Il (Robinson, 2015).

Tableau I11: Les principales classes d’enzymes dans le systéme EC.

Premier chiffre E.C | Classe d’enzymes | Type de réaction

E.C.1 Oxydoréductases Oxydoréduction

E.C.2 Transférases Transfeére de groupements fonctionnels

E.C.3 Hydrolases Hydrolyse des différentes liaisons chimiques

E.C4 Lyases Elimination des groupements

E.C5 Isomérases Réactions d’isomérisations

E.C6 Ligases Formation des liaisons couplées a I’hydrolyse
de ’ATP

1.3. Origines des enzymes

Les enzymes sont retrouvées chez tous les organismes vivants incluant les bactéries, les
champignons, les animaux, les végétaux et ’'Homme. Par conséquent, les microorganismes

restent la source alternative la plus exploitée (Nigam, 2013).

Les premiéres enzymes microbiennes ont été découvertes au cours du 20°™ siécle et
depuis, leurs techniques d’isolement, leurs caractérisations, leurs productions dans les
différents types de bioréacteurs ainsi que leurs applications en bioindustrie ont évoluées. Les
caractéristiques spécifiques de ces enzymes représentent leurs activités dans des conditions
défavorables de culture, particulierement, celles relatives a la température et au pH (Nigam,
2013).

Les enzymes des thermophiles présentent une stabilité remarquable les laissant actives
dans des réactions a hautes températures, d’ou leur grand intérét dans le domaine industriel.
Elles connaissent une large utilisation en bioindustrie et restent les molécules les plus
exploitées dans ce secteur. Cela revient a leur faisabilité économique, leur rendement éleve,
leur stabilité, leur activité catalytique accrue et la croissance des microorganismes sur des

milieux peu couteux ou extrémes (Gurung et al., 2013).
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1.3.1. Amylases

Ce sont des enzymes hydrolysant I’amidon en différents produits: dextrine, maltose et
glucose (Simair et al., 2017). Elles sont classées en trois catégories selon leurs produits

finaux:

1.3.1.1. a—amylase ou dextrinogene amylase (1,4-a-D-glucan-glucanohydrolase): son role est
I’hydrolyse de I’amidon de manic¢re aléatoire pour donner suite a des molécules de glucose
linéaires et d’autres oligosaccharides ramifiés, de différentes longueurs, tel que le maltose par
réaction lente (Ram et al., 2019). Elle a une activité endo-cellulaire (Haki et Rakshit, 2003).
1.3.1.2. p-amylase (1,4-a-D-glucanomaltohydrolase): connue comme enzyme de saccharification.
Elle permet de produire le maltose de maniére rapide (Bois et Savary, 2018).

1.3.1.3. La glucoamylase (1,4-a-D-glucanohydrolase): est responsable du clivage des
extrémités non réduites de I’amidon pour produire des sucres a chaines courtes (Nakai et al.,
2005).

Parmi toutes les enzymes amylolytiques existantes, les amylases microbiennes sont les
plus utilisées dans les processus industriels et ont carrément remplacées 1’hydrolyse chimique
de I’amidon. Cela revient a leur taux de rendement élevé, leur stabilité, leur spécificité, le
controle de la réaction amylolyse et I’élimination des étapes de neutralisation du substrat dans
I’industrie de sa transformation (Ram et al., 2019). Parmi les bactéries productrices des
amylases, Bacillus sp. reste la plus employée, en plus de B. licheniformis. Ces deux especes
possédent un taux de production élevé d’amylases (Vihiner et al., 1989). Aujourd’hui, de
nouvelles espéces sont déterminées comme productrices d’amylases, par exemple
Anoxybacillus thermarum isolée a partir d’une source chaude a Minahasa, en Indonésie, s’est

révélée étre une source incontournable d’enzymes a-amylases (Mantri et al., 2019).

Les amylases représentent 25% des enzymes employées industriellement. Elles sont
utilisées en industrie alimentaire, pharmaceutique, de textile, de papier et produits détergents
(Ram et al., 2019).

1.3.2. Cellulases

La cellulase est un complexe enzymatique qui présente une multiplicité de composants
montrant une synergie marquée contre la cellulose cristalline (Béguin et Aubert, 1994). Son réle
est d’hydrolyser la liaison glucosidique B (1-4) (Gilbert et al., 1993) par un mecanisme

d’hydrolyse acide utilisant un donneur de proton et un nucléophile ou une base (Lee et al., 2002).
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En fait, pour avoir une dégradation totale de la cellulose, trois enzymes interviennent

par complémentarité dans la réaction (Nigam, 2013):

1.3.2.1. L’endoglucanase (1,4-D-glucan-4-glucanohydrolase): c’est la premiére enzyme qui
intervient dans la réaction par Iésion aléatoire des polymeres du glucose. Cette réaction donne
suite a de petites portions fibrillaires de différentes longueurs, avec ou sans extrémités reductrices.
1.3.2.2. L’exocellobiohydrolase (1,4-D-glucan glucohydrolase): elle attaque les extrémités
cristallines a réduction libre (produit précédent) pour avoir la cellobiose (diholoside).

1.3.2.3. La f- glucosidase (D-glucoside glucohydrolase): elle permet de libérer le glucose
comme produit final en séparant les disaccharides.

Les cellulases ont été extraites a partir de diverses souches de microorganismes, y
compris champignons, levures et bactéries. Concernant les cellulases des thermophiles, elles
sont tres intéressantes en applications industrielles en raison de leur résistance aux hautes
températures puisqu’elles restent actives dans un intervalle de 50 a 90 °C (Ram et al., 2019).
Plusieurs souches thermophiles appartenant au genre Bacillus, Geobacillus, Caldibacillus et
Clostridium sont qualifiées comme productrices principales de la cellulase (Rastogi et al.,
2010; Zambare et al., 2011).

Les cellulases sont exploitées dans diverses applications industrielles telles que
I’industrie alimentaire, pharmaceutique, alimentation animale, textile, détergents, production
du vin et boissons, fabrication du papier, agriculture, extraction des huiles et des caroténoides
ainsi que la production du bioéthanol et des composés organiques a haute valeur ajoutée a
partir des résidus agricoles renouvelables (Bahobil et al., 2014; Hardiman et al., 2010; Kuhad
etal., 2011; Singh et al., 2004).

1.3.3. Protéases

Les protéases, appelées aussi protéinases ou enzymes protéolytiques, font partie de la
famille des hydrolases. Ce sont des enzymes dont la fonction est I’hydrolyse des liaisons
peptidiques au niveau des protéines, générant de petits peptides et acides aminés (Ram et al.,
2019). Les enzymes protéolytiques sont subdivisées en deux groupes (Gupta et al., 2002; Ram
etal., 2019):

1.3.3.1. Les exopeptidases: ce sont des aminopeptidases et des carboxypeptidases qui
interviennent dans le clivage des liaisons peptidiques qui forment les groupements amines et
carboxyles des protéines presentes dans le milieu extracellulaire. Elles permettent ainsi aux

cellules d’exploiter les produits hydrolytiques résultants.
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1.3.3.2. Les endopeptidases: interviennent dans divers processus metaboliques et cellulaires
telles que la sporulation et la maturation des enzymes et/ou des hormones en coupant les

liaisons peptidiques internes du substrat.

Les protéases sont retrouvées chez tous les organismes vivants du fait de leur
importance dans la croissance, le métabolisme, la signalisation et aussi la différentiation
cellulaire. Cependant, les microorganismes (champignons et bactéries) peuvent étres une
source importante de ces enzymes (Ram et al., 2019). En effet, il y a trois types de protéases
d’origine microbienne classées selon I’intervalle du potentiel d’hydrogene dont elles sont
actives : acidiques, neutres et alcalines (Nigam, 2013). Leur majeure partie est secrétée par
Bacillus sp. (Ram et al., 2019). Or, de nouvelles découvertes dévoilent leur large source de
production, comme par exemple, la purification d’une protéase alcaline thermostable a partir
de I’espéce Aeribacillus pallidus C10, caractérisée par son activité a un optimum de pH = 9 et
une température de 60 °C (Yildirim et al., 2017).

Les protéases représentent les enzymes les plus exploitées dans le secteur industriel. Elles
sont utilisées dans divers processus tels que 1’agro-alimentaire, 1’industrie pharmaceutique et

thérapeutique, le cuir, le textile, les détergents et I’alimentation animale (Singh et al., 2016).
1.3.4. Chitinases

La chitinase est I’enzyme responsable de I’hydrolyse de la liaison B (1-4) reliant les
unités N-acetyl-D-glucosamines composantes de la chitine. Elle est retrouvée chez de
nombreuses especes de bactéries, champignons, levures, plantes, protozoaires, nématodes,
arthropodes, mollusques et également chez 1’Homme (Perrakis et al., 1994). Elle représente

un complexe de deux enzymes travaillant ensemble:

1.3.4.1. L’endochitinase: mene a la production des N-acetyl-D-glucosamine (NAG) (Ulhoa et
al., 1992).

1.3.4.2. L’exochitinase: formée de deux protéines différentes (Ram et al., 2019): la
chitobiosidase qui élimine les extrémités non réduites de la chitine pour avoir du
diacetylchitobiose; 1la p-1,4-N-acetyl glucosamidase qui dégrade les produits de
I’endochitinase et ceux de la chotobiosidase résultant 1’élément de base de la chitine (NAG).
La chitinase assure d’autres fonctions telle que la morphogenese, la pathogenese et la défense

de ’organisme (Ulhoa et al., 1992).
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En effet, la chitine étant trés abondante dans la nature, peut étre dégradée a 1’échelle
industrielle par réactions chimiques impliquant des acides forts. Cependant, faute du rendement
qui est faible, plus la toxicité et les déchets liquides qui sont générés et qui représentent des
problémes techniques dans 1’exploitation de ce substrat, un emploi précoce des chitinases
généreusement disponibles est mis en place (Chen et al., 2010; Gao et al., 2015). D’ailleurs,
s’agissant des microorganismes, les bactéries des genres Bacillus, Pseudomonas, Clostridium,
Serratia, Chromobacterium, Arthobacter et Aeromonas sont connues comme productrices
potentielles de chitinases (Bhattacharya et al., 2007). Exemple d’une nouvelle chitinase
thermophile et extracellulaire purifiée et caractérisée chez 1’espéce Bacillus sp. Hul, isolée depuis

le sol d’une source thermale située a la province Xinjiang en Chine (Dai et al., 2011).

Dans le secteur industriel, les chitinases sont principalement employées en biochimie,
industrie alimentaire, agriculture et production de biocarburants (Dahiya et al., 2006; Hartl et
al., 2012).

1.3.5. Kératinases

Les kératinases sont des enzymes, principalement des serines protéases ou des
métallo-protéases, impliquées dans 1’hydrolyse de la kératine. Cette derniére peut étre soit
soluble (molle) comme dans les matériaux des cytosquelettes et des tissus épithéliaux
contenant jusqu'a 1 % du soufre. Ou bien insoluble (dure), présente dans les tissus protecteurs
des cheveux, des ongles, des plumes, contenant jusqu'a 5 % du soufre. Ces enzymes agissent
principalement sur la liaison disulfure (-SS-) du substrat résultant des polypeptides simples et

des acides aminés (Hu et al., 2013).

Dans la classification enzymatique, les keératinases sont de la superfamille des
protéases analogues a la subtilisine, appartenant a la sérine protéase. Cependant, toutes les
protéases de subtilisine ne peuvent pas dégrader la kératine. De plus, les caractéristiques
requises pour sa dégradation restent inconnues. Par conséquent, la plupart des kératinases
connues sont identifiées par homologie de séquence avec la kératinase (KerA) de Bacillus
licheniformis (Hu et al., 2013).

En effet, les kératinases sont a sécrétion exo-cellulaire, produites par divers groupes
microbiens tels que les bactéries, les champignons, les actinomycetes et les levures, mais les
bactéries se révelent étre la source la plus dominante en terme de productivité telle que

I’espéce Caldicoprobacter algeriensis (Ram et al., 2019).

16



Synthese bibliographique

En raison de leur multitude applications industrielles et de leur intérét biotechnologique
croissant, les kératinases et les microorganismes Kkeératinolytiques ont suscité un grand
intérét. Par exemple, la kératinase produite par Bacillus licheniformis a été largement étudiée
pour ses capacités de dégradation de la kératine des plumes. En fait, le domaine de la kératinase
a prospére grace aux études sur I'enzyme keératinolytique de cette espece. En 2017, il y a eu une
découverte et une identification, par des chercheurs, d’une kératinase thermostable (MtaKer)
issue de la souche thermophile Meiothermus taiwanensis WR-220 qui pousse entre 55 et 65 °C
(Wu etal., 2017).

Outre leur emploi dans I’industrie alimentaire, les détergents, les cosmétiques, la
médecine et I’alimentation animale (Farag et Hassan, 2004), les kératinases sont également
appliquées dans le traitement de la maladie des vaches folles par dégradation des prions

(Langeveld et al., 2003) et biodégradation du plastique (Gregg, 2002).
1.3.6. Lipases

Les lipases, sont des enzymes qui catalysent 1I’hydrolyse des triglycérides en glycérol
et en acides gras libres et cela dans des conditions aqueuses. Inversement, lorsqu’il s’agit de
conditions non aqueuses, il se produit des réactions inverses (estérification, inter-estérification
et trans-estérification) en produisant des glycérides a partir du glycérol et d’acides gras. Ces
enzymes, possedent une grande spécificité du substrat avec une activité optimale sur une large

gamme de température, cela fait des lipases des biocatalyseurs polyvalents (Ram et al., 2019).

Les lipases peuvent étres d’origine animale, végétale ou microbienne. Parmi ces origines,
les microorganismes sont les producteurs majeurs de ces enzymes, et principalement les bactéries
du genre Bacillus sp. (Ram et al., 2019). Il a été récemment démontré que les sources
géothermales arméniennes abritaient des microorganismes thermophiles de différents groupes
taxonomiques. Un nombre d'espéces de bacilles thermophiles appartenant aux genres Bacillus,
Geobacillus et Anoxybacillus ont été isolées, analysées et signalées comme productrices de lipase
thermostables (Shahinyan et al., 2017).

Le genre Geobacillus, particulierement la souche Geobacillus thermoleovorans, isolée a partir
d’une source chaude en Nouvelle-Zélande, sont des productrices des lipases thermostables
comme Geobacillus thermocatenulatus lipase (GTL). Ces dernieres ont montré une activité
optimale a température élevée (60-70 °C) et a un pH alcalin (9-10) et sont hautement
thermostables. Elles sont également connues pour I'hydrolyse des lipides riches en acides gras

saturés tels que le suif de beeuf et liaison des cations divalents.
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La GTL est capable de discriminer les acides gras polyinsatures (AGPI) et pourrait étre un
catalyseur prometteur pour I'enrichissement des AGPI en huiles naturelles telles que I'huile de
poisson, I'huile d’algue. . .etc. (Moharana et al., 2019).

Les lipases d’origine bactérienne sont trés employées industriellement. Elles sont appliquées
en industrie alimentaire, laitiére, pharmaceutique, cosmétique, les détergents, le textile et aussi dans

la production du biodiesel (Jaeger et Eggert, 2002; Saxena et al., 1999).
2. Autres métabolites

Outre que les enzymes, les bactéries thermophiles produisent des polymeres a haute
valeur biotechnologique qui sont les polysaccharides, en particulier, les exo-polysaccharides
(EPS) et les polyhydroxyalcanoates (PHA) connues sous le nom de polyesters biodégradables
(Guezennec, 2004).

2.1. Exopolysaccharides

Les exopolysaccharides sont des polymeéres d'unités de monosaccharides reliées entre
elles par des liaisons glycosidiques. lls peuvent étres secrétés par les bactéries et relargués
dans le milieu de culture (Krausz et al., 2014), par exemple les cyclodextrines produites par

Bacillus spp. (Guezennec, 2004).

Ils sont largement exploités dans différents secteurs industriels, aussi bien en
agroalimentaire comme agents texturants, gélifiants et épaississants (Jeddou et al., 2016;
Roger, 2002) et dans le domaine médicale comme antioxydant, anti-inflammatoire,
anticoagulant (Jeddou et al., 2016), anti-tumorale (Yu et al., 2017), antidiabetique (Zhang et
Li, 2015) et antibactérien (Zhu et al., 2017).

2.2. Polyhydroxyalcanoates

Les polyhydroxyalcanoates sont des macromolécules produites par les microorganismes,
particulierement, les bactéries de ’extréme, accumulées sous formes de granules dans le
cytoplasme (Jendrossek, 2009) et aident la cellule a survivre dans des conditions extrémes a
haute température (Obruca et al., 2017; Slaninova et al., 2018). Elles sont caractérisées par la
thermoplasticité, la biodégradabilité et la biocompatibilité ainsi que leur production a partir de
ressources renouvelables abondantes et disponibles (microorganismes). Par conséquent, elles

sont exploitées dans divers secteurs.

18



Synthese bibliographique

En effet, le domaine prioritaire d’application des PHA est le domaine alimentaire
(exploitées dans la production des matériaux d’emballage biodégradables), ainsi que le domaine
médical (la production de dispositifs médicaux a base de PHA tels que le filage en fusion)
(Koller, 2018).

V. Applications biotechnologiques des bactéries thermophiles

Les microorganismes thermophiles possédent des propriétés intéressantes d’un point
de vue scientifique mais aussi industriel. Leur potentiel enzymatique représente la propriété la
plus exploitée; des lors, leur thermostabilité explique leurs larges applications dans les
différents secteurs industriels. Ils sont principalement exploités en (Charnoch et McCleary,
2005):

» Industrie alimentaire: la glucoamylase est la premiere enzyme a étre utilisée dans la
fabrication des aliments. Elle sert a ’augmentation du rendement du glucose produit a partir
de I’amidon et a sa pureté, ainsi qu’a faciliter sa cristallisation lors du processus de
production. Par la suite, d’autres enzymes ont pu étre employées comme les protéases pour
I’attendrissement des viandes.

> Industrie de boissons: la premiére enzyme utilisée fut les pectinases afin de clarifier
le jus de pomme trouble. Par la suite, il y a eu évolution des techniques enzymatiques. Cette
enzyme devient alors essentielle pour I’augmentation des rendements en jus, par
décomposition des pectines contenues dans les parois des cellules végétales.

» Industrie des détergents: c’est le domaine qui emploie le plus les enzymes
thermostables. 1l fait introduire les protéases, les lipases, les amylases et les cellulases pour
libérer les souillures et éliminer les taches indésirables.

» Industrie papetiere: blanchiment du papier par les xylanases.

» Industrie laitiere: exemple des lipases qui sont largement appliquées dans les
processus de transformation du lait. Elles interviennent dans I’hydrolyse de la matiére grasse
du lait par clivage des longues chaines d’acides gras, menant a I’affinage et a ’amélioration
de la saveur des fromages, lipolyse du beure, graisses et cremes (Ghosh et al., 1996; Sharma
etal., 2001) .

» Industrie du cuir: s’agissant de 1’épilation des peaux et leur raffinage par des
protéases qui servent a dissoudre les graisses et les protéines non fibreuses et lier
chimiquement les fibres de collagénes (Baker et al., 1987).

» Industrie du textile: emploie des enzymes pour le désencollage des tissus de coton, le

bio polishing, le blanchiment biologique du coton...etc. (Nigam et Singh, 1995).
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V. Avantages d’applications de bactéries thermophiles

L’extraction d’enzymes d’intéréts biotechnologiques a partir des bactéries thermophiles

présente plusieurs avantages (Robinson et al, 2015):

e La haute stabilité et la résistance aux traitements thermiques, chimiques (pH) et
physiques (pression);

e La facilité d’extraction en raison de leurs localisations extracellulaires;

e | ’extraction enzymatique a partir des bactéries thermophiles se fait en peu de temps,
avec un simple dispositif de production et a des quantités considérables. Par exemple, pour la
production de rennine (enzymes coagulant le lait) a partir d’une source animale (extrait de
I’estomac d’un veau), pour collecter 1kg de présure, il faut plusieurs mois d’¢levage intensif
pour obtenir un veau. En comparaison, un fermenteur de 1000 L de Bacillus subtilis
recombinant donne 20 kg d’enzyme en 12 heures;

e La production en pérennité contrairement aux enzymes animales et végétales qui sont
saisonniéres;

e La facilité des modifications génétiques chez les bactéries par une simple insertion de
plasmide qui a pour but I'obtention d’enzymes ou métabolites d’intérét modifiées
(améliorées) génétiquement, par apport aux animaux et végétaux;

e Leur thermostabilité permet de réduire les risques de contamination, de favoriser les
transferts de masse en augmentant la solubilité des substrats et donc la diminution de la
viscosité et la tension de surface dans le milieu (Turner et al., 2007).

V1. Inconveignants d’applications de bactéries thermophiles

e Lanon-stabilité des aliments en conserve est due a 1’augmentation de la population de
spores avant traitement thermophile et a 1’augmentation de leur thermorésistance. Les
bactéries thermophiles que sont Moorella thermoacetica/thermoautotrophica et Geobacillus
stearothermophilus causent plus de 70 % des cas de non-stabilité des conserves a 55 °C
(Durand, 2014).

e Des études ont montré la formation de biofilm sur les équipements des laiteries par des
souches mésophiles du groupe Bacillus cereuset des souches thermophiles du
genre Geobacillus. Ces biofilms résistent aux opérations de nettoyage et sont une source de

contamination chronique du lait pasteurisé (Malek, 2019).
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Cadre de I’étude
Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire pédagogique de microbiologie de
I’université Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou, durant une période de deux mois s’étalant du
mois d’Avril jusqu’a la fin du mois de Juin. Il a pour objectif la caractérisation morphologique,
biochimique et physiologique de bactéries thermophiles, et auss le criblage de leurs activités

hydrolytiques extracellulaires.
. Matériel biologique

L es souches utilisées dans cette étude sont des bactéries thermophiles isolées des eaux
d’une source thermale algérienne (Hammam Righa). Au total, dix-sept souches ont fait I’objet

d’un criblage pour production d’enzymes.
II. Matériel non biologique

L ensemble du matériel utilisé dans les différentes manipulations est cité en Annexe 1.
[11. Méthodes

1. Revivification des souches

A partir de cultures bactériennes pures conservées a4 °C, un repiquage a éé effectué
pour I’ensemble des souches sur une gélose nutritive par la méthode des stries. Les boites ont
été par la suite, incubées a 60 °C pendant 24 heures afin d’obtenir des cultures jeunes.

2. Caractérisation des souches
2.1. Etude morphologique

2.1.1. Examen macroscopique
L’examen macroscopique permet la description des colonies, a savoir: la forme, la
taille, la couleur, I’opacité, I’aspect de surface, le contour...etc. Il est effectué par moyen

d’une loupe binoculaire pour des souches cultivées dans un milieu solide sur boites de Petri.
2.1.2. Examen microscopique

» Observation a I’état frais: permet la détermination de la forme des cellules, de leur mode
d’arrangement ainsi que leur mobilité au grossissement (x 40).
> Observation a I’état fixé (coloration de Gram): c’est une coloration différentielle ou double

coloration dont le protocole est cité en Annexe 2.
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Elle permet de diviser les bactéries en deux grands groupes (Gram positif et Gram négatif),
selon leur affinité pour les colorants liés ala structure générale de leur paroi (Gram, 1884).

2.2. Etude des caractéres biochimiques

Pour la détermination des caractéres biochimiques des souches isolées, différents tests

classiques ont été appliqués:

2.2.1. Etude du métabolisme éner gétique
» Test decatalase

La production de la catalase est mise en évidence par une production d’oxygene (test
positif) lorsque la bactérie est mise en contact avec du peroxyde d’hydrogene. Sa présence est
révélée en déposant a l'aide de I'effilure d'une pipette Pasteur une quantité suffisante de la
culture sur une lame en verre contenant une goutte d’eau oxygénée. La présence de I’enzyme
se traduit, en quelques secondes, par I’apparition de bulles d’air et dégagement gazeux
(Gerhardt et al., 1994).

> Test de I’oxydase

Le cytochrome oxydase est une enzyme qui intervient alafin de la chaine respiratoire
en catalysant une réaction d’oxydo-réduction. Cette enzyme est capable d’oxyder le réactif N
diméthyle paraphenylene diamine en dérivé violet. Sa production est mise en évidence par des
disques « Ox » imprégnés d’oxalate N-N-diméthylparaphénylene. Une quantité suffisante de
culture est déposee sur le disque imbibé d’eau distillée. Sa présence est traduite par
['apparition d'une coloration rouge virant rapidement au violet trés foncé (Delarras, 2014;
Joffin et Leyral, 2006).

» Test denitrate-réductase

Ce test consiste a mettre en évidence la reduction des nitrates en nitrites par I’enzyme
nitrate réductase. Il est réalisé selon le protocole mentionné dans le Bergey’s Manuel of
Systematics (De Vos et al., 2009). Les souches sont cultivées sur bouillon nitraté, apres
incubation a 50 °C pendant 24 heures, trois gouttes de chacun des réactifs de Griess NR |
(acide sulfanilique) et NR 11 (o naphtylamine) sont gjoutés a la culture. Un résultat positif est
mis en évidence par le virage immédiat de la couleur du jaune en rouge. En absence de cette
coloration, quelques milligrammes de |a poudre de zinc sont additionnés. Si le milieu devient
rouge, cela indigue que les nitrates sont encore présents dans le milieu et sont réduits en

nitrites par le zinc, donc le test est négatif.
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Si le milieu reste inchangé cela veut dire que les nitrates sont réduits par les bactéries jusqu’au

stade azote, donc la souche posséde la Nitrate réductase.
2.2.2. Etude du métabolisme glucidique
» Croissancesur lemilieu Triple Sugar Iron (TSI)

La gélose Triple Sugar Iron permet la mise en évidence de la fermentation du glucose
(avec ou sans production de COy), I’oxydation du lactose et/ou du saccharose et la production
de sulfure d’hydrogene. L’utilisation de I’un des sucres contenus dans le milieu se traduit par
une acidification, jaunissement du culot dans le cas du glucose et de la pente dans le cas du
lactose et/ou du saccharose. Quant a la production de sulfure d’hydrogene a partir du
thiosulfate, elle est mise en évidence par le noircissement du milieu dans la zone joignant le
culot a la pente. Concernant le dégagement du COy, il est révélé par I’apparition de bulles

d’air dans le culot ou par le décollement de la gélose (Guiraud, 1998).
» Test Mannitol-M obilité

La mobilité des souches ains que la fermentation du mannitol sont testées en
ensemencant le milieu Mannitol-Mobilité par piqure centrale. La mobilité est interprétée par
un envahissement du milieu a partir de la piqure d’inoculation. Tandis que lafermentation du

mannitol est traduite par un virage de la couleur du milieu au jaune (Harley et Prescott, 2002).
2.2.3. Etude du métabolisme des acides or ganiques
» Utilisation du citrate

La capacité des souches a assimiler le citrate comme unique source de carbone et
d'énergie est testée sur un milieu synthétique au citrate de Simmons. Seules les bactéries
possedant |a citrate perméase sont capables de se développer sur ce milieu. Apres incubation,
la croissance sur ce milieu saccompagne géné&aement du virage de I’indicateur au bleu
indiquant une alcalinisation du milieu donc la présence de I’enzyme (Harley et Prescott,
2002).

2.2.4. Recherche du typerespiratoire

La détermination du type respiratoire s’effectue sur la gélose viande-foie aprés sa
régénération au bain-marie suivie d’un abaissement de la température a 50 °C. Puis, le milieu
est coulé dans des tubes a essai stériles. Ces derniers sont ensuite inoculés a I’aide d’une
pipette boutonnée et incubés a une température de 50 °C pendant 24 heures (Harley et
Prescott, 2002).
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2.3. Etude des car actéres physiologiques

L’influence sur la croissance de la température, de la concentration en NaCl et du pH
est déterminée en variant I’un des paramétres et en maintenant les deux autres constants.
Le bouillon nutritif additionné d’Agar a été utilisé comme milieu de culture pour I’étude des

caracteres physiologiques.
2.3.1. Influence de la température sur la croissance

L’influence de la température sur la croissance a été testée en incubant les cultures des
souches en milieux solides ou liquides a différentes températures de 37 a 80 °C (37, 44, 50,
60, 80 °C).

2.3.2. Influence du pH sur la croissance
L’influence du pH du milieu sur la croissance des souches est déterminée en I’ajustant

adifférentesvaleurs, asavoir: 5, 7 et 9.
2.3.3. Influencedela salinité

La tolérance au NaCl est éudiée en faisant varier la concentration finde de ce
paramétre a s et 7 %.

3. Miseen évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires

Différentes activités enzymatiques ont été recherchées pour |es souches isolées en aéro
et anaérobiose a partir des eaux de Hammam Righa. La recherche d’hydrolases
extracellulaires a été effectuée sur milieu solide. Les boites de Petri ensemencees ont été
incubées a 37 ou 60 °C pendant 24 a 48 heures.

3.1. Amylases

L’activité amylolytique a été recherchée sur boite de Petri contenant de la gélose
nutritive additionnée de 1 % (p/v) d’amidon soluble. La lecture se fait par inondation des
boites avec une solution de lugol. La présence de zones claires autour des colonies témoigne
I’hydrolyse de I’amidon. A I’inverse, les zones contenant de I’amidon se colorent en brun
(Bragger et al., 1989).

3.2. Cdllulases

Laproduction de la cdlulase a &é évduée par gout de 0,5 % (p/v) de carboxyméthycdlulose
(CMC) dans la gélose nutritive. Aprés incubation, les boites de Petri ont éé inondées par une

solution de rouge congo a0,1 % (p/v) et incubées pendant 15 & 30 minutes.
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La solution de rouge congo a é&é remplacée par une solution de NaCl a1 M et les boites ont é&eé
laissées pendant 5 a 10 minutes a température ambiante. La production de cellulase est appréciée

par I’apparition de zones claires autour des colonies (Bragger et al., 1989).
3.3. Caséinases

Ce test permet la mise en évidence de I’hydrolyse de la caseine sur Agar doublement
concentrée additionnée de lait écrémé. La présence d’une activité caséinolytique se manifeste

par la présence d’un halo clair autour des colonies (Pruest et al., 1988).
3.4. Chitinases

Pour mettre en évidence I’activité chitinolytique, 0.2 % (p/v) de chitine ont été
incorporées dans la gélose nutritive. Apres incubation, la production de I’enzyme se manifeste

par des zones d’hydrolyses claires autours des colonies (Roberts et Selitrennikoff, 1988).

3.5. Xylanases

L activité xylanolytique est recherchée sur boite de Petri contenant |a gélose nutritive
additionnée de 1 % (p/v) de xylane. Aprés incubation, les boites de Petri ont été inondées par
une solution de rouge congo a 0,1 % (p/v) et incubées pendant 15 a 30 minutes. La solution
de rouge congo a été remplacée par une solution de NaCl a1 M et les boites ont été laissées
pendant 5 a 10 minutes a température ambiante. La production de xylanase est appréciée par

I’apparition de zones claires autour des colonies (Bragger et al., 1989).
3.6. Kératinases

Pour mettre en évidence I’activité kératinolytique, 1 % (p/v) de farine de plumes a été
incorporé dans la gélose nutritive. Apres incubation, la production de I’enzyme se manifeste

par des zones d’hydrolyses claires autours des colonies (Zaral Jaouadi et al., 2013).
3.7. Activitéslipolytiques

Le test de I’activité lipolytique permet la recherche de la lipase. L’estérase a été

recherchée par le test d’hydrolyse des Tween 20 et 80.

» Hydrolyse de I’huile d’olive: I’activité lipasique est détectée sur un milieu de culture
solide (gélose nutritive) additionné d’huile d’olive stérile (par filtration sous vide) et d’une
solution fluorescente de Rhodamine 3. Un halo orange clair fluorescent apparait autour des

colonies produisant des lipases, placées sous UV a 350 nm (Kouker et al., 1987).
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» Hydrolyse des Tween 20 et 80: les Tween 20 et 80 stériles ont €té goutés a une concentration
de 1 % (v/v) au milieu gélose nutritive en surfusion contenant 0,01 % de CaCl>. Une lecture
positive est traduite par I’apparition des cristaux autour des colonies productrices d’estérase
(Sierra, 1957).
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1. Résultats delarevivification des souches

Le réensemencement des souches conservées a4 °C sur un milieu solide a permis leur
revivification. En effet, il y a eu apparition de colonies sur I’ensemble des boites au bout de

24 heures d’incubation.
2. Résultats dela caractérisation des souches

2.1. Etude morphologique
2.1.1. Examen macroscopique

L’observation des caractéres culturaux des colonies est le premier examen qui a été
effectué aprés I’incubation des souches a 60 °C sur gélose nutritive. Cependant, il y avait peu
de diversité dans leur aspect macroscopique. Les résultats obtenus sont illustrés dans le
Tableau IV.

Aprés I’incubation, la plupart des souches forment des colonies rondes, plates,
translucides, de grande taille, de surfaces lisses et a bords réguliers. Mais d’autres aspects
macroscopiques ont aussi été observés chez une minorité des souches, tels que la forme et le
contour irrégulier, le diamétre petit a relief bombé et une surface rugueuse et opague. Ceci
nous laisse conclure que la température n’est pas I’unique facteur qui joue sur la diversité des
organismes présents dans les sources thermales. D’autres facteurs comme les conditions
physicochimiques et la composition minérale et organique des eaux peuvent également entrer

en jeu. LaFigure ci-dessous illustre quelques exemples d’aspects culturaux observes.

Figure 3: Aspects des colonies formeées sur gélose nutritive des souches M1V, M1VBL et
MH14 (Photos personnelles).
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Tableau | V: Caractéres culturaux des souches cultivées a60 °C.

Aspect . _— .
Forme Taille | Contour | Elévation | Surface Opacité
Souches
HR3 Ronde Grande | Irrégulier Plate Lisse Trandlucide
Régulier
M1V Ronde Petite abord Plate Lisse Translucide
dentelé
Régulier
M1VBL Ronde | Moyenne | abord Bombée Lisse Translucide
dentelé
KBM7 Ronde | Moyenne | Régulier Plate Lisse Tranglucide
Ac blan Ronde Grande | Régulier Plate Lisse Translucide
Régulier
BA1l Ronde Grande abord Plate Lisse Opagque
dentelé
RN1 Ronde | Moyenne | Régulier Plate Lisse Translucide
MH14 Irréguliere | Grande | Irrégulier Plate Rugueuse | Tranglucide
HB2’ Ronde Petite Régulier Plate Lisse Translucide
D1 Ronde | Moyenne | Régulier Plate Lisse Translucide
BHIAL Ronde | Moyenne | Irrégulier Plate Lisse Trandlucide
KBN2 Ronde Grande | Irrégulier Plate Rugueuse | Translucide
B5GN Ronde Grande | Régulier | Bombeée Lisse Opaque
KB1 Ronde Grande | Régulier | Bombeée Lisse Translucide
KB2 Ronde Petite Régulier Plate Lisse Translucide
HB12 Ronde | Moyenne | Régulier Plate Lisse Tranglucide
ADfc Irréguliere | Grande | Irrégulier Plate Rugueuse | Tranducide
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2.2.2. Examen microscopique

Suite a une observation au microscope photonique, au grossissement (x40) a I’état
frais, on a pu constater que les cellules de toutes les souches sont mobiles, isolées et
sporulées. De plus, sur les dix-sept souches étudiées, cing sont sous forme de longs batonnets
(HR3, M1V, HB2, HB12, ADfc), et le reste sont des batonnets de taille moyenne.

Tandis que leur observation a I’état fixé (coloration de Gram), au grossissement
(x100) avec I’ajout de I’huile a immersion, a révélé qu’elles sont toutes des Gram positives.
Les résultats obtenus sont regroupés dans | e tableau suivant:

Tableau V: Etude microscopique a I’état frais et a I’état fixé des isolats bactériens.

Caractere Etat frais Etat fixe
Laformedela Lemode L a mobilité La . Coloration
Souches cellule d’arrangement sporulation de Gram
HR3 Long batonnet Isolé Mobile Sporulée +
M1V Long batonnet Isolé Mobile Sporulée +
M1VBL Batonnet Isolé Mobile Sporulée +
KBM7 Batonnet Isolé Mobile Sporulée +
Ac blan Batonnet Isolé Mobile Sporulée +
BA1 Batonnet Isolé Mobile Sporulée +
RN1 Batonnet Isolée Mobile Sporulée +
MH14 Bétonnet Isolé Mobile Sporulée +
HB2’ Long batonnet Isolé Mobile Sporulée +
D1 Bétonnet Isolé Mobile Sporulée +
BHIAL Bétonnet Isolé Mobile Sporulée +
KBN2 Bétonnet Isolé Mobile Sporulée +
B5GN Bétonnet Isolé Mobile Sporulée +
KB1 Batonnet Isolé Mobile Sporulée +
KB2 Batonnet Isolé Mobile Sporulée +
HB12 Long batonnet Isolé Mobile Sporulée +
ADfc Long batonnet Isolé Mobile Sporulée +
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2.2. Etude des car acter es biochimiques

Les résultats de la caractérisation biochimique sont représentés dans le Tableau VI.
Plusieurs caractéres ont été révélés chez les souches en utilisant des milieux de culture

spécifiques de la galerie biochimique.
2.2.1. M étabolisme éner gétique

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches bactériennes étudiées possedent
au moins I’'une des enzymes respiratoires recherchées (catalase, oxydase, nitrate réductase);
de ce fait, toutes les souches sont catalase positive. En effet, cette enzyme contient du fer qui
catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H20.), c’est le cas de la plus part des
bactéries aérobie et anaérobie facultatives thermophiles. (Dinsdale et al., 2001; Nazina et al.,
2001). Tandis que sept souches uniguement sont oxydase positive (HR3, M1V, M1VBL,
KBM7, HB2’, KBN2 et KB1). Par ailleurs, la réduction du nitrate en nitrite est observée chez

toutes les souches étudiées.
2.2.2. Métabolisme glucidique
» Utilisation des sucressur milieu Triple Sugar Iron (TSI)

Les résultats obtenus nous ont démontré la capacité des souches a fermenter le
glucose, le saccharose et le lactose. L’observation de la pente et du culot virés au jaune est
notée chez toutes les souches, ce qui indique la présence de I’enzyme oxydase. Cependant,
aucun décollement de la gélose n’est observé et aucun noircissement n’est apparu dans la
zone joignant le culot. On conclue alors que cette fermentions n’est pas accompagnée de la
production du CO; et d’H>S.

> Mannitol-Mobilité

La fermentation du mannitol a été observée chez toutes les souches, indiquée par un
virage faible de I’indicateur au jaune. Ceci peut s’expliquer par le fait que I’acidification
produite par les bactéries agro-anaérobie facultatives est en générale insuffisante face a
I’importance du pouvoir tampon du milieu (Joffin et Leyral, 2006). En ce qui concerne la
mobilité, les souches ont pousses sur tout le long de la piqure centrale, elles sont alors toutes
mobiles. En fait, ce résultat est une confirmation de I’observation de la mobilité des bactéries

a I’état microscopique.
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2.2.3. M étabolismes des acides or ganiques
» Citrate perméase

Sur les 17 souches testées, cing seulement (HR3, HB2’, D1, KBN2 et B5GN) ont

présenté une citrate perméase.
2.2.4. Métabolismerespiratoire

Les résultats de la culture sur le milieu VF ont montré que tous les isolats ont poussé
tout le long du milieu ainsi qu’a la surface. Il s’agit de bactéries aéro-anaérobie facultatives.
Par ailleurs, les thermophiles facultatifs font partie du genre Bacillus et ont I’aptitude de
croitre a des températures mésophiles et thermophiles (30-55 °C), en fonction de la souche.
Quelques exemples d’espéces comprennent B. licheniformis, B. pumilus, B.

sporothermodurans et B. subtilis (Barbarus et Gulsun, 2014).
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Tableau VI: Etude des caracteres biochimiques des souches bactériennes.

Caractéres Nitrate TSI Mannitol- Citrate
Catalase Oxydase | reéductase Mobilité perméase | Viande
Souches foie
Glu | Sac | Lac | Gaz | H2S | Man | Mab
HR3 + + + + + + - - - + + AAF
M1V + + + + + + - - + + - AAF
M1VBL + + + + + + - - + + - AAF
KBM7 + + + + + + - - + + - AAF
Acblan + - + + + + - - + + - AAF
BA1 + - + + + + - - + + - AAF
RN1 + - + + + + - - + + - AAF
MH14 + - + + + + - - + + - AAF
HB2’ + + + + + + - - + + + AAF
D1 + - + + + + - - + + + AAF
BHIAL + - + + + + - - + + AAF
KBN2 + + + + + + - - + + + AAF
B5GN + - + + + + - - + + + AAF
KB1 + + + + + + - - + + - AAF
KB2 + - + + + + - - + + - AAF
HB12 + - + + + i - - i i - AAF
ADfc + - + + + + - - + + - AAF

AAF: Aéro-Anaérobie Facultative: Glu: Glucose; Sac: Saccharose; L ac: Lactose; Man: Mannitol; Mob: Mobilité
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2.3. Caractérisation physiologique desisolats

Les cellules bactériennes sont capables de se multiplier dans des milieux de culture
liquides ou sur milieux solides artificiels. Hormis les exigences nutritionnelles, |a croissance
requiert des conditions physicochimiques particulieres approchant les conditions de leur
écosysteme naturel, a savoir: la température, le pH et la sainité. Les résultats de la

caractérisation physiologique des différentes souches sont rassemblés dans le Tableau V1.

Tableau VII: Physiologie de la croissance des souches sur milieu gélosé en fonction

de latempérature, pH et du NaCl.

arametres T°C pH [NaCl] %
Souches 37 44 50 | 60 | 80 5 7 9 5 7
HR3 ++ +++ ++ + + ++ +++ ++ +++ ++
M1V ++ + + +++ ++ - + + ++ +
M1VBL +++ + + ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++
KBM7 ++ ++ ++ + + + +++ +++ ++ +++
Ac blan ++ ++ +++ ++ + ++ +++ +++ +++ ++
BA1 ++ ++ + + + - ++ ++ + +
RN1 +++ ++ + ++ + - +++ + +++ +++
MH14 +++ +++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ +++
HB2’ ++ ++ + ++ + - ++ ++ ++ +
D1 ++ ++ ++ ++ + + +++ +++ +++ +++
BHIAL ++ ++ + ++ ++ ++ + +++ + +++
KBN2 ++ +++ ++ +++ ++ + ++ +++ ++ ++
B5GN ++ +++ ++ ++ + ++ +++ ++ +++ +
KB1 ++ ++ +++ + + + ++ ++ ++ +++
KB2 ++ ++ ++ + + - ++ ++ ++ +++
HB12 ++ +++ ++ ++ + + ++ ++ + ++
ADfc +++ +++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ ++

- : Pas de croissance, + : Croissance faible, ++ : Bonne croissance, +++ : Trés bonne
croissance

2.3.1. Température

L’ aptitude des souches a pousser a différentes tempeératures a été testée. La gamme

explorée varie de 37 a 80 °C.
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En effet, au-dela de 70 °C, I’Agar devient instable et I’évaporation de I’eau est tres
importante, ce qui rend la culture impossible (Volkl et al., 1993), d’ou le choix d’utilisation
d’un bouillon nutritif pour la culture réalisée a 80 °C . La croissance de I’ensemble des
souches est optimale a 60 °C (Tableau VII). Elles sont qualifiées de thermophiles modérés.
Ceci peut s’expliquer par la correspondance relative a la température initiale de I’isolement

des souches a partir des eaux thermales de Hammam Righa (68 °C) (Bouacem, 2016).
2.3.2. Spectredu pH

L’intervalle de pH de croissance a été testé par ensemencement d’un milieu gélosé sur
une gamme s’étalant de 5 2 9. La plupart des souches étudiées devraient présenter une gamme
de pH de croissance relativement réduite puisque le potentiel d”hydrogéne des eaux thermales
de Hammam Righa est au alentour de 6 27,6 (Belhai et al., 2016). Or, les résultats qui ont été
obtenus ont révélé la capacité des bactéries thermophiles en question a croitre sur une large
gamme de pH indiquant leur adaptation aux conditions du milieu. Il est noté que I’optimum
de croissance est atteint sur la gélose nutritive apH = 7. Contrairement au milieu géloseé acide
(pH = 5), il n’y a que certaines souches qui ont Iégerement poussé en formant quelques
colonies (HR3, M1VBL, Acblan, MH14, BHIA1, B5GN et ADfc), et d’autres n’ont
carrément pas pu résister. Par ailleurs, s’agissant du milieu basique, une trés bonne croissance
a été observeée chez la mgorité des souches, ce qui suggere que leur milieu d’origine était plus
au moins basique et que les bactéries ont développé des mécanismes d’adaptation a ces
conditions. Le genre Anoxybacillus est formé d’especes acidophiles (Anoxybacillus
amylolyticus; pH optimum de 5), acaiphiles (Anoxybacillus ayderensis; pH de 11) et
alcalitolérentes (Pikuta, 2009).

2.3.3. Salinité

La croissance sur milieu de culture de concentration faible en sel (0.5 %) est observée
initialement chez les 17 souches lors de leur revivification. Par conséquent, I’augmentation du
taux de salinité a5 et 7 % n’a pas affecté la division cellulaire des bactéries. En effet, toutes
les souches étudiées ont pu se développer en présence du NaCl et elles ont marqué une

croissance considérable dans les deux concentrations.

De ce fait, en plus du caractére thermophile que possédent les souches d’intérét, elles
peuvent aussi étre qualifiées d’alcalitolérantes et d’halotolérantes. Ces deux caracteres sont
souvent conjugueés et il a été prouveé que I’alcali-résistance voir méme I’alcaliphilie exigeait la

présence intracellulaire d’ions sodium pour le métabolisme et la régulation. C’est la raison
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pour laguelle la plupart des organismes acaliphiles sont au moins halotolérants. Cette
tolérance peut s’étendre sur de larges intervalles de pH, ce qui signifie qu’elles peuvent se
développer également a des pH acides grace a d’autres mécanismes d’acidotolérance cette

fois-ci (accumulation de solutions compatibles et de protons H*) (Lewinson et al., 2004).

3. Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires

Un screening de plusieurs activités hydrolytiques extracellulaires a été effectué chez
les 17 souches d’interét. Les résultats illustrés dans le Tableau VIII montrent clairement la
capacité de chaque souche isolée et testée a hydrolyser ou a dégrader des diff érents substrats
inducteurs utilisés, a savoir: I’amidon, le CMC, la caséine du lait écrémé, la chitine, le
xylane, la kératine, I’huile d’olive, les Tween 20 et Tween 80, aprés incubation a 37, 50 et 60

°C pendant 24 heures en condition d’aéro-anaérobiose.

L hydrolyse de I’amidon est réalisée par toutes les souches a part deux: HR3 et ADfc.
Cela signifie que la mgjorité des souches posséde une amylase dont I’activité s’exprime par
I’apparition d’un halo d’éclaircissement autour des colonies, observe aprés addition d’une
solution de lugol. En fait, les bactéries a Gram positif représente une bonne source d’amylase
(Vieille et al., 2000). Selon Satyanarayana et ses collaborateurs (2005), plusieurs especes
appartenant a ce genre telles que B. coagulans et B. stearothermophilus sont connues par leur
capacité a produire des a-amylases thermostables. Récemment, une nouvelle a-amylase a été

purifiée et caractérisée a partir de la souche Tepidimonas fonticaldi HB23 (Allalaet al., 2019)

L activité cellulolytique est présente chez un grand nombre de souches testées (13).
De nombreux microorganismes cellulolytiques agrobies secrétent 6 a 10 cellulases
extracellulaires (Kim et al., 2009; Moser et al., 2008; Saoheimo et al., 2002). En revanche,
de nombreux organismes hydrolysant la cellulose en anaérobie sont dotés d’un grand
complexe enzymatique cellulotique (Bayer et al., 2008).

L’activité protéolytique que se soit I’hydrolyse de la caséine du lait ou bien la
dégradation de la kératine est observée chez la plupart des souches. S’agissant de la caséine,
des (17) souches en question, (14) sont marquées par I’apparition des halos autour des spots et
seulement (3) souches ont démontré un résultat négatif. Quant ala kératine, un résultat positif
est noté chez (13) souches. En fait, sa dégradation est plus abondante chez les bacteries Gram

(+) que chez les Gram (- ) (Gupta et al., 2006). Les bactéries B. licheniformis, B. pumilus, B.
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cereus et B. subtilis (Lin et al., 1997 ; Kim et al., 2001) sont connues comme productrices

maj eures de kératinases.

Parmi les (17) souches testées, (15) d’entres elles ont formé des halot indiquant la
présence de I’enzyme chitinase. Des études faites a ce propos sur des bacteries du genre
Hydrogenophilus ont permis la caractérisation d’une nouvelle chitinase thermostable a partir
de la souche Hydrogenophilus hirshii KB-DZ44 (Bouacem et al., 2018).

La recherche de la xylanase chez les souches d’intérét a révélé sa présence chez la
majorité (15) des souches et son absence uniquement chez deux souches: MH14 et D1. Il est
rapporté que plusieurs genres de bactéries thermophiles sont des producteur majeurs de
xylanases thermostable, a savoir les Bacillus, Anoxybacillus, Geobacillus et Enterobacter
(Bhdlaet al., 2014).

Les lipases sont secrétées par la majorité des souches mis a part deux d’entre elles:
HB2’ et KB2 qui ont démontré des résultats négatifs que ce soit pour I’hydrolyse de I’huile
d’olive ou bien des Tween 20 et 80. D’apreés des études précédentes, |es bacilles représentent
une source trés importante d’enzymes thermostables; un grand nombre de bactéries du genre
Bacillus et Anoxybacillus (Rahman et al., 2005; Olusesan et al., 2009) sont connus
majoritairement pour la production de lipases, caractérisées par une grande stabilité dans des
conditions restreintes telles que les températures élevées et la présence des solvants

organiques (Jaeger et al., 1994).

La Figure 4 présente des zones d’hydrolyses de quelques souches bactériennes testées
sur différents milieux aprés 24 heures d’incubation. L’estimation de la surface des zones
produites n’a pas pour but I’appréciation quantitative de I’activité enzymatique en question,

mai's uniguement sa mise en évidence.
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Figure 4: Exemples de quelques résultats d’activités hydrolytiques (Photos personnelles).
(A). Amylases; (B). Caseinases; (C). Chitinases; (D). Hydrolyse de Tween 20;

(E). Xylanases, (F). Cellulases
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Tableau VI1II: Résultats des activités enzymatiques recherchées a la température 37 et 60°C.

Enzymes Estérases
Amylases Cedllulases Caséinases Chitinases Xylanases | Kératinase Lipases 120 | T80

Souches S
HR3 - + + + + + - + +
M1V + = + + + + + + +
M1VBL + + + + + + + +
KBM7 + + + + + + + +
Ac blan + - + + + + + + +
BA1l + - + - + + + + +
RN1 + + - B} + + + + +
MH14 + + - + - + + + +
HB2’ + + - + + + - - -
D1 + + + + - + + + +
BHIA1 + - + - + - + + +
KBN2 + + - + + = + + +
B5GN + + - + + - + + +
KB1 + + + + + + + + +
KB2 + + + + + + - - -
HB12 + + + + + +
ADfc - + - + + +
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D’aprés les résultats du criblage enzymatique obtenus, il est clair que les souches
étudiées produisent toutes des enzymes thermostables extracellulaires (Figure 5). La
comparaison des profils de production enzymatique entre les (17) souches démontre que
toutes les enzymes sont synthétisées au moins par 11 d’entre elles. Il parait que certaines
enzymes sont prédominantes: les amylases, xylanases, Tween 20 et 80. Ceci suggere que les
microorganismes thermophiles présentent un arsenal enzymatique important, d’ou leur intérét

15 AST 15 '
14 I 14 14 I I

Enzymes

en applicationsindustrielles.

Nombre de
souches

16

14

12

10 ——

H Amylases ® Cellulases m(Caséinases @ Chitinases H Xylanases

B Kératinases H Lipases HTween20 HETween80

Figure 5: Effectifs des souches ayant pu synthétiser les différentes enzymes.
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Conclusion et perspectives

Les potentidités industrielles liées aux molécules issues des microorganismes
thermophiles sont multiples et variées, (environnement, santé, agroalimentaire...etc.). Parmi
les macromol écules présentant de réels enjeux économiques, les enzymes thermostables et les
polymeéres bactériens (les exopolysaccharides, les hydroxyalcanoates...etc.) occupent une
place importante.

L’objectif de cette étude consiste a caractériser 17 souches bactériennes thermophiles,
issues d’une source hydrothermale algérienne (Hammam Righa), et a étudier leur potentiel
enzymatique par la recherche des amylases, cellulases, caséinases, chitinases, Xxylanases,
kératinases, lipases et estérases. Les résultats obtenus ont montré que les souches sont des
batonnets Gram positifs, mobiles, agro-anaérobie facultatives, polyextremophiles et dotées

d’un arsena enzymatique important leur permettant de dégrader différents polymeres.

La recherche de nouvelles enzymes bactériennes, notamment chez les thermophiles,
suscite donc un réd intérét, non seulement parce qu’elles pourraient aboutir a une meilleure
compréhension des bases moléculaires de la thermophilie et par 13, aider a établir des regles
pour améliorer les procédés industriels, mais aussi pour leurs applications potentielles en

biotechnologie. En perspectives, il serait intéressant de consolider cette étude avec:

L ’identification moléculaire des isolats;
Dosage de ces activités enzymatiques sur milieux liquides;

Purification et caractérisation des activités les plus importantes.
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Annexel

Matériel non biologique

R/
A X4

Autoclave (WEBECO Allemagne)
Etuve (BINDER Allemagne)

Bain marie (MEMMERT Allemagne)
Agitateur chauffant a barreau magnétique (GARHARDT Allemagne)
Balance (KERN 770 Allemagne)
Réfrigérateur (ENIEM Algérie)
Lampea UV

Microscope photonique

Bec bunsen

Boites Pétri

Pipettes Pasteur

Microfiltre

Erlenmeyer

Eprouvette

Flacons en verre

Tubes aessa en verre



Annexes

Annexe?2

Technique dela coloration de Gram:

Réalisation d’un frottis, et fixation de ce dernier par la chaleur avec ou sans I’ajout de
I’éthanol (95°).

Coloration au violet de Gentiane en planant la lame dans la solution panant 2 a 3
minutes, ensuite le ringage avec de I’eau distillée.

Mordancage au lugol (solution iodo-ioduré) en étalant le lugol sur la lame et laisser
agir 20 secondes, puis rincer avec I’eau distillées.

Décoloration a I’alcool par le versement de quelques gouttes sur la lame, laisser agir 5
a 10 secondes et le rincage avec I’eau distillées.

Contre coloration avec la fushine panant 30 secondes a 1 minute, puis le ringage
délicatement avec de I’eau distillée.

Séchage de lalame et observation au microscope photonigue au grossissement 40.



Résumé

L’intérét grandissant porté aux microorganismes thermophiles indigenes des biotopes chauds
tels que les sources thermales terrestres, revient a leurs capacités d’adaptations moléculaires aux
contraintes physico-chimiques auxquelles ils font face ainsi qu’a leur richesse en molécules bioactives
peu conventionnelles. D’ailleurs, I’exploitation des enzymes issues de ces microorganismes offre des
avantages majeurs et fournit des possibilites d’amélioration et /ou d’innovation dans le domaine de la
biotechnologie.

La présente étude a pour objectif: la caractérisation et le criblage d’activités hydrolytiques
extracellulaires de bactéries thermophiles isolées a partir d’une source thermale: Hammam Righa. Les
résultats obtenus ont permis la révélation de la présence de différentes enzymes, y compris. les
amylases, cellulases, caséinases, chitinases, xylanases, lipases, kératinases et estérases chez 17 isolats.
Il est noté que I’ensemble des souches présentent un arsenal enzymatique important. En outre, quatre
souches (M1VBL, KBM7, HB12 et KB1) s’averent les plus performantes puisqu’elles ont dégradé
I’ensemble des substrats rajoutés dans les milieux de culture. Or, pour le reste des souches, il a été
conclu qu’elles combinaient plus d’une activité catalytique.

D’apres ces résultats, il parait intéressant de développer les recherches sur les bactéries
thermophiles et de mieux les étudier afin d’exploiter le maximum de leurs propriétés d’intérét
biotechnologique et industriel.

Mots clés. Sources Thermales, Thermophiles, Enzymes, Criblage, Applications industrielles.

Abstract

The growing interest of thermophilic microorganisms inability in hot biotopes such as terrestrial
hot springs, comes down to their molecular adaptation capacities against the physicochemical
constraints they face and their richness of bioactive molecules like thermostable enzymes. Therefore,
they are very interesting for industrial applications.

The principa aims of this study was the characterization and screening of some enzymatic
activities (amylases, cellulases, proteases, chitinases, xylanases, lipases, keratinase and esterase) of
seventeen strains of thermophilic bacteriaisolated from a hot spring: Hammam Righa.

The screening led to found that all the strains have an enzymatic arsenal, particularly, four of
them (M1VBL, KBM7, H912, and KB1) who represent the most efficient between the others since they
have hydrolyzed all the substrates since the others have combined more than one hydrol ytic activity.

These results prove that thermophilic bacteria must be exploited for their biotechnological
interest and their industrial applications. So that researches about them must be devel oped.

Key words: Hot springs, Thermophilic microorganisms, Enzymes, Screening, Industrial applications
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