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Résumé

Les microorganismes thermophiles et hyperthermophiles autochtones desenvironnements
chauds tels que les sources thermales terrestres posseédent des capacitésd’adaptations
moléculaires intéressantes et constituent ainsi une importante source demolécules bioactives
peu conventionnelles issues de mécanismes biochimiques etmoléculaires uniques. Les
enzymes hydrolytiques de ces organismes offrent des avantagesmajeurs et fournissent de
nouvelles possibilités soit de I’amélioration ou de la création de nouveaux procédés

biotechnologiques.

Dans la perspective d’étudier une partie de leur potentiel enzymatique, 04 souches
bactériennes thermophiles ont été isolées a partir d’échantillons d’eau prélevés dans une

zone thermique de L’Ouest algérien (hammam Serguine-Tiaret).

Une caractérisation phénotypique a été réalisée, et a permis d’avoir acces a certaines
propriétésmorphologiques et biochimiques de ces microorganismes. Cinq types d’activités

hydrolytiques ont été recherchés par 1’utilisation des différents substrats.

Ces souches isolées se caractérisent par ’efficacité de leursenzymesdans la dégradation

des sucres, des lipides, et des protéines ainsi que la cellulose.

Les souches isolées appartiennent a trois types d’actinomyceétes : Micromonospora sp,

Laceyella sp, Streptomyces sp

Les mots clés : Screening, activité enzymatique, source thermale, thermophiles.



Abstract

Thermophilic and hyperthermophilic microorganisms inhabiting hot environments suchas
terrestrial hot springs have interesting molecular adaptation capacities and constitute
animportant source of bioactive molecules emerging from unique molecular and
biochemicalmechanisms. Hydrolytic enzymes of these organisms offer major advantages and

give newpossibilities to ameliorate existing processes or to create new ones.

With the purpose of studying some of their enzymatic potentials, 04 thermophilic,
bacteria strains were isolated from water it was collected from a thermal zone in the Algerian

west (hammam Serguine-Tiaret).

Phenotypic characterization has been realized, and allowed to obtain some morphological
and biochemical proprieties of these microorganisms,five types of hydrolytic activities were

investigated byusing seven different substrates.

These isolated strains are characterized by their enzyme activity and their ability to be

sugars, proteins, fats, proteins and cellulose.

Isolated strains belong to three types of actinomyces :Micromonospora sp , Laceyella sp

, Streptomyces sp

Key words: Screening ,enzymatic activity , thermal source , thermophilic.
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INTRODUCTION

L’Algérie est un pays riche par sa diversit¢é €cologique et géologique. Il existe des
écosystemes extrémes tels que les sebkhas, les sols désertiques et les sources chaudes,
exploitées pour leurs bienfaits, notamment thérapeutiques. Cependant, ces sources n’ont été
que treés peu étudiées d’un point de vue biodiversité et ce n’est que récemment qu’on a

commencé as’intéresser aux microorganismes habitants ces environnements.

Les extrémophiles sont des microorganismes qui possédent des possibilités d’applications
dans plusieurs domaines, incluant 1’agriculture, D’industrie, la pétrochimie et la
bioremédiation des sols...etc. Les microorganismes thermophiles se développent de fagon
optimale a des températures supérieures a 50°C, sont parmi les extrémophiles les mieux
étudiés, isolés de différents environnements, leurs enzymes extrémement thermostables ont
trouvés plusieurs applications a cause de leurs propriétés dépassant celles de leurs

contreparties mésophiles.

Notre travail est une contribution a I’étude de la diversité microbiologique d’une source
thermale située dans la wilaya de Tiaret et un screening enzymatique des souches isolées

pourvoir le potentiel hydrolytique de ces souches.
La présente étude s’articule autour de deux parties :

La premiére partie est une synthese bibliographique sur les bactéries thermophiles, leurs

enzymes et ces utilisations.

La deuxieme partie représente le volet expérimental qui décrit les étapes d’isolement et
identification des bactéries thermophiles, la détermination de la capacité d’hydrolyse de ces
bactéries des différentes substances (amidon, caséine, lipide....). En suites une exposition des

résultats obtenus, suivi d’une discussion a la lumiére des données de la littérature.

Enfin, une conclusion générale et des perspectives qui sont un ensemble de réflexions

achevent ce travail.
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Chapitre I: Revue bibliographique

I.1 bactéries thermophiles

Solon la définition de THOMAS BROCK «un thermophile est un étre vivant dont la
température optimale de croissance se situe au-dessus de 60°C », respectivement. Ces micro-
organismes sont retrouvés dans des habitats géothermiques naturels largement répandus sur
notre planéteet souvent associés a des zones tectoniques actives. Ces écosystemes peuvent
avoir une origine: géothermique terrestre, hydrothermale océanique profonde et

pétroliere.(Madigan et al., 2007).

-Une autre définition plus pratique et plus large a été proposée « les organismes thermophiles
sont tout les étres vivants qui se développent a des températuressupérieures a 45 °C » ,Cette

derniere définition est intéressante car elle définit 3 sous catégories :

- Thermophiles modérés dont les conditions optimales de croissance se situent entre 55 et
65°C.

- Thermophiles extrémes : la temperature optimale de croissance est comprise entre 65 et
80°C.

- Hyper thermophiles : la température optimale de croissance est supérieure a 80°C.
1.2 Phylogénie des thermophiles

Les études phylogénétiques des bactéries thermophiles basées sur [’analyse de I’ARN
ribosomal 16S(Querellou etal., 2010). Ces travaux de phylogénie moléculaire sont a 1’origine
d’une avancée scientifique majeurs datant de la fin des années 1970 : la découverte par CARL
WOESE des Archea, troisiéme domaine du vivant avec les EUCARYA et BACTERI.
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Figure 1 : Arbre phylogénétique universel issu d’une analyse comparative de séquences de
genesribosomiques. Ces données soutiennent la discrimination entre les trois domaines, deux d’entre
euxcontenant des représentants procaryotes (Bacteria et Archaea). L’enracinement représente la
positionsupposée du dernier ancétre commun universel. Les groupes phylogénétiques contenant
desmembres thermophiles ou exclusivement thermophiles sont indiqués en lignes pointillées
(Madigan et al., 2003) ;( Hobel et al., 2004).

I.3Les sources hydrothermales

Elles sont le résultat de I’activité volcanique aux niveaux des dorsales oceaniques. Le
mouvement des plaques tectoniques dans ces zones provoque une remontée du magma a
quelques kilomeétres de profondeur.

Ces zones sont le sieége de phénomenes hydrothermaux. Chargée en métaux, I'eau émergesoit
au niveau de sites océaniques profonds, de sites marins cotiers ou de sites terrestres. Ces deux
derniers sont connus depuis fort longtemps car ils sont le siége de phénomeénes spectaculaires
comme les solfatares (Solfatara (Italie), Agores),les geysers (Parc de Yellowstone (USA), LA
MER MORTE, les Kouriles (Russie), Afrique)(Corliss et al.,1979)..

I.4 biotopes thermophiles

Les biotopes les plus communs dans lesquels vivent les thermophiles sont d’origine

géothermique. (Calteau, 2005).
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1.4 .1 biotopes naturels

1.4 .1.1 biotopes marins

Les systemes hydrothermaux océaniques quant a eux sont localisés au niveau des zones de
fractures tectoniques. Au niveau des cheminées des fumeurs noirs, lesémissions sont
composées de fluide hydrothermal presque pur et peuvent atteindre unetempérature de 350°C.
(Huber et al., 2000). C’est dans cette zone de mélange turbulent, entre le fluide

hydrothermal toxique surchauffé et I’eau de mer oxygénée et froide, que se développe la vie
hydrothermale (Figure 2.b) (Minic et al., 2006).

1.4.1. 2 biotopes terrestres

Dans les systémes terrestres, La nature de 1’eau va dépendre des roches traversées et elle est
généralement associée a une activité volcanique, la température de 1’eau in situ sera fonction
de la profondeur d’origine pour atteindre des températures inférieures a 100 °C et des pH
acides ou basiques a la surface de la terre c’est le cas des sources chaudes localisées en
Islande, en Algérie ou encore dans le Parc national de Yellowstone (Figure 2.a)(Gregoire et
al.,2009).

Figure2: (A) source chaude localisée dans le Parc national deYellowstone (Guide voyage du Parc

Yellowstone), (B) fumeurs noirs, dorsale pacifique(Geyser sous-marin. Fosse des Caimans, pres

de la Jamaique, a 5000 metres sous les mers. © CNRS Photothéque/ Jean-Louis Cheminée).
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1.4.2 Biotopes artificiels

Les thermophiles sont localisées dans des différents systemes thermiques artificiels par
exemple les circuits d'alimentation et les réservoirs d'eau chaude, les usines géothermiques,
les puits et forages de pétrole et les bioréacteurs.

1.5 diversité taxonomique des thermophiles

Les micro-organismes thermophiles du domaine Bacteria possédent des caractéristiques
physiologiques et métaboliques tres diverses incluent :

-Des hétérotrophes tels que les Thermotogales sont des thermophiles fermentaires et se
développent mieux en anaérobiose lors de I’utilisation de thiosulfate comme accepteur
d’électrons.

-Des phototrophes qui sont  essentiellement les cyanobactéries qui effectuent la
photosynthése oxygénée(Ferrera et al., 2007).

-Des chimio-litho- autotrophes sont des bactéries capables de fixer le dioxyde decarbone en
utilisant de I'énergie chimique comme Les bactéries de l'ordre Aquificales qui utilisent
I'hydrogene, le soufre et le thiosulfate comme donneurs d'électrons et 1’oxygene et/ou les
nitrates comme accepteurs. (Capdepuy et al.,1995 ; Ferrera et al.,2007).

1.6 Adaptations physiologiques a la thermophilie

La vie a haute température est rendue possible par les thermophiles car elles ont subis de
nombreuses adaptations physiologiques et biochimiques. Une analyse de biomolécules
importantes chez les bactéries thermophiles a révélé des différences structurales subtiles dans
les protéines, les acides nucléiques et lipides (Alain et al., 2010).

1.6. 1 Protéines

Les protéines des thermophiles et hyperthermophiles sont plus thermostables a haute
température.

Les mécanismes intrinseques les plus fréquemment rencontrés font appel a :

- une augmentation des interactions de Van der Waals et des interactions ioniques.

- une hydrophobicité accrue.

- une extension du nombre et de la taille des réseaux de liaisons hydrogéne.

- une densité de compaction plus élevée.

- une diminution de la longueur des boucles de surface.

- une oligomeérisation des proteéines(Holden et al., 2009;Quérellou et al., 2010).
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Il existe de nombreux facteurs extrinséques qui contribuent a la thermostabilité des
protéines :lls incluent des protéines chaperonnes (thermosomes) rencontrées chez les archées
hyperthermophiles. Elles sont thermostables et résistantes a la protéolyse.

Les hyperthermophiles produisent également des osmolytes de nature non protéique ayant un
role thermoprotecteur sur les protéines cytoplasmiques(Santos et al., 2011).

1.6.2 Lipides

L’une des caractéristiques les plus remarquables des archées concerne la structure chimique
des lipides membranaires. Ceux des bactéries et des eucaryotes possedent des constituants de
base comme les phosphoglycérides qui contiennent des liaisons esters et une téte polaire
etpeuvent donc former des bicouches séparant deux compartiments aqueux. Les lipides
d’archées sont caractérisés notamment par la présence de liaisons éthers entre le glycérolet les
chaines d’acides gras et par les propriétés originales des lipides tétraéther bipolaires leur
permettant de générer des films monocouches stables.

Ces lipides bipolaires atypiques jouent un role important dans 1’adaptation aux conditions
extrémes des milieux ou proliferent les archées (Rawlings et al.,2007).

1.6.3 Acides nucléiques

Tous les hyerthermophiles produisent une ADN topoisomérase appelée ADN gyrase reverse.
Cette topoisomérase provoque la formation de sur enroulement positif de I'ADN au contraire
des ADN gyrases presentes chez tous les procaryotes non thermophiles (sur enroulement
négatif) (Madigan et al.,2007), et il est aussi responsable a la stabilisation de la double

hélice d’ADN et la préservation de la dénaturation thermique.
1.7 Application biotechnologique

On peut distinguer deux types d’applications différentes :

-L’une des premicres applications possibles est la biolixiviation, utilisée essentiellement pour
concentrer lesmétaux (cuivre, or et uranium)(Williams et al.(2009).

- Le second type d’applications repose sur I’utilisation des biomolécules issues des
extrémophiles. Ce sont les enzymes, mais aussi les protéines, les lipides, les polyméres, et

d’autres métabolites secondaires.
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1.7. 1 Applications basées sur les biomolécules

Elles représentent la voie la plus commune d’utilisation des thermophiles, ses biomolécules
comprennent essentiellement des enzymes, mais également d’autres substances de nature

diverse.
1.7.1.1 Enzymes

Ces enzymes issues de microorganismes thermophiles ou hyperthermophiles tardent & étre
exploitées dans les procédés industriels, car elles ne répondent pas exactement aux besoins
industriels ou que leur substitution aux enzymes classiques est trop codteuse. Ces enzymes

sont par contre largement employées en biologie moléculaire.

1.7.1.1 .1 Enzymes des acides nucléiques

Les technologies de I’ADN recombinant reposent sur 1’utilisation d’enzymes trés diverses
enzymes de restriction, ADN polymérases, ADN ligases, etc. Les ADN
polymérasesthermostables jouent un role fondamental dans les techniques d’ingénierie du
vivant grace leur aptitude a amplifier un géne donné a des millions de copies in vitro par
PCR(Querellou et al.,1999), amplification isotherme, etc. L’enzyme la plus utilisée en PCR
est la Tag polymérase isolée de la bactérie Thermus aquaticus. Plusieurs domaines sont
plusparticulierement demandeurs de nouvelles ADN polymérases : le bioterrorisme, avec
I’objectif de disposer d’ADN polymérases fonctionnelles dans des conditions drastiques
(présence de solvants et autres inhibiteurs) (Palud et al.,2008).

1.7.1.1.2 Esteérases

Les enzymes hydrolysant les ester pour donner un alcool et un acide carboxylique. Dans un
solvant organique, elles peuvent catalyser la réaction inverse ou une trans-estérification.

-Les estérases se distinguent des lipases par leur préférence pour les chaines carbonées courtes
et ne sont pas actives sur les substrats qui forment des micelles.

-Elles ont trouvé de multiples applications dans les industries médicales, agroalimentaires, de
production d’énergie, grace a leurs propriétés en synthése organique (d’ardmes, de détergents,
de biodiesel notamment),etc.

Depuis la caractérisation de la premiére carboxylestérase de Sulfolobus acidocaldarius, en
1988, de nombreuses estérases d’archées ont été isolées. La premicre lipase ne 1’a été que
récemment isolé, chez I’archée hyperthermophile Archaeoglobus fulgidus (Levisson et al.,
(2009).
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1.7 .1.1.3Enzymes dégradant les polysaccharides

Les enzymes de la famille des glycosylases, impliquées dans le métabolisme des glucides,
revétent un intérét industriel important. En particulier, celles qui convertissent 1’amidon et
celles capables de dégrader la cellulose et la lignocellulose sont fondamentales dans les
procédés de production de biocarburants.

Egorova et al.,2007).

1.7 .1.1.4 protéases

Les protéases sont particulierement importantes en raison de leurutilisation répandue dans
I’industrie laitiére et les détergents. Dans 1’industrie laitiére,les protéases jouent un role lors
du caillage du lait dans la production du fromage ;elles peuvent aussi influencer legolt des
produits. Au niveau de détergents,elles permettent 1’élimination des taches de nature
protéique. Les protéases ont aussi des applications dans les domaines de 1’alimentation,du
textile,du tannage et des pates et papiers. Dans ce dernier champ d’application, elles sont
employées pour le blanchiment des pates et le nettoyage des équipements (élimination de
biofilm) (Barnabe et al., 2003 ; Kirk et al.,2002).

1.7.2Applications basées sur cellules entiéres

Il s’agit d’applications pour lesquelles 1’utilisation de biomolécules purifiées a partir des
cultures est non rentable ou d’applications qui requiérent I’action directe d’une population
microbienne, voire d’un mélange complexe de différentes especes :

1.7.2.1 Biolixiviation des métaux

La lixiviation microbienne ou biolixiviation est utilisée essentiellement pour concentrer les
métaux (cuivre, uranium) lorsque les concentrations initiales du minerai sont faibles et que
les procédés chimiques conventionnels ne sont pas rentables.

Toutefois, 1’oxydation biologique des composé€s sulfurés inorganiques réduits est importante
pour limiter leur contribution a la création d’un film de passivation a la surface des métaux
qui réduirait les rendements d’extraction. Cette passivation est éliminée lorsque la
biolixiviation est effectuée a haute température avec des espéces thermo-acidophiles.
(Rawlings et al.,2007).

1.7.2.2 Piles a combustible microbienne

Récemment, il a ét¢ démontré qu’une communauté microbienne thermophile isolée de
sédiments marins était capable de produire un courant électrique dans une pile a combustible

fonctionnant a 60 C °en utilisant de I’acétate comme carburant (Mathis et al.,2008).

8
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1.7.2.3 Production d'hydrogéne

Il y a un intérét croissant pour [l'utilisation des sources renouvelables afin de
satisfaire les besoins énergétiques mondiales de plus en plus conséquentes. Les
produits de la fermentation anaérobie incluent I'éthanol, le méthane et I'hydrogene.
La recherche sur la productionbiologique dhydrogéne est devenue attrayante pour
des utilisations possibles du biohydrogene comme source d'énergie propre. La voie
de production du biohydrogéne dépend de Iapprovisionnement en substrats
organiques et pourrait idéalement étre adaptée a uneproduction d'énergie accouplée

avec un traitement des déchets organiques (Antranikian,2008).



Chapitre |1 :
Materiels et méethodes



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

I1. Matériels et méthodes

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé les matériels et les équipements de laboratoire de
microbiologie(voir ’annexe 01).Ce travail a été réalisé au laboratoire de reproduction des
animaux de la ferme a I’Université de Tiaret pour une durée de 2 mois allant de février & Mars
2020.

» Objectif du travail

Notre étude consiste a caractériser la flore microbienne existante dans les eaux thermales
de hammam Serguine, tout en mettant en évidence la capacité de ces souches a sécréter des

enzymes d’intérét biotechnologique primordiale.

1.1 Les sources thermales étudiées et Echantillonnage

Les échantillons d’eau ont été prélevés a partir d’un point d’eau situé¢ a hammam Serguine.
» Description de la zone d’étude

Hammam Serguine est situé a 141 km au Sud-est du Chef-lieu de la Wilaya de Tiaret : Le
site comprend 2 sources d’eaux thermales a des températures de 37 a 39.5°C au point
d’émergence. Elles sont de types soufrées, calciques, sulfatées, chlorurées et sodiques.

(Seurat et Frémy., 1937).

>

Figure 03 : A : Carte géographique du nord algérien sur laquelle la zone d’étude est indiquée par le
cercle. C : Localisation de la source thermale Serguine(Google Map consultée le 09/05/2020).
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» Echantillonnage
Les échantillons d’eau ont été prélevés entre Février et mars 2020 a partir de cinq points
pour avoir un échantillon représentatif. Les échantillons d’eau sont prélevés a 20-30 cm de la

surface dans des flacons stériles et transportés dans une glaciére a 4°C vers le laboratoire.

Figure 4 : site d’échantillonnage « source thermale de Serguine ».(Photos prises par une caméra de

téléphone Sony Xperia 16 MPix).

11.2 Isolement, purification et conservation des isolats

L’isolement des souches a ét¢ effectu¢ sur six milieux de culture solides différents (gélose
nutritif, milieu mannitol-mobilité, milieu TSI, milieu de base, milieu de citrate simmons,
gélose viande-foie) (voir I’annexe03) , Ces derniers sont peu sélectifs et congus pour cultiver
le plus grand nombre de bactéries possibles. On ajoute & un milieux de culture de 1’Agar-
Agar pour le rendre solide , le pH est ajusté a 7,4 a I’aide d’une solution de NaOH et
I’incubation est faite a 44°C. Ces conditions sont les plus couramment utilisés pour 1’études
des bactéries thermophiles (Yavuzl et al., 2004 ; Good Fellow et Jones, 2009 ; Logan et al.,
2009).

Pour les échantillons d’eau, ont subis une série des dilutions décimales.
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L’isolement est effectué par étalement de 1 ml de chaque dilution 10, 10° et 107,

L’incubation des boites de Pétri a 45°C pendant 24 a 72 heures.

De chaque milieu, environ une dizaine de colonies d’aspect différent est prélevée et
purifiée par repiquages successifs sur les mémes milieux solides. Les souches pures sont

conservees a 4°C.
11.3 Caractérisation morphologique et culturale

La détermination de 1’aspect macroscopique des colonies (forme, pigmentation, taille,
etc.) est effectuée apres croissance sur milieu solide aprés une incubation de 24 a 72 heures a
I’aide d’une loupe binoculaire. La morphologie, I’arrangement cellulaire et le Gram des
isolats sont déterminés sur des cultures de 24 heures par la technique de coloration
différentielle décrite par Gram (1884) a I’aide d’un microscope photonique (li¢é a un

ordinateur).
11.4 Caractérisation physiologique et biochimique

La composition chimique des milieux de culture pour I’analyse biochimique est rapportée

dans ’annexe 03.

11.4.1 Utilisation de substrats carbonés

L’utilisation des substrats carbonés comme source unique de carbone et/ou d’énergie a été

testée sur des différents milieux.

11.4.1.1 Utilisation du citrate

L’habilité des souches a utiliser le citrate comme seule source de carbone et d’énergie est
testée sur le milieu citrate de Simmons. Le virage au bleu du milieu indique une réaction

positive (Harley et Prescott, 2002).

11.4.1.2 Test Mannitol-Mobilité

La mobilité des souches ainsi que la fermentation du mannitol sont étudiées sur le milieu

semi-solide Mannitol-Mobilité. La mobilité de I’isolat est interprétée par un envahissement du
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milieu a partir de la piqure d’inoculation et la fermentation du mannitol est traduite par un

virage au jaune du milieu de culture (Harley et Prescott, 2002).

11.4.1.3 Utilisation des sucres sur milieu (Triple Sugar Iron)

La fermentation du glucose avec production d’acide, 1’oxydation du saccharose et/ou du
lactose, la libération d’H,S et de CO, sont appréciées sur le milieu Triple Sugar Iron. La
fermentation est interprétée par le virage de couleur du culot, ’oxydation par le virage de
couleur de la pente, la libération de H,S par un noircissement sur le culot et de CO, par la
présence des bulles dans le milieu (TSI)(Harley et Prescott, 2002).

11.4.1.4Dégradation des sucres

L’utilisation des sucres comme source unique de carbone et d’énergie est testé sur milieu
MEVAG. Les sucres sont rajoutés a une concentration finale de 1 %. Le virage du milieu en

jaune indique une réaction positive.
Les substrats testés sont : le galactose, le lactose et le sacchararose.

I1.5Mise en évidence des enzymes respiratoires

11.5.1 Catalase

La catalase permet la décomposition du peroxyde d’hydrogene (H,0,) produit par la
souche. Sa recherche consiste a mettre en contact une colonie d’isolat en présence d’eau
oxygenée a 10 volumes. Une effervescence due a un dégagement gazeux traduit la présence

de cette enzyme (Joffin et Leyral, 2006).
11.5.2Cytochrome oxydase

Le cytochrome oxydase est une enzyme qui intervient a la fin de la chaine respiratoire
pour catalyser la fixation de I’hydrogéne et des électrons sur 1’oxygéne. Sa production est
mise en évidence par des disques « Ox » imprégnés d’oxalate N-N-diméthylparaphényléne.
Une quantité suffisante de culture est déposée sur le disque imbibé d’eau distillée. Une
couleur bleue violacée se manifeste en quelques minutes en cas de réaction positive (Joffin et
Leyral, 2006).
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5.3 Caractérisation du type respiratoire

Le type respiratoire est caractérisé sur le milieu solide Viande Foie. L’ensemencement de
chaque souche est doublé sur deux tubes dont I’un des deux, le glycérol est ajouté sur la
gélose. La lecture se fait aprés 24h d’incubation, I’apparition des colonies indique un résultat

positif.
5.4 Recherche de la g-galactosidase

A une suspension dense des bactéries testées en eau distillée stérile, un disque imprégné
d’Ortho-Nitro-phényl-p-Galactoside (ONPG) est ajouté puis incubée a 45°C pendant 30 a 60
minutes. L apparition d’une couleur jaune indique 1’hydrolyse de I’ONPG et donc la présence

d’une B-galactosidase (Joffin et Leyral., 2006).
5.5 Production de décarboxylases et de I’arginine dihydrolase

Les activités enzymatiques de 1’ornithine décarboxylase (ODC), de la lysine
décarboxylase (LDC) et de I’arginine dihydrolase (ADH) sont examinées en anérobiose, sur
le bouillon de Moeller a partir d’une suspension dense de culture. Une activité positive est
interprétée par une couleur violette (alcalinisation du milieu) et 1’absence d’enzyme est

exprimée par un virage au jaune (acidification du milieu) (Joffin et Leyral., 2006).
11.6 Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires

Les isolats sont soumis a une recherche qualitative d’hydrolases extracellulaires a 45°C.
Un milieu gélosé est modifié par réduction de la source organique par milieu de base qui
compose (3g de I’Agar-Agar, 16g de peptonne, 0.8g de exrait de levure et 200ml d’eau
distillée) et I’addition du polymeére-test (Demirjian et al., 1999 ; Tholey et Heinzl, 2002).

11.6.1Amylase

L’activité amylolytique est examinée en ajoutant 1% (p/v) d’amidon soluble au milieu de
base. L’incubation est effectuée pendant 1 a 3 jours et la lecture se fait par inondation des
boites avec une solution de Lugol. La présence de zones claires autour de I’ensemencement

témoigne de la production d’amylases (Gordon et al., 1973).
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11.6.2 Protéases

11.6.2.1 Hydrolyse de la gélatine

Le milieu de base est additionné de 0,4% (p/v) de gélatine. L’incubation est effectuée
pendant 1 & 2 jours et la lecture se fait en ringant les boites avec le réactif de Frazier,
L’hydrolyse de la gélatine est indiquée par 1’apparition de zones claires autour des stries
(Frazier, 1926).

11.6.2.2 Hydrolyse de la caséine

Le milieu de base est modifié par addition de 1% (p/v) de caséine. Aprés ensemencement, les
souches testées sont incubées pendant 1 a 2 jours. La présence d’une activité casé€inolytique se
manifeste par la présence d’un halo clair autour des colonies suite a 1’hydrolyse de ce

polymere (Priest et al., 1988).

11.6.3 Activités lipolytiques

L’estérase est recherchée par le test d’hydrolyse des Tween 20 et 80, le test d’hydrolyse de

I’huile d’olive permet la recherche de lipase.

11.6.3.1 Hydrolyse des Tween 20 et 80

Les Tween 20 ou 80 stériles sont rajoutés a une concentration de 1% (v/v) au milieu de base
stérile en surfusion. Les boites de Pétri ensemencées sont incubées pendant 1 a 3 jours. Une
lecture positive est traduite par I’apparition de zones claires autour des colonies productrices

de lipases (Sierra, 1957).

11.6.3.2 Hydrolyse de I’huile d’olive

Le milieu de base est stérilisé et additionné de 2,5% (v/v) d'huile d'olive sterilise séparéement.
Le mélange est homogénéisé par agitation. Aprés ensemencement enspots et incubation
pendant 1 & 3 jours. Une lecture positive (production de I’estérase) est notée lorsqu’il y a

apparition des zones translucides autour des spots (Sigurgisladottiret al.,1993).
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11.6.4 Cellulase

Le milieu de base supplémenté par 0,5% (w/v) de carboxyméthylcellulose (CMC) est utilisé
pour sélectionner les souches bactériennes ayant une activité cellulolytique. Les boites sont
incubées a 45 °C pendant 48h. Apres incubation, les boites de Pétri sont remplies d’une
solution de rouge Congo a 0,1% (w/v) et placées pendant 15 a 30 min a 45 °C. Les boites sont
lavées par une solution de NaCl 1M pendant 5 a 10 minutes a température ambiante avant la
lecture. La production de cellulase est appréciée par I’apparition de zones claires autour des

colonies (Bragger et al., 1989).
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I11.1 Isolement et purification des isolats

Le bouillon d'enrichissement utilisé pour l'isolement, apres 48 heures d'incubation, a montré
la présence d'une population bactérienne dans I'échantillon d'eau thermale étudié, cela se

traduit par I’apparition d'un trouble.

L'ensemencement sur gélose nutritive et les repiquages successifs effectués ont permis de
sélectionner une gamme de 60 souches dont nous avons choisi 04 souches, désignées selon un
code composé de lettres et de numéros (S3, S8, S9, S29). Elles ont montré une meilleure
croissance sur geélose nutritive (colonies apparaissent au moins de 24 h d'incubation)

cependant, il n'y avait que peu de diversité dans la morphologie des colonies (figure05).

Figure 05: cultures des différentes souches(S3, S8, S9, S29) sur gélose nutritive.
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I11.2 Caractérisation phénotypique

I11.2.1 Observation macroscopique

Les caractéres macroscopiques des différentes souches isolées sont étudiés sur la gélose
nutritive, le plus communément utilisé a cet effet (Botton et al., 1990).

Le tableau 01: résume 1’aspect du mycélium des souches isolées (figure06), la surface et la
croissance des colonies, la couleur du revers de la boite ainsi que la présence ou I’absence de
pigments caractéristiques de chaque souche.

Donc en observe une meilleure croissance des 04 souches sur la gelose nutritive.

Figure06 : observation des souches isolées.
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Tableau 1 : l'aspect du mycélium des souches isolées.

Souche Fructification Mycélium | Caractéristiques des | Surface | Pigment au
de substrat | colonies. revers de la
boite.
S3 Marron sable Blanchatre | Velouté ou parfois Plane Jaune
a jaune floc
S8 Marron sable Blanchatre | Velouté ou parfois Plane Jaune
a jaune floconneuse.
S9 Vert sombre et | Blanchatre | Velouté mais Plane Jaune
gris verdatre agris surélevé et
Plane Pale floconneux
virant au Jaune au centre souvent
zoné granuleuse
S29 Vert sombre et | Blanchatre | Velouté mais Plane Jaune
gris verdatre agris surélevé et
Velouté mais floconneux au
surélevé et centre souvent
floconneux au zoneé granuleuse
centre souvent
zoné granuleuse
Plane Pale virant
au Jaune

111.2.20bservation microscopique

L'examen microscopique a révelé les résultats représentés dans le tableau 2. Parmi les quatre isolats,
les quatre souches sont des coccobacilles, Gram négatif, mobiles sauf (S9) qui est immobile,

présentent des endospores, sauf (S8) exempte d’un endospore (Figure 7).
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Tableau 2: caractérisation cellulaire des isolats

Souche Forme de Gram Couleur Mobilite Endospores
cellule

S3 coccobacille - Rose Mobile +

S8 coccobacille - Rose Mobile -

S9 coccobacille - Rose Immobile +

S29 coccobacille - Rose Mobile +
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Figure 7 :Observation au microscope photonique et a I’immerssion (x100). Coloration de Gram
(A: S3 , B:S8 ,C: S9 ,D:S29).Photos enregistrées par un microordinateur liée a un microscope

photonique.
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I11.3 Caractérisation biochimique

111.3. 1. Utilisation des substrats carbonés

Les résultats de croissance sur les différents substrats testés comme unique source de carbone,
sont présentés dans le tableau 3. Les sucres sont les plus assimilés par les isolats et il en ait de
méme du mannitol, Le citrate est le seul acide organique assimilé par quelques isolats.

111.3. 1. 1 Des substrats carbonés (galactose, lactose et saccharose)

La plupart des souches sont capables de fermenter le glucose, le lactose et saccharose (figure8).

Figure08 :Substrats carbonés(Gal, Lac, Sach ).

111.3.1.2 Test Mannitol-Mobilité

Généralement le mannitol est utilisé pour tester la mobilité et la production d’acides et
dégagement des gaz par les bactéries.

La fermentation du mannitol a été observée chez 02 souches (S8, S9). Un virage faible de
I’indicateur au jaune a également été noté (figure09). Ceci peut s’expliquer par le fait que
I’acidification produite par les bactéries aérobies strictes est, en général insuffisante face a

I’importance du pouvoir tampon du milieu (Joffin et Leyral, 2006).
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FigureQ9 :Test mannitol-mobilité

111.3.1.3 Test du milieu TSI (Triple Sugar Iron)

La fermentation du glucose avec production d’acide, I’oxydation du saccharose et/ou du
lactose, la libération d’H,S et de CO, sont appréciées sur le milieu Triple Sugar Iron
(TSI)(Tabak et Bensoltane,2012).

D’aprés nos résultats, nos avons constaté que la souche (S3) a dégradé seulement le glucose,

alors que les souches S8, S9, S29 ont dégrade les trois sucres (figurel0).

Figurel0 :Test du milieu (TSI).
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111.3.1.4 Utilisation de citrate

Ce test permet de déterminer la capacité des bactéries a utiliser le citrate Simmons comme
seule source de carbone avec alcalinisation de milieu ou non, (c'est-a-dire les bactéries
possedent le citrate perméase ou non).

Nos résultats montrent que la souche (S3) utilise le citrate Simmons comme seul source de
carbone, alors que les autres souches (S8, S9, S29) n’utilisent pas le citrate comme source

énergétique (figurell).

Figurell :Test de citrate.

Tableau03 : utilisation des substrats carbonés

Souche | Galactose | Saccharose | Lactose | Mannitol | Citrate | H2S co2

S3 - + - - + - -
S8 + + + + - + +
S9 - + - + - + +
S29 + + + - - + +
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II1.3.2 Production de décarboxylases (ODC, LDC) et de P’arginine
dihydrolase (ADH)

Les activités enzymatiques de 1’ornithine décarboxylase (ODC), de la lysine décarboxylase
(LDC) et de I’arginine dihydrolase (ADH) sont examinées en anaérobiose (glycérol), Une
activité positive est interprétée par une couleur violette (alcalinisation du milieu) et I’absence
d’enzyme est exprimée par un virage au jaune (acidification du milieu) (Joffin et Leyral,

2006).

Cette teste pour obtenu la dégradation des acides aminés ou non, coloration jaune (négatif)
donc ne pas de dégradation des acides aminés, coloration violette (positif) alors la présence
de la dégradation (figurel2).

Les résultats de la recherche de la lysine décarboxylase, 1’ornithine décarboxylase et

del’arginine dihydrolase sont donnés dans le tableau 04comme suite :
Test ADH « Tout les souche dégrader I’acide aminé (Arginine) par 1’arginine dihydrolase».

Test LDC « les souche (S8, S9 et S29) ne dégrader pas 1’acide aminé (Lysine) alors que la
souche (S3) est capable de dégrader la Lysine par I’enzyme Lysine décarboxylase.

Concernant le teste ODC,la plupart des souches sont capables de dégrader 1’ornithine par

I’ornithine décarboxylase.
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Figurel2: Test (ADH,LDC,0DC).
111.3.3 Mise en évidence des enzymes respiratoires

111.3.3.1 Test catalase et oxydase

Tout les isolats ontune catalase positive, alors qu’elles sont dépourvues d’oxydase.

La plupart des microorganismes aérobies possedent au moins un de ces enzymes y compris
les bactéries thermophiles(Singleton P, 2005 ; Joffin et Leyral, 2006).

111.3.3.2 Recherche de la p-galactosidase (ONPG)

D’aprées nos résultats les quatre souches sélectionnées sont incapables d’hydrolyser I’ONPG,
donc elles ne possedent pas la f-Galactosidase.
111.3.3.3 test de type respiratoire (Viande de foie)
La détermination de type respiratoire permis d’établir une relation entre la souche et
I’oxygéne aérien c’est-a-dire, I’aptitude d’une bactérie de supporter la présence ou 1’absence
de I’oxygene.

D’aprés nos résultats, nous avons constaté que la souche S3 pousse a la surface de la
gélose donc elle est aérobie stricte alors que les trois souches (S8, S9, S29) sont poussées en
présence et en absence d’O2 donc elles sont des aéro-anaérobies facultatives (figurel3).

(Denis et al., 2011).
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Tableau 04 : Identification biochimique

Figurel3 :Test de VF+ (avec couche de glycérol) et VF- (sans couche glycérol).

Chapitre 111 : Résultats et Discussion

M-

I3

souche | ADH | LDC oDC Catalase | Oxy ONPG | VF+ VF-
S3 + + + + - s AS -
S8 + - - + - - AAF AAF
S9 + - - + - - AAF AAF
S29 + - + + - - AAF AAF

AS : Aérobié Stricte, AAF : Aéro-Anaérobie Facultative, +: réaction positive, - :réaction

négative

111.3.4 Pouvoir enzymatique

Dans notre étude, les activités hydrolytiques (protéolytiques, amylolytiques ,cellulolytiques et
lipolytiques ) ont été mis en évidence apres 24 heures d'incubation a une température de 45C°,

en utilisant les milieux de culture différents (figurel4).

Un screening des activités amylolytiques, protéolytiques, lipolytiques a été effectué. La

présence de ces activités a été détectée en utilisant les substrats suivants : caséine, gélatine

tween 20, tween 80, huile d’olive et amidon, respectivement. Les résultats sont présentés dans

le tableau 05.
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D’aprés nos résultats, nous avons remarqué que nos souches possédent un bagage enzymatique
trés développé, la souche S3 et S8 sont capables d’hydrolyser tout les substrats analysées, donc on

peut dire qu’elles possédent une activité amylolytique protéolytique et lipolytique.

Cependant, les souches S9 et S29 sont incapables de dégrader 1’huile d’olive.

Selon (Bertoldo et Antranikian., 2002), les bactéries thermophiles produisent une gamme tres
développé d’enzymes hydrolytiques (protéase, cellulase, amylase, glucosidase, glucoamylase,
pullulanases, cyclodextrine glycosyltransferase). Elles sont également capables de dégrader
d’autres polysaccharides tels que le glycogéne de différentes sources ( animales ou microbiens).
Plusieurs études en prouvent que les microorganismes thermophiles sont des meilleures sources
d’enzymes thermostables (Salameh et Wiegel, 2007; Turner, 2007 ; Stathopoulou et al.,2013).
La stabilité thermique de ces enzymes considérées comme un critére de choix dans les domaines
industrielles. Ces enzymes offrent plusieurs avantages dans la zone d'utilisation. Ils augmentent la

solubilité du substrat, le taux de diffusion et réduisent la viscosité et le risque de contamination.
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Huille
d'olive

" Gélatine

Figurel4 : résultats de activité enzymatique.
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Tableau 05: Pouvoir enzymatique des souches.

Souche | Amidon | Tw20 Tw80 Caséine | Gélatine | Cellulose | Huile
d’olive
S3 + + + + + + +
S8 + + + + + + +
S9 + + + + + + -
S29 + + - + + + -
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CONCLUSION

Les organismes vivant en milieux extrémes et en particulier les thermophiles présentent un
répertoire de voies métaboliques et de biomolécules originales leur permettant non seulement
de survivre dans ces conditions, mais aussi de se développer souvent de maniere optimale.
L’intérét porté a ces microorganismes a abouti a la découverte d’une diversité inouie,
complétement inattendue, dans des milieux supposés hostiles a la vie. Egalement, les
propriétés singulieres de leurs biomolécules a savoir les enzymes ont trés vite attiré I’attention

des biotechnologues.

L’objectif essentiel de ce travail est de faire un isolement des souches thermophiles a
partir d’échantillons d’eau du hammam Serguine, et aussi faire un screening enzymatique de

ces souches.

L’isolement et 1’identification de ces souches est effectué dans des milieux non sélectifs

(la température d’incubation est considérée comme moyen de sélectivité).

La mise en évidence de I’activité enzymatique par les 04 souches bactériennes sélectionnées
a 45°C, a été réalisée sur le méme milieu d’isolement avec 1’addition d’un substrat spécifique
pour chaque enzyme recherché.

D’aprés les résultats recueillis, nous pouvons conclure que, les souches sélectionnées sont des

coccobacilles, Gram négatif, mobile (sauf S9), catalase positif, oxydase négatif.

Sur le plan de la production d’enzymes, il est intéressant de signaler que parmi les souches
sélectionnées, plus que la moitié des souches possédent des activités hydrolytiques
combinées, c’est-a-dire capables d’hydrolyser plus que deux substrats d’ou leur importance

biotechnologique.

Le screening enzymatique a permis la mise en évidence de 04 types d’hydrolases
extracellulaires. Dans ce but, 7 différents substrats ont été utilisés : amidon, cellulose, caséine,
gélatine, Tween 20, Tween 80 et I’huile d’olive, pour la détermination des activités

amylolytiques , cellulolytiques, protéolytiques et lipolytiques.
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CONCLUSION

En fin, ce travail a permis I’exploitation d’un biotope extréme (Hammam serguine ), ce
Hammam possédant un optimum de température de 37 a 39.5 °C.

Les thermophiles possedent des activités intéressantes pour la bio-industrie et pour exploiter
ce domaine, une étude détaillée doit étre réalisée sur ces souches pour renforcer leur potentiel
biotechnologique, une optimisation supplémentaire des parametres de croissance pour une
activité enzymatique extracellulaire optimale peut étre réalisée, leurs genes peuvent étre
identifiés et clonés pour produire des enzymes recombinantes et ensuite utilisés pour la

production a I’échelle industrielle.
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Annexe 01Représentation des matériels de laboratoire.

Autoclave Etuve Bain marie

Vortex Agitateur Balance Bec bunsen

Tube a essai pipette pasteur Eprouvette
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Fiole Pince

(HEIEER

Four pasteur pissette PH metre

&

Spatule Anse de platine Flacon
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Annexe 02

» Protocole expérimentale

Echantillonnage

Isolement , purification et conservation des isolats

Identification des isolats

v

Microscopique Physiologique et
biochimique

Y

Mise en évidence d’activités hydrolytiques exracellulaire

Macroscopique

Activité Activité Activité Activité
protéolytique céllulolytique amilolytique lipolytique
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Annexe 03

» Milieux de culture liquides

e Bouillon enrichissement

N A L. e e 0.4g
o7 0] 0] 1P 1.6g
EXtrait de IOVUIE .. ....uoii e 0.8g
Eau de source Sterile.........oouuiuiitii e 200ml

e Eau peptonée
L LT 0703 81T l.6g
Bau distill€e. .. ..ot e 50ml

» Milieux de culture solides
e Gélose nutritif (PH=6.8-7.4)

N A L. e e 2g
N ) PPt 15¢g
EXtrait de IOVUIC. .. ..ottt 4g
o7 0] 1) 41 8¢g
Eau de Source StErile. .......oououiiin i 1000ml

e Milieu Mannitol-Mobilité (PH=7)
Mannitol POUAIE. ..ot 8.25¢g
Eau distill€e. .. .. ..o 250ml

Stérilisation a température 120C° pondantl5minute.
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e Milieu TSI(PH=7)
Y 507001 21.65¢9
Bau distill€e. . ... .ot 250ml

Stérilisation a tempeérature 120C° pondant15minute.

e Milieu de base

. Pt 3g
POPtONE. ... e 1.6g
EXtrait de IeVUIe. .. ... e 0.8g
Bau distille. .. ...t e 200ml

Stérilisation a tempeérature 120C°pondant 15 minute.

e Gélose a amidon

MIHEU A€ DASE. ...ttt e e e 50ml
F N 011 (0 o P 0.5g
e Milieu pour la mise en évidence de I’hydrolyse de tween 80

IMIIEU A€ DASES. ..ttt ettt e et e e e 50ml
BTG 1 Iml
e Milieu pour la mise en évidence de I’hydrolyse de tween 20

MILIEU A8 DASE. ...ttt e e 50ml
LI, 01 Iml
e Gélose a caséine

MIBEU A€ DASE. ...t e e 100ml

L 11<5 14 1< P lg
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e Gélose a huile d’olive

MIIEU A DASE. ...ttt e e e 50ml
HUile d’0IVE. ... e Iml
e Milieu de citrate de simmons (PH=6.6)

(0T 1Tl e (S 1101011 ) 1 N 14.6g

Eau distill€e. .. ..uooei i e e s 500ml
e Gélose viande-foie(PH=7.4)
VIANOE-TOT. ..ottt 17¢

Bau dIStIILEE. . . . e oo 500ml
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