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Introduction

Ces derniéres années, la recherche sur la biodiversité microbienne des environnements hypersalins
s'est multipliée. Le nombre des études visant une compréhension approfondie de ces écosystémes
comme le Grand lac salé, Utah (USA), la Mer Morte, les marais salants de plusieurs pays et les lacs
alcalins a savoir le lac Magadi a kenya s'est considérablement développé (D'Alessandro et al, 2006)

Les microorganismes vivant dans ces environnements extrémes sont appelés extrémophiles
(Jorquera et al, 2019). Les premiers organismes extrémophiles connus sont des halophiles (qui
aiment le sel”), découverts dans des environnements que beaucoup croyaient dépourvu de vie, comme

la Mer Morte (Detay et Thomas, 2018).

La recherche sur les enzymes hydrolytiques des organismes halophiles a été abordée par Nordberg et
Hofsten en 1969 (Nordberg et Hofsten, 1969). Depuis lors, des efforts considérables ont été
consacrés a I'évaluation des enzymes extracellulaires tolérantes au sel des bactéries modérément
halophiles et a l'utilisation de telles enzymes dans des processus biotechnologiques (Ventosa et al.,
1998). On pense géneralement qu'il a été prouvé que de nombreuses enzymes halophiles sont
polyextrémophiles. Ces enzymes restent non seulement actives et stables dans des environnements a
haute teneur en sel, mais sont souvent aussi thermotolérantes et alcalinophiles (Moreno et al., 2009).
Ces propriétés ont fait des enzymes halophiles d’excellents candidats pour différentes applications
biotechnologiques car elles pourraient catalyser des réactions dans des conditions dures, typiques de

nombreux processus industriels (Setati, 2010).

Le sujet développé dans le cadre de ce travail concerne le criblage d’activités hydrolases chez des

isolats halophile. Le travail est organisé en trois parties:

KX

% La premicre partie, est une syntheése bibliographique consacrée a I’étude des environnements
hypersalés, les microorganismes halophiles, les enzymes produites par ce type de

microorganismes et enfin le potentiel biotechnologique de ces enzymes.

¢ La deuxieme partie se focalisera sur les techniques utilisées lors de la partie expérimentale.

¢ Les résultats obtenus et la discussion font I’objet du troisiéme partie.

Nous terminons par une conclusion générale.



Chapitre 1 : Synthese bibliographique




1 Environnements hypersalés:

Les environnements hypersalés comportent les sols et les eaux hypersalés. Une eau hypersalé est
définie comme toute eau dont sa concentration en sels est supérieure a celle des eaux de mer [qui est
en moyenne de 35 g/l] (Rodriguez-Valera, 1988). Les sols hypersalés sont cependant moins bien
définis. Selon Kaurichev (1980), les sols contenants plus de 0.2% (w/v) en sels solubles sont
considérés comme des sols salins, ce qui fait que les sols hypersalés sont largement représentés a
travers la planete (Rodriguez-Valera, 1988).Les exemples des environnements hypersalés sont
nombreux a travers le monde, Le Great Salt Lake, Utah, le Lac Rose au Sénégal, la mer Morte en
Palestine, les marais salantes plusieurs sebkhas et chotts du Sahara Algérien (Hacene et al., 2004 ;
Boutaiba et al., 2011).

Les environnements salins et hypersalins constituent les écosystéemes les plus vastes de la
planéte (Ghosh et al., 2019). Au cours des derniéres années, la diversité microbienne de tels
environnements a été largement explorée a l'aide de techniques dépendantes ou indépendantes de
culture (Benlloch et al., 1995 ; Burns et al., 2004 ; Youssef et al., 2012 ; Borsodi et al., 2013), et les
procaryotes halophiles ont été trouves dans un large éventail d'environnements salins dans diverses

zones géographiques (Lizama et al.,2001).

1.1 Types d’environnements hypersalins:

Deux types d’environnements hypersalins biologiquement importants ou le facteur de
salinité détermine et spécifie la population bactérienne. Il s’agit de 1’cau et le sol (Hassani-
Belkacem, 2015).

Les eaux sont considérées salées lorsque la salinité dépasse 0.3% (p/v) et sont définit comme
hypersalées quand elles présentent des concentrations en sels minéraux supérieures a celles de 1‘eau de
mer (3.5%) (p/v) (Edgerton et Brimblecome, 1981).

En ce qui concerne les "Eaux salées" 1‘origine des sels est, le plus souvent, l'eau de mer. La
quantité de sels dissous dans les mers ou océans a été estimée a 4.2610%® tonnes (Gavrielietal., 1999).
On y trouve principalement 11 ions différents : Na*, K*, Mg?*, Ca?*, CI*, So4%, Sr?*,HCo®,

Br -, F, et Bo®. Ces environnements sont divisés en plusieurs types ou catégories:



1.1.1. Environnements thalassohalins:

Beaucoup d’environnements hypersalins proviennent de 1’évaporation de I’eau de mer,
favorisée par un écoulement restreint, une température élevée, de basses précipitations, etc. De tels
environnements aquatiques sont désignés sous le nom de thalassohalins (du grecque thalasso, la
mer) (McGenity et al., 2000; Oren, 2006). Ces environnements aquatiques ont une composition en
NaCl prédominante. La quantité des différents sels inorganiques est approximativement égale a
celle de l'eau de la mer, les marais salants, créés par de nombreux pays comme la France et
1‘Espagne etc., afin de produire du sel (Ventoza et al., 2008). (Figure01).

Les environnements hypersalins, notés thalassohalines, ont une salinité de 35% (Satyanarayana
et al. 2012).

.

TBa TG

Figure 01 : Environnements thalassohalins, Marais salants de 1’ile de Ré en France (Sitel) et
Marais salants a Formentera en Espagne (Site2) et Environnement athalassohalins, la Mer
Morte (Site 3) le Lac Rose Salé au Sénégal (Site 4).



1.1.2. Environnements athalassohalins:

Contrairement a I’environnement hypersalin thalassohaline, la composition ionique d’un
environnement athalassohaline peut étre tres différente. L’évaporation compléte de 1’eau de
mer est a ’origine des formations de dépdts de sels qui constituent a travers le temps des
évaporites. Leur dissolution par 1’ecau crée de nouveaux milieux athalassohalins. Comme la Mer
Morte, le Lac Rose Salé (Sénégal), le Lac Salé d’El Goléa (Algérie) et la plupart des sebkhas situées
en zones semi-arides et arides (Litchfield et Gillevet, 2002 ; Oren, 2002; Roussel et al., 2008).
(FigureQ1).

Cependant, une des différences les plus importantes entre les plans thalassohalins et
athalassohalins est le pH. Comme mentionné précédemment, les eaux thalassohalines sont
légérement plus alcalines que 1I’eau de mer a partir de laquelle elles ont été établies. Cela est
principalement dd a la précipitation des carbonates de calcium en excés sous forme de calcite. Dans
les systémes athalassohalins, les eaux sont typiquement déficientes en Ca?* et Mg?* ainsi, le systéme

tend a générer un pH acide (Grant et McGenity, 1998).

2 Physico-chimie des milieux hypersaleés:

Les écosystéemes hypersalés (marais salants, lacs continentaux hypersalés) montrent une assez large
variabilité quant a leur pH, leur composition chimique et la concentration en sels comme le montre le
tableau 1.

Dans la plupart de ces écosystemes, ces ont les ions Na* et CI" qui prédominent en solution comme

I’ont montré des études sur le Grand Lac Salé ou leur concentration est respectivement de 105 et 181

g/l (Coton et al., 2004).

21 pH:

Le Grand lac salé ou la Mer Morte contiennent des concentrations en sels totaux de plus de 330 g/l et
leurs pH est proche de la neutralité. Selon ROSS et al., (1986),la précipitation du calcium (CaCQO3) ou
de sulfate de calcium (CaSOg ) et celle du magnésium sous la forme de sépiolite (MgSizOg. nH20),
influencent le pH final du milieu car la formation de la sépiolite génére des ions H+ et la précipitation

du carbonate supprime I’alcalinité du milieu (Dassarma et Arora, 2002).



Tableau 1: Quelques propriétés physico-chimiques des principaux écosystémes hypersalés du
Sahara algérien et du monde (Oren, 1993. Hacene et al., 2004. Boutaiba et al., 2011).

Ecosystemes Hypersalins

Propriétés Physico-chimiques

pH |Na* |K* |[Mg? |Ca* |CI |SOs |HCOs | Salinité
Sebkha d’El Goléa (Algerie) | 9.0 |107 |(nd |03 04 |198 |nd n.d 296
Sidi Ameur (Algerie) —eau 74 |67.1 [{0.17 | 3.0 051 | 111 |21 0.19 200
Sidi  Ameur (Algérie) —|7.15 [945 |0.23 | 2.9 1.7 |170 |11 n.d n.d
sédiment
Himalatt (Alegria) — eau 7.2 245 (012 |16 0.22 | 638 | 3.1 n.d 117
Saltern Solaire (Porto Rico) |(nd |654 |52 |201 |02 |144 |19 n.d 254
Grand Lac salé (USA) 1.7 105 | 6.7 11.1 0.3 181 | 27 0.72 333
Lac Assal (Djibouti) nd |77.8 |54 |80 146 | 164 |23 n.d 277
Mer morte (Palestine) 78 |40.1 |76 |44.0 78.2 | 225 |0.44 0.26 340
Wadi Natrun (Egypte) 11 142 123 | nd nd 155 | 226 |67 394
Mer d’Aral 82 |22 |0.08 [055 |051 |347 |32 0.07 |10.2
Mer Caspienne 83 318 [0.09 |0.73 |0.34 [533 |30 0.4 12.8
Océan Atlantique 85 |10.6 [0.38 [1.29 |042 |19.2 |2.68 |0.14 |34.85

* Les concentrations des ions sont en g/l ; nd: non déterminé.

2.2 Température:

Les lacs salés sont le plus souvent situés dans les régions arides tropicales, ils existent aussi dans les

régions tempérées et méme polaires. La température des lacs continentaux peut énormément varier

durant I’année, ainsi la température de la région du Grand Lac salé varie de-30°C en hiver a+48°C en

été (Post, 1981). La grande majorité de la flore halophile extrémésophile ou thermotolérantes. Les

Archaebactéries halophiles ont un optimum entre 40 et 55°C (Parry et al., 2002) et dominant dans

certaines Sebkhas.




2.3 Oxygene:

Les systémes hypersalés sont des environnements anoxiques en dehors de la surface des eaux, car les
températures élevées et les fortes salinités limitent la solubilisation de loxygene et engendrent des
zones favorables a la prolifération dune flore anaérobie. Des études effectuées en 1980 dans la Mer

Morte, révelent la présence de 0,7 a 0,9 ml d‘oxygéne par litre d’eau (Levy, 1980 ; Por, 1980).

3 Organismes des milieux hypersalés:

Le mot halophile composé de « hals » qui signifie sel et « phil » aime, de ce fait les
microorganismes halophiles sont définis comme étant des organismes qui requiérent du sel
pour leur croissance (Ebel et al., 2004). Qualifiées de bactéries extrémes, elles peuplent de
fagon quasi-exclusive les marais salants, les lacs salés et les mines de sel ou la salinité est bien
supérieure a celle des océans (Ventoza et Nieto, 1995).

Les microorganismes vivants dans les environnements salins ou hypersalins, sont divisés en :

» Ceux qui sont capables de se développer sans sel tout en tolérant des concentrations élevées en
sel, ce sont les microorganismes halotolérants (Echigoetal., 2005) par exemple 1’espéce
Halobacillus salinus qui a été isolée a partir d’un lac salé en Corée, cette espece se développe

sans sel et dans des milieux contenant plus de 23% de NaCl (Yoon et al., 2003).

» Ceux qui ne se développent qu’en présence de sel, ce sont les microorganismes
halophiles (Tiquia et al., 2007).

Les microorganismes nécessitant moins de 2% (p /v) de sel pour une croissance optimale ne sont pas
considérés comme halophiles (Ollivier et al., 1994). La plupart de ces microorganismes halophiles ont
une teneur élevée en pigments, c‘est pour cette raison que les eaux du Grand Lac salé Utah, les marais
salants et le Lac Magadi (Kenya) sont souvent de couleur rouge-vif, les eaux rouges sont mémes
parfois trouvées dans la Mer Morte (Oren, 2002).
En 1962, Larsen a défini trois catégories de bactéries halophiles, selon la concentration en sel qui
permet une croissance optimale des microorganismes. Mais, en 1993, Kushner a réparti les
microorganismes halophiles en différentes catégories selon les gammes de concentration en sel
nécessaire a leur croissance. Beaucoup d’organismes marins sont des halophiles légers (avec 3%, p/v
de NaCl en eau de mer). Les halophiles modérés se développent de facon optimale a 3-15% (p/v) (0,5-
2,5M) de NaCl et les halophiles extrémes a 25% (p/v) (4,2M) de NaCl.
Dans le groupe de microorganismes halotolérants, il existe plusieurs catégories (Tiquia
et al., 2007)



Tableau 2: Différentes catégories des bactéries halophiles selon les définitions de
Larsen (1962) et de Kushner (1993).

Classification de Larsen | Pourcentage Classification deKushner | Pourcentage
(1962) (1993)
Catégories NaCl Catégories NaCl
Les non-halophiles <2% Les non-halophiles ~1%
Les halophiles légeres 2a20% Les halophiles légeres 1a3%
Les halophiles modérées | 5a 30% Les halophiles modérées 3a15%
Les halophiles extrémes | 20 a 30% Les halophiles a bord
extrémes 9a23%
Les halophiles extrémes 15 a 32%

Tableau 3: Différentes catégories des bactéries halotolérantes (Tiquia et al., 2007)

Catégories

NacCl

Légerement halotolérantes

6 a 8%

Modérément halotolérantes

18220 %

Les halotolérantes extrémes

0% a le point de saturation.




4 Diversité phylogénétique des halophiles :

Les halophiles et les halotolérants présentent une grande diversité phylogénétique.
On les trouve parmi les trois domaines du vivant : Archaea, Bacteria et Eucarya (Oren, 2010)
(Figure2).

Bacteria Archaea Eukarya

Animals

Green nonsulfur Entamoebae  Stime

molds
bacteria Euryarchaeota
Mitochondrion
Crenarchaeota |/ethano- Halobacteriaceae
Firmicute bactenum
Protecbacteria Tlh?fmop roteus \

\ Methano
Chioroplast Pyrodictium coccus Thermoplasma
N
I(,\;mct)ac’.enal

Thermococcus
\
Pyrolobus

Flageilates

Trichomonads

Marine
Crenarchaeota

Methanopyrus

| Bacteroidetes |

Korarchaeota

Thermotoga
Nanoarchaeota

Thermodesulfobacterium Microspondia

Aquifex Diplomonads

(Giardia)

Figure N° 2: Arbre phylogénétique universel issu d’une analyse comparative de séquencés de génes
ribosomaux. Les groupes phylogénétiques contenant des membres halophiles et halotolérants sont

encadrés en bleu (Oren, 2008).

Au sein du domaine des Eucarya, les halophiles sont plus rares. Le principal microorganisme
eucaryote halophile est I’algue verte Dunaliella qui est aussi le principal producteur primaire dans la
mer morte et d’autre lacs hypersalins. Cette algue comprend plusieurs espéces, certaines entre elles
produisent le B- caroténe dont ses propriétés sont exploitées en biotechnologie. L’algue Dunaliella est
un halotolérant plutot qu’un halophile, plusieurs espéces peuvent se développer a toutes concentrations
de NaCl relativement les faibles concentrations (1M). Parmi les micro-organismes, on peut citer le
crustacé Artemia qui joue des rdles importants dans des milieux hypersalins (Oren, 2002). Il existe
aussi des représentants halophiles des champignons qui nécessitent  des concentrations trés élevées
de sels et proches de la saturation, exemple, le champignon Trimmatostroma salinum (Zalar et al.,
1999).

Au sein des Archaea, la famille des Halobacteriaceae comprend des membres aérobies, hétérotrophes,
et capables de croitre en présence de fortes concentrations en sels pouvant aller jusqu’a 5,2M de NaCl
(= 300g/1). Leur paroi cellulaire, ribosomes et enzymes sont stabilisés par I’accumulation de KCl
(Yachai, 2009). Une caractéristique physiologique intéressante est la présence, chez certaines especes
d’halobactéries, d'un photopigment membranaire (la bactériorubérine) qui permet la production
d'ATP,



quand la teneur en oxygene dans le milieu extérieur est trop faible. Ce composé formé d'une protéine
(bactériorhodopsine) associée a un photopigment semblable & un caroténoide (rétinal) est responsable
de la couleur rouge des saumures (Oren, 2002).

Le royaume de Bacteria regroupe la plus grande diversité de microorganismes halophiles et
halotolérants dont la plus part de ces microorganismes sont des modérés plutot qu’extrémes (Oren,
2002), ils sont répandus et présents dans un grand nombre de groupes phylogénétiques, ils
appartiennent au phylum Spirochaetes, Proteobacteria, Cyanobacteria, Actinobacteria, et
Bacteroides. Dans le groupe des Firmicutes, les halophiles existent dans les branches des aérobies
(Bacillus) et des anaérobies (Oren, 2008). Les bactéries les plus isolées sont les bactéries

fermentatives strictes appartenant a la famille des Halobacteroidaceae et Haloanaerobiaceae (Rainey

et al., 1995).

Tableau 4: Comparaison entre les Archaeas, Eubacteries, Eucaryotes (Woese, 1981)

Caractéristiques

Archaebactéries

Eubactéries

Eucaryotes

Taille de la Environ 1 micrometre Environ 1 micrométre Environ 1 micrométre
cellule

Membrane cellulaire Néant Néant Présent

Membrane nucléaire Néant Néant Présent

liaisons éther

ester

Paroi De nombreux types mais | Toutes les variantes Pas de paroi dans les
aucune ne contient pas renferment de I'acide cellules animales ni de
d'acide muramique muramique nombreux types ailleurs

Lipides des Chaines aliphatiques Chaines aliphatiques Chaines aliphatiques

membranes ramifiées avec des linéaires avec des liaisons | linéaires avec des liaisons

ester

chloramphénicol

ARN de transfert : Absente Présente dans la plupart Présente dans la plupart
présence de thymine dans des ARN de transfert de des ARN de transfert de
le bras commun la plupart des espéces toutes les espéces
Longueur ’ARN 1500 nucléotides 1500 nucléotides 1800 nucléotides

16S ,18S) approximative

Longueur approximative | 2900 2900 3500

de I'ARN 23S (25 -28S) nucléotides nucléotides nucléotides

Ribosomes : 30S - 50S 30S - 50S 40S - 60S

Réaction avec le Pas de réaction Positive Pas de réaction




5 Osmorégulation:

Le terme "osmoadaptation" décrit 1‘ensemble des manifestations physiologiques et génétiques
de [l'adaptation & un environnement de forte ou de faible osmolarité (Galinski, 1995).
L'osmorégulation est le processus majeur d'osmoadaptation contrdlant I'afflux et I'efflux de solutés de
la cellule dans des conditions de culture osmotiquement stressantes (Csonka, 1989).

La composition ionique des milieux hypersalés change en fonction de 1‘évaporation ou
d‘apport d‘eaux (précipitations). Ces  brusques variations ioniques  conduisent les
microorganismes a s'adapter rapidement a ces nouvelles conditions (Koch, 1982). La vie dans
ces milieux n‘est ainsi possible qu‘au prix d‘une forte spécialisation. En réponse a des teneurs
élevées en sel du milieu externe, la cellule bactérienne maintient une osmolarité interne
supérieure a celle de I‘environnement extracellulaire (Pocard et al., 1994). Elle accumule
dans le cytoplasme des molécules osmotiquement actives afin de restaurer une pression de
turgescence cellulaire (Kempf et Bremer, 1998).

En absence de solutés adequates, I'eau s'échappe de la cellule afin d'equilibrer AW (I'activité de l'eau)
aux deux coétes de la membrane, ce qui conduit a la réduction du volume de la cellule, alterant les
concentrations intracellulaires des métabolites et 1‘activité des enzymes (Litchfield, 1998 ; Roberts,
2005).

De ce fait, pour étre capable de vivre a hautes concentrations de sels et puisque toutes les
membranes biologiques sont perméables a 1’eau, les microorganismes halophiles et halotolérants
doivent maintenir leur cytoplasme en iso-osmose avec le milieu extérieur. Pour atteindre cet équilibre
osmotique deux stratégies existent, elles sont basées sur le principe de créer une haute pression
osmotique dans le cytoplasme tout en gardant une faible concentration en ion sodium (Na*) (Oren,
2002), en I’expulsant grace a un antiport Na*/H" localisé au niveau de la membrane cytoplasmique
(Oren, 2001).

5.1 Adaptation par accumulation de KCI

Cette stratégie est basée sur I’accumulation du KCI, Les ions K* sont les ions les plus accumulés par
les Archaea extrémement halophiles, le taux des ions de potassium intracellulaire chez ces
microorganismes est cing fois plus important que le taux des ions de sodium, la caractéristique qui
leur permet de maintenir leur équilibre osmotique dans I’environnement ou ils existent (Perez-Fillol
et Rodriguez-Valera, 1986).
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Les ions K" entrent passivement via un systéme uniport sous [limpulsion du potentiel de
membrane, une partie de sodium cellulaire est remplacée par le potassium. L’afflux des cations doit
étre compensé par un nombre équivalent d’anions CI, ces derniers vont pénétrer grace & une pompe
Na*/CI', ce mécanisme est largement adopté chez les Archaea halophiles ce qu’il les a distingué des
bactéries, mais certaines bactéries halophiles, comme les Salinibacer, utilisent la méme stratégie
(Zafrilla et al., 2010).

L’adaptation a la salinit¢ par accumulation de KCI nécessite 1’adaptation de la machinerie
enzymatique intracellulaire, car 1’accumulation dans le cytoplasme de fortes quantités de sels
principalement le KCI, soumis ces microorganismes & un nouveau stress cellulaire, cependant ces
microorganismes ne semblent pas connaitre ce stress, leurs protéines ne sont pas seulement
fonctionnelles et stables & de telles salinités mais elles se dénaturent dés que la concentration en KCl
diminue en dessous de 1M (Madern et al., 2000).

5.2 Adaptation par production et accumulation d’osmoprotecteurs

Cette stratégie est basée sur I’exclusion du sodium et IP’accumulation ou la production de
composé€s organiques de faible poids moléculaire solubles dans 1’eau ‘solutés compatibles’ pour éviter
la perte d’eau (Galinski, 1993). Ce mécanisme est largement utilisé dans les trois domaines de vie
Archaea, Eucarya et Bacteria. Il existe une large variété de solutés compatibles, comme exemples la
glycine bétaine, 1’éctoine et d'autres dérives d'acides amines, des polyalcools et des sucres (GalinskKi

, 1995), qui peuvent étre synthétisés par les microorganismes ou importés de 1’environnement
externe, par des systémes de transport sans qu’ils interférent avec leurs métabolismes (Brown, 1976).
Les osmoprotecteurs les plus utilisés dans le domaine de Bacteria sont 1’éctoine et la glycine bétaine.
L’éctoine est synthétisée par une grande variété de microorganismes halophiles et halotolérants
comme les cyanobactéries, les bactéries aérobies hétérotrophes et les Archaea méthanogenes tandis
que la glycine bétaine est synthétisée exclusivement par des procaryotes photosynthétiques et
accumulée a partir du milieu par des bactéries hétérotrophes (Oren, 2008).

Les microorganismes halophiles ou halotolérants utilisant le mécanisme de la production ou
accumulation de solutés compatibles sont plus flexibles pour 1’adaptation a la pression osmotique que
les microorganismes utilisant le mécanisme de I’accumulation de KCI (Kunte et al.,, 2002).
Egalement, 1’adaptation a la salinit¢ par 1’accumulation de solutés organiques nécessite moins
d’adaptation de la machinerie enzymatique intracellulaire que la stratégie de 1’accumulation des ions

potassium, cependant la production des solutés est énergétiquement codteuse (Oren, 2002).
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Le tableau 5 résume la diversit¢ des solutés compatibles accumulées par  des
microorganismes halophiles. La nature des solutés compatibles accumulées par une bactérie
dépend du niveau de présence de ces composés (ou de leur précurseurs) dans le milieu
extérieur, de I‘existence de systémes de transport (ou de synthése) d‘osmoprotectants
adéquats et de 1‘intensité du stress osmotique auquel elle doit faire face (Beumer et al., 1994 ;
Galinski., 1995).

Tableau 5: Solutés compatibles accumulées par les microorganismes halophiles

Microorganismes Solutés accumulées Références
Sucrose, Glycerol, Proline, Grenway et Stetter, 1979, Brown,
Micro algues Manitole, Glycine-bétaine 1976, Ahmad et Hellebust, 1984
Dimethylsulfonio propionate Blunden et al., 1992
Glycérol, Arabitol, Sorbitol, Meikle et al., 1988
Champignons Tréhalose Larsson et al., 1990

Sucrose\ tréhalose
Cyanobactéries Glycosylglycerol Reed et al., 1984
Glycine bétaine

Sucrose- tréhalose

Bactéries phototrophes Glycinebétaine Welsh et al., 1993
Hydroxycetoine

Bactéries sulfacto- Tréhalose Welsh et al., 1996

réductrices Glycine bétaine

Glutamate, Proline

N-acetylgluminylnglutamine
Bactéries hétérotrophes amide, Glycine bétaine Welsh et al., 2000
Acetoine \ Hydroxycetoine

Tréhalose

Actinomycetes Acetoine\ Hydroxycetoine Killham et Firestone, 1984
Tréhalose, Proline, Glutamine,

alanine

Archaebactéries Glycine, bétaine, B-glutamate Robertson et al., 1990

12



6 Hydrolases

6.1 Définition:

Les hydrolases sont des enzymes qui catalysent I'hydrolyse d'une liaison chimique dans les
biomolécules, ils utilisent lI'eau comme donneur de groupe hydroxyle lors de la dégradation du
substrat. Ils catalysent le clivage hydrolytique des liaisons carbone-oxygéne (C-O), carbone-azote (C-
N), carbone-carbone (C-C), phosphore-azote (P-N), etc. (Shukla et al., 2022).

6.2 Classification des hydrolases:
Les hydrolases appartiennent a la classe d'enzymes 3 (EC 3) et sont en outre classées en fonction du
type de liaison gu'elles clivent (Tsai, 2003).

6.2.1 Hydrolases des esters:

Les estérases sont des enzymes qui catalysent I'hydrolyse et la synthese des liaisons ester. Il existe une
large gamme d'estérases différentes qui different par leur spécificité de substrat, leur structure
proteique et leur fonction biologique. Les estérases sont subdivisées en celles agissant sur les esters
carboxyliques ( EC 3.1.1 ), les thioesters hydrolases ( EC 3.1.2 ), les monoesters phosphoriques
hydrolases, les phosphatases ( EC 3.1.3 ), les phosphodiester hydrolases (EC3.1.4), les monoesters
triphosphoriques les hydrolases (EC3.1.5), les sulfatases ( EC 3.1.6 ), les monoestérases
diphosphoriques ( EC 3.1.7 ) et les hydrolases de triester phosphorique ( EC 3.1.8 ), les nucléase : les
exonucléases (EC 3.1.11-16) et les endonucléases ( EC 3.1.21-31) (Perrin, 2021).

6.2.2 Hydrolases des glucides:

Ces enzymes sont capables de catalyser I’hydrolyse de la liaison osidique dans les glucides,présentent
une specificité du type deliaison.

Les glycosidases sont des catalyseurs spécifiques qui décomposent les liaisons glycosidiques des
polysaccharides complexes, tels que la cellulose, les hémicelluloses, I'amidon, etc. A ce jour, les
glycosidases sont divisés en plus de 150 familles, parmi ces familles les amylases, les pullulanases, les

dextranases, les hyaluronidases, les xylosidases et les cellulases (Shrivastava, 2020).

13



6.2.3 Hydrolases des éethers:

A cette petite sous-classe appartiennent les enzymes qui agissent sur les liaisons éther. Elles se
subdivisent en ceux qui s'’hydrolysent sur les composés thioéther et trialkylsulfonium ( EC 3.3.1) et
ceux qui agissent sur les éthers ( EC 3.3.2) (Perrin, 2021).

6.2.4 Hydrolases des peptides et des protéines:

Ces hydrolases catalysent la protéolyse, pour permettre de transformer les protéines en polypeptides
plus petits ou en acides aminés simples et stimulent la formation de nouveaux produits protéiques.
Elles peuvent étre simplement divisées selon que les liaisons peptidiques terminales sont clivées
(exopeptidases et exoprotéinases) a I'extrémité amino (aminopeptidases) ou a I'extrémité carboxy
(carboxypeptidases). Les liaisons peptidiques non terminales sont clivées par des endopeptidases et
des endoprotéinases, qui sont diviseées en sérine endopeptidases (EC3.4.21), cystéine endopeptidases
(EC 3.4.22), aspartate endopeptidases ( EC 3.4.23 ), meétallo endopeptidases ( EC 3.4.24 ) et thréonine
endopeptidases ( EC 3.4.25) (Chatonnet et al., 2022).

6.2.5 Hydrolases d’anhydrides d'acide:

A cette sous-classe appartiennent principalement les enzymes agissantes sur les liaisons diphosphate
dans des composes tels que les di- et triphosphates de nucléosides ( EC 3.6.1 ), sur les anhydrides
contenant des sulfonyles tels que I'adénylylsulfate ( EC 3.6.2 ) et sur les anhydrides d'acides ; catalyser

le mouvement transmembranaire des substances ( EC 3.6.3) (Perrin, 2021).
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7 Halo-enzymes:

Les micro-organismes halophiles sont une source potentielle d'extrémozymes appelés halozymes
comme les protéases, les amylases, les nucléases, les lipases, les cellulases, les xylanases, les catalases
et les estérases, qui sont capables de fonctionner sous des concentrations élevées de sel, une large
gamme de valeurs de pH et des tempeératures, ces enzymes sont extraordinairement stables
fonctionnent dans des conditions ou les enzymes conventionnelles cessent de fonctionner, se

dénaturent et précipitent (DasSarma S et DasSarma P., 2016 ; Gupta et al.,2016).

Les premiers microbiologistes s'intéressant a I'adaptation des enzymes halophiles a une salinité élevée
ont découvert deux caractéristiques principales : un nombre substantiel de charges protéiques et une
hydrophobicité accrue (Enach et Kamekura, 2010).

Du fait de la présence d’une forte concentration en sel dans le cytoplasme, les protéines halophiles ont
nécessairement développent des mécanismes spécifiques pour la rétention de leur conformation native
et de leur activitées en milieu saturé en sel. Tout d’abord, I’analyse statistique de 26 séquences de
proteines halophiles a montré que la plupart des protéines halophiles (24 sur 26) sont tres acides
(exceés de résidus acide par rapport au basique) par rapport aux non-halophiles (Marty, 2011).

Les structures cristallines de plusieurs protéines halophiles ont montré des surfaces riches en résidus
acides (Figure 3). L’utilisation de résidus d’acides aminés chargés négativement conduit a une
organisation des ions salins en réseau a la surface des protéines, qui renforce a la fois les interactions
faibles particules-particules (répulsion) et les interactions protéine-solvant. Il est probable que ces
charges négatives sont nécessaires comme mécanisme de défense qui leur permettrait de retenir une
couche d'hydratation aux forces ioniques élevées. Etant donné que les groupes acides sont les plus
efficaces en ce qui concerne la capacité d’hydratation, ils peuvent lier environ 6-8 molécules d'eau, par
rapport a 3-4 dans le cas des groupes basiques. La sélection d’une surface acide est donc nécessaire
pour maintenir la solubilité des protéines dans un environnement en sel élevé. De plus, de nombreuses
protéines halophiles ont des sites de liaison aux ions, souvent a I’interface de sous-unité. La formation
de ponts salins avec d’autres résidus va permettre d’augmenter la stabilité des protéines (Marty, 2011;
Boudjemai, 2020).

Les molécules d'eau sont nécessaires dans le processus de repliement et de stabilisation des protéines.
Pour montrer I'impact relatif de I'enrichissement en surface acide sur l'organisation de la structure de

I'eau entre une protéine halophile et sa contrepartie non adaptée, les enveloppes de solvant de deux
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malates déshydrogénases tétrameres orthologues (MalDH) de bactéries halophiles et non halophiles a
été comparée, (Figure4). La structure cristalline de la MalDH de la bactérie non halophile
Chloroflexus aurantiacus. (CaMalDH) résolue, de novo, & une résolution de 1,7A présente de
nombreuses molécules d'eau dans sa coquille de solvatation. On a observé qu'un grand nombre de ces
molécules d'eau sont disposées en polygones pentagonaux dans la premiére couche d'hydratation de
CaMalDH.

La structure cristalline de MalDH de la bactérie halophile extréme Salinibacter ruber. (Sr) résolue a
1,55 A de résolution montre que sa surface est fortement enrichie en acides aminés acides et aucun
polygone n'a été observé (Figure 5), Mais 14 molécules d'eau se trouvent dans la poche catalytique de
(Sr) MalDH.

Les données montrent que les acides aminés acides de surface perturbent les réseaux d'eau

pentagonaux dans la coquille d’hydratation (Talon et al., 2014).

Interdimer
surface & -

Figure N° 3. Structure tétramétrique de la HMDH : les acides aminés acides sont représentés en
rouge et les basiques en bleu (Marty, 2011). Les nombres 1 a 4 désigne les différentes sous-unités

de la protéine.
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Figure N° 4. Dessin de ruban de maldh tetramerique. (A) Chloroflexus aurantiacus. MalDH. (B)
Salinibacter ruber. MalDH. Les monomeres sont représentés en quatre couleurs différentes. Les
molécules d'eau sont représentées par de petites sphéres bleues.

Figure N° 5. (A) Dessin de ruban des monomeres A et D de Ca MalDH. Les polygones d'eau sont
représentes en lignes bleues. (B) Dessin de ruban du monomere A (vert) et du monomere D (jaune)

de Sr MalDH. L'acide aminé acide de surface est représenté en rouge.

17



8. Potentiel biotechnologique des enzymes halophiles:

Les micro-organismes qui se développent dans des conditions extrémes ont une source importante
d'enzymes stables et précieuses. Leurs enzymes, parfois appelées "extrémozymes", remplissent les
mémes fonctions enzymatiques que leurs homologues non extrémes, mais elles peuvent catalyser de
telles réactions dans des conditions qui inhibent ou dénaturent les formes les moins extrémes (Karan
et al., 2012).

Les enzymes halophiles sont considérées comme une nouvelle alternative pour une utilisation dans les
industries biotechnologiques en raison de leur capacité a s’adapter aux conditions extrémes de certains
processus industriels, telles que les températures élevées, la large gamme de pH, les concentrations
élevées en sel, la dénaturation par les solvants, etc. (Delgado-Garcia et al., 2012).

Les enzymes tels que les protéases, amylases et lipases qui fonctionnent a une forte concentration
saline, peuvent étre utiles dans des processus biotechnologiques exigeant une concentration élevée en

sels pour la dégradation des macromolécules (Fukushima et al., 2005).

8.1 Proteases:

Les protéases sont des enzymes hydrolytiques qui rompent la liaison peptidique dans les protéines et
transforment les protéines en courts polypeptides et acides aminés (Faridah et Suharti, 2021).

Les protéases microbiennes comptent parmi les enzymes les plus étudiées et sont largement utilisées
dans les processus industriels. Ils constituent 1’'un des groupes les plus importants d’enzymes
industrielles et représentent prés de 60% de la vente totale d’enzymes. Ils ont de nombreuses
applications dans la production industrielle de différents articles, notamment les détergents, les
aliments, les produits pharmaceutiques, le cuir, les diagnostics, la gestion des déchets et la
récupération de l'argent (Karbalaei-Heidari et al., 2009).

Les protéases qui ont été produites par Halobacterium spp., Haloferax mediteranei, Natrialbaasiatica,
Natrialba magadii, Natronococcus occultus et Natronococcus pharaonis, ont été purifiées et
caractérisées. Par exemple ; la sérine-protéase d’Halobacterium salinarum était la premiére hydrolase
extracellulaire identifiée a partir d’'une Archaea extrémement halophile, elle nécéssite 4M de NaCl
pour une activité catalytique et une stabilité optimale avec un rendement allant jusqu’a 76% dans un

milieu dont ’activité en eau (aw) est faible (Patel and Saraf, 2015).
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8.2 Amylases:

Les amylases sont parmi les enzymes les plus importantes et sont d'une grande importance dans la
biotechnologie actuelle. Les o —amylases sont des enzymes digestives qui hydrolysent les liaisons
glycosidiques de I'amidon en glucose, maltose, maltotriose et dextrine (Mobini-Dehkordi et javan,
2012). La caractéristique principale de ces amylases est la stabilit¢ de ces enzymes dans des
concentrations élevées de sel, parmi les souches halophiles productrices des amylases, on peut citer:
Haloarculahispanica, Halobacillussp, Chromohalobactersp, Bacillusdipsosauri, Halobacterium
salinarum et Halomonas meridiana (Gopinath et al., 2017).

Good et Hartman, ont criblé une dizaine d'halophiles des 1970, pour l'activité amylasique. Ils ont
signalé que Halobacterium salinarum (anciennement Halobacterium halobium) était le meilleur
producteur. L’amylase de Halobacterium halobium avait une activité optimale a pH 6,4 a 6,6 et 0,05
% de NaCl a 55 °C (Good et Hartman, 1970 ; Kumar et al., 2016).

L'amylase représente environ 25 % du marche mondial des enzymes industrielles. Elle est utiliseedans
les aliments, les détergents, les produits pharmaceutiques et les industries du papier et du textile. Avec
I'avenement de nouvelles frontieres en biotechnologie, le spectre d'application de I'amylase s'estétendu
a de nombreux autres domaines, tels que la chimie clinique, médicinale et analytiqgue (Mobini-
Dehkordi et javan 2012 ; Gopinath et al, 2017).

8.3. Estérases et lipases:

Les enzymes lipolytiques, Estérases (EC3.1.1.1) et lipases (EC3.1.1.3), sont largement utilisées
comme biocatalyseurs en raison de leur capacité a produire des composés optiqguement purs
(Dassarma et al., 2010). Les estérases catalysent I'hydrolyse des esters en un acide ou un alcool, et la
synthese des liaisons ester (Calimlioglu et Arga, 2014). lls représentent une famille d'enzymes a fort
potentiel dans divers processus industriels, telles que [I'hydrolyse stéréospécifique, la trans-
estérification, la synthése d'esters et d'autres réactions de biosynthése organique (Enache et
Kamekura, 2010). Les lipases sont des hydrolases d'ester carboxylique du groupe enzymatique
estérase et catalysent le clivage et la formation d'acylglycérols a longue chaine. lls sont principalement
actifs contre les substrats insolubles dansl'eau, ainsi que les triglycérides composés d'acides gras a
longue chaine. La capacité des lipases a effectuer une transformation chimique ou biologique trés
spécifique les a rendues de plus en plus populaires dans les industries alimentaires, détergentes,
papetiéres, cosmétiques, de synthése organique, agrochimique, énergétique et pharmaceutique, ainsi

que dans le contrdle de la pollution (Calimlioglu et Arga, 2014).
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Chapitre 2: Matériel et méthodes




1-Objectif

Le présent travail a été réalise au niveau du laboratoire de la faculté des sciences de la nature et de la
vie-Université Ziane Achour et le laboratoire d’analyse de 1’ Algérienne des Eaux (ADE) de la ville de
Djelfa. Ce travail vise essentiellement, d'une part, I'exploration d'un biotope salé qui est le Rocher de
sel (Hadjer Elmelh), par l'isolement des microorganismes halophiles autochtones et d'autre part

I'exploitation de ce biotope par la recherche d'hydrolases produites par ces microorganismes.
2-Présentation du milieu d’étude:

2.1. Localisation et descriptif général:

Le Rocher de sel se situe a 25Km au Nord de la ville de Djelfa, dans la commune de Ain-Maabad,
entre les coordonnées géographiques latitude : 34°.77° 39.04" Nord et longitude :3°17° 37.89" Est, et
s’¢éleve sur une altitude de1083m.

Le nom de Rocher de Sel est usuel, il n’est pas une traduction exacte du nom indigéne qui est
Khanguet- el-Melah littéralement : le "défilé du sel". Pourtant les deux noms ont été certainement
suggérés 1'un et I’autre par les falaises et les canyons de sel gemme nu. Autres noms utilisés par les
gens de Djelfa, le plus connu est le nom de HADJER EL-MELH, I’origine du nom arabe est inspirée a
partir de sa nature de sel gemme (Gauttier, 1914).

Selon Gauttier (1914), le rocher de sel est de nature d’affleurement triasique, d’une véritable
montagne de sel gemme, et d’'un diametre de 1500m. I1 est composé de deux éléments essentiels :
I’argile, marnes ou boues d’une part et le sel gemme d’autre part. Il s’agit d’une grosse intumescence
axiale de sel gemme (NaCl), qui s’éleve a plus de 80m au-dessus du talweg de I’Oued-Mellah de
Djelfa.
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Figure 06: Situation géographique de la zone d’étude (Rocher de Sel).Carte d’Etat-Major
(Anonyme 1, 1968).
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Figure 07: Quelques photos de la zone d’étude (Rocher de Sel) Mars 2022.

2.2. Choix des sources d'eau:

La zone d'étude a plusieurs cours d'eau provenant de plusieurs sources, nous avons donc sélectionné
uniquement les sources que nous pensions étre les plus différentes les unes des autres, entenant
compte de changements de quelques parameétres physicochimiques tel que le pH et la conductivité

électrique. Donc nous avons retenu (03) sources, comme illustré dans la figure 8.
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Figure 08: Quelgues photos des zones d'échantillonnage
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Tableau 06: Données génerales sur la localisation des sites de prélevement.

Code site Vue d’ensemble Coordonnées GPS
Latitude Longitude Précision Altitude Précision
position Altitude
34,83527°N 3,09051°E 21,17m 985m 40m
Latitude Longitude Précision Altitude Précision
position Altitude
34,83501°N 3,09024°E 26,61m 962,5m 27,5
Latitude Longitude Précision Altitude Précision
position Altitude
Source 0450 : 34,83027°N 3,09493°E 31,74m 966m 43,5m

3. Echantillonnage et prétraitement

Le prélévement d’un échantillon est une opération délicate, a laquelle le plus grand soin doit étre
apporté parce qu’il conditionne les analyses a effectuer, les résultats analytiques et I’interprétation qui
en seront donnés. Ainsi, nous avons essay¢ de répondre a certains critéres jugés d’importance lors de
I’échantillonnage (points d’échantillonnage, période d’échantillonnage, et les paramétres a analyser
(physico-chimiques et microbiologiques).

Les prélevements des eaux sont effectués a partir de 3 sources choisies. L'eau est récupérée dans des
flacons stériles de 1.5 litres de chaque source. Puis nous avons transféré les échantillons au laboratoire
d’analyse de 1’Algérienne des Eaux de la ville de Djelfa, pour une filtration a travers des membranes

stériles millipore de0.45um.
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4. Détermination in situ de quelques parametres physico-chimique

Avant de procéder a I’échantillonnage, nous avons effectué une analyse physico-chimique sur les
¢chantillons d’eau, dans lequel Le pH, la conductivité électrique et la température de I’eau ont été
mesurés sur site par un pH métre, un conductimétre, et un thermometre portatifs.

Cette analyse et trés importante afin d'avoir une idée sur le type de microflore (halophiles,

alcalophiles...) qui peut exister dans nos échantillons.

N \ L ."ai:‘ 4

Figure 09: Matériel de mesure in situ de quelques parametres physiques (pH, conductivité

électrique et température).
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5. Analyse microbiologique

5.1 Milieu de culture utilisé:
Le choix d'un milieu de culture dépend des especes recherchées et du but de I'étude a réaliser. Pour
cela nous avons utilisé un milieu spécifique qui est nécessaire a la croissance des microorganismes

halophiles qui est le milieu MSH, dont la composition en g/l est donnée dans le tableau suivant:

Tableau 07 : Composition du milieu MSH.

Le produit chimique Quantité en (g)
NaCl 200
MgSO47H20 50
MgCl26H20 32

KCI 05
CaCl22H20 0.8

NaBr 0.6

NaHCOs 0.16

Extrait de leveur 05

Le milieu solide est obtenu par 1’ajout de 20 g/l d’Agar. Cependant le milieu semi solide contient

uniquement 15 g/l. Le milieu liquide minimum est bien entendu dépourvu d’Agar et d'extrait de levure

5.2 Préparation du milieu MSH:

Pour préparer un litre du milieu de culture, nous avons suivi les étapes suivantes:
» versement de 800 ml d'eau distillée dans un erlenmeyer delL.

> Ajout des composants cités dans le tableau 7 dans l'erlenmeyer placé sous chauffage et

agitation pour faciliter I'nomogénéisation des différents composants.
» Addition en dernier de ’extrait de levure, du NaCl et de 1’agar.

» louverture de I’erlenmeyer doit étre fermée a I’aide d’un papier aluminium pour éviter

I’évaporation de la solution
» Au moment de I’ébullition on ajoute le volume manquant de I’eau distillée jusqu’a 1L.

» Le milieu est réparti dans des flacons de 250 ml puis autoclavé a 120°C pendant 20 minutes
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5.3 Préparation du Milieu MSH avec pénicilline:

On prépare un milieu MSH comme décrit dans le protocole précédent. Juste apres la stérilisation et
aprés le refroidissement, on ajoute l'antibiotique a 1’aide d’une seringue, on prend I’antibiotique
(pénicilline 500mg) et on le stérilise par filtration a travers un filtre de type Swinex

1 ml du filtrat est additionné a 200ml de milieu pour avoir une concentration finale de I'antibiotique de
100 pg/L. Cette étape nécessite une agitation puis on coule le milieu dans des boites de Pétri et on
laisse se solidifier.

Figure 10: Milieu au cours d’agitation Figure 11: Milieu MSH complet prét a I’emploi.

Figure 12 : Préparation de I’antibiotique (pénicilline)
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6. Ensemencement:

Le milieu de culture MSH solide est coulé dans les boites de Pétri sous des conditions stériles. Aprés
la filtration d’échantillons d’eau (500ml pour chaque source) a travers des membranes millipore
stériles de 0.45um, nous avons divisé chaque membrane en deux moitiés dont l'une est déposée dans
une boite de Pétri contenant le milieu MSH sans pénicilline et I’autre moitié dans une autre boite de
Pétri contenant le milieu MSH avec pénicilline de concentration 100ug/L, puis les boites sont

incubées a 40° C pendant 8 jours.

7. Isolement et purification des isolats:

Aprés 8 jours, nous avons isolé les colonies apparues sur les membranes ensemencées dans les boites
de Pétri (des boites contenant le milieu MSH solide avec pénicilline et d’autre boites sans pénicilline),
Puis incubées a 40°C jusqu’a I’apparition des colonies. Aprés 2 jours, on a commencé la premiére
purification des souches.

Les colonies a différentes aspects macroscopiques sont selectionnées et purifiées par repiquage

successifs jusqu'a I’obtention d’une culture pure dans chaque boite de Pétri.

7.1 Mode opératoire :

Aprés une analyse macroscopique des différents types de colonies obtenues (différenciations entre les
colonies par rapport a la forme et la couleur), chaque type de colonie a été isolé.

A T’aide d’une pipette pasteur stérile on préléve un type de colonie puis on ensemence en stries
serrées, selon la méthode des quadrants.

Ensuite on met le para film autour des boites, puis les boites sont mises dans des sachets en plastique
fermés contenant du papier humidifié afin d’éviter la dessiccation rapide du milieu de culture et la

cristallisation des sels, puis on fait une incubation a 40°C jusqu’a I’apparition des colonies.

8. Conservation des isolats:

La conservation des isolats purifiés se fait dans des tubes inclinés contenant le milieu MSH solide, on
ensemence les isolats en strie sur la gélose des tubes a vice. Les tubes sont incubés a température 40°C
pendant 7 jours ou l’apparition des colonies dans les tubes inclinées, puis on les conserve a

température 4°C dans le réfrigérateur.
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9. Etude morphologique:

9.1 Etude macroscopique:
La morphologie des colonies est déterminée sur milieu solide. Elle est basée sur tous les criteres
observés a I’ceil nu comme :
La forme des colonies;
La taille des colonies par la mesure du diametre;
La couleur;
- L’opacité;
- L’élévation;

Le contour.
10. Etude de I’activité de protéase et amylase:

On prépare des solutions bactériennes 9 ml d’eau saline a 15% avec I'inoculat, puis on calcule la
densité optique a (680 nm) de chague solution de facon que la (DO) sera comprise entre 0.2 et 0.5 de
chaque solution est met dans des flacons qui contient (40 ml) de milieu minimum liquide (milieu MSH
a 0.25 g extrait de levure), additionnée de lait écrémé 1% (pour 500 ml on ajoute 5 ml lait écréme).
En effectue chaque jour et pendant 6 jours des lectures au spectrophotométre a 680 nm.

On prend 1 ml apres chaque lecture et les conserve dans des micro-tubes a -20°C (tube Eppendroff).

Les variations en DO sont tracées dans une courbe d’étalonnage, figure (N°15)

¢ Meéme protocole de la protéase a été effectué pour I’amylase, sauf ici le substrat utilisé est
I’amidon a1%.

11. Mise en évidence de P’activité protéolytique:

On prépare un milieu minimum semi solide (lait écrémé de 5% et a des concentrations des sels tres
petites et avec de l'agar 15g/1). Apres la stérilisation on coule ce milieu dans des boites de pétri (On
laisse 1 jour pour une bonne solidification des géloses). On procede a une perforation des puits sur les
milieux de cultures (5 puits dans chaque boite de pétri, un puit pour chaque prélevement). Apres
centrifugation (a 4°C avec 3000 tour/s pendant 20 min) de la solution bactérienne déja conservéee on

prend le surnageant et on le met dans les puits effectués auparavant dans les milieux de culture.
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12. Mise en évidence de I’activité amylolytique:

Méme protocole de la protéase a été effectué pour ’amylase, sauf ici le substrat utilisé est ’amidon. 1l
est additionné au milieu de culture a raison de 1%.

La lecture se fait aprés addition du Lugol qui réagit avec I'amidon (donner une couleur bleue violet).
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Chapitre 3: Reésultats et discussion




1. Analyses physicochimiques des échantillons:

Les résultats des paramétres physico-chimiques des souches sélectionnées a partir de la rocher de sel

sont résumés dans le tableau 08.

Les parametres étudiés montrent une variabilité d’un échantillon a ’autre. Les résultats montrent que
les pH varient de 6,89 a 7. Cette valeur de ph est proche de celle des lacs Himalatt (Boutaiba et al,
2011), la mesure du pH est en relation étroite avec la température et la conductivité (Rodier, 1996).

La mesure du pH des différents échantillons montre qu'il s'agit de souches neutrophiles.

Tableau 08: la valeur des paramétres physico-chimiques mesurés dans la zone d’étude (Rocher de Sel).

Conductivité Température

Sources pH Humidité (ms/cm) (°C)

De lair Dans l'eau

S1 6,89 53,9 136,9 17,6 18
S2 6,89 47,7 nd 20,6* 18
S4 7 27,3 nd 33,5** 25,5

nd: non déterminé. * Température prise le matin. ** Température prise le soir

2. Croissance des bactéries halophiles:

Aprés 8 jours d’incubation, on a remarqué 1’apparition des colonies, dans des boites Pétri.

La croissance des souches signifie que le milieu MSH est un milieu qui rassemble beaucoup les
milieux des halophiles, car il contient les composants nécessaires a la croissance bactérienne, comme
NaCl, MgS0O., KCI (Hacéne et al, 2004), et La température d'incubation de 40°C est trés convenable a

la croissance de souches halophiles (Figurel3).
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Figure N°13: L'apparition de colonies dans les boites Pétri (source 1).

3. Caracteres morphologiques

Les résultats de I’examen macroscopique des souches sélectionnées a partir de la rocher de sel sont

résumés dans le tableau 09.

L'analyse des résultats montre que la plupart des colonies sont de couleur rouge-orangé. Ce type de
pigmentation selon Grant et al., (2001) ; Oren et Rodriguez-Valera, (2001) est un trait
caractéristique des Archaea halophiles extréme di a un pigment de type caroténoide.

De point de vue morphologique les colonies sont de petites tailles < 2mm, visqueuses a bords réguliers
et convexe. Dans la source S1 les isolats sont de couleur orange entre claire et foncé elles sont
opaques; la SIPA4 est une souche ensemencée dans un milieu MSH avec antibiotique ce sont des
souches transparentes. Les isolats de la source S2 sont aussi de couleur orange entre claire et foncé, les
souches S2B1 et S2PB3 ont des colonies opaques; les colonies des isolats S2B2 et S2PB4 sont
transparentes. Dans la source S4 les isolats ont des colonies transparentes de couleur soit orange claire
ou crémeuse. au total donc on a pu isoler et distinguer 10 isolats répartis sur les trois sources dont 4 au

niveau de la source S1, 4 dans la source S2 et enfin 02 dans la source S3.
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Tableau N°09: Aspect macroscopique des isolats.

Source | Souche | couleur | Opacité consistance | contour | Elévation | Diamétre
(mm)
S1Al1 | Orange | Opaque Visqueuse | Régulier | Convexe | 0,9
fonce
S1A2 | Orange | Opaque Visqueuse | Régulier | Convexe | 1,49
S1 claire
S1 A3 | Orange | Opaque Visqueuse | Regulier | Convexe | 1,13
foncé
S1PA4 | Orange | Transparent | Visqueuse | Régulier | Convexe | 1,76
S2B1 | Orange | Opaque Visqueuse | Regulier | Convexe |1
S2B2 | Orange | Transparent | Visqueuse | Régulier | Convexe | 0,6
S2 foncé
S2PB3 | Orange | Opaque Visqueuse | Regulier | Convexe | 1,36
S2PB4 | Orange | Transparent | Visqueuse | Régulier | Convexe | 1,07
claire
S4 C1 | Orange | Transparent | Visqueuse | Régulier | Convexe | 1,08
S4 claire
S4PC2 | creme | Transparent | Visqueuse | Régulier | Convexe | 0,74
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Figure N°14 : Exemples d'aspects macroscopiques des isolats cultivés sur le milieu MSH par la
méthode des quadrants.
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4. Criblage des activités protéase et amylase:

4.1 Cinétique de croissance et de production de I'activité protéolytique:

L'observation des résultats de cinétique de la croissance bactérienne et de la production réalisée
pendant six jours permet de déduire que les bactéries halophiles ont une activité protéolytique
satisfaisante. En effet, les puits étaient entourés d'un halo clair indiquant la dégradation de la caséine
du lait par la protéase et donc de son utilisation comme substrat de croissance par la souche
productrice de I'enzyme. (Figure 19). Cette caséine (groupe protéique qui précipite a pH=4,6 a 20°C)
représentent environ 80% des protéines totales du lait, ce sont des polypeptides phosphorés associés
surtout a des constituants minéraux de maniere a former des micelles de phospho-caséinate de calcium
(Roc, 2001 ; Fox et al. 2000-2004; Chandan, 2006). Dans cette étape on a utilisé les surnageant apres
centrifugation des solutions bactériennes conservées pour faire I'étape de lecture des (DO), ce qui va
nous montrer que l'activité protéolytique de nos échantillons est une activité exocellulaire. 11 a est noté
que les isolats présentent leur capacité de croissance et de production enzymatique avec une

importance différente,
L'activité protéolytique qui s'est manifestée est représentée par la figure 15:

- l'isolat S1 PA4 affiche une bonne croissance DO =0,279nm au bout du 3¢™ jour correspond a la
phase exponentielle et la valeur maximale de production est un diametre de 1.4mm

- l'isolat S2 B1 au bout du 3™ jour, affiche une DO =0,269nm et un diamétre de 1.2mm.

- l'isolat S1 A2 au bout du 3°™ jour, affiche une DO =0,216 nm et la valeur maximale de
production est un diametre de 1.2mm.

A travers les résultats de mesure de la densité optique, on constate que les différents isolats ont subi
une croissance durant les trois premiers jours (phase exponentielle), aprés cette période, on constate
une stabilisation de la croissance (phase stationnaire). La décroissance des isolats s'explique par la
diminution du substrat et la mortalité des cellules. On remarque la production de la protéase a eu lieu a
partir du premier jour (figurel7), ce qui peut étre expliqué par la production de la protéase pour
dégrader la caséine existant dans le milieu et I'utiliser comme source de carbone durant leurs périodes

de croissance et de développement.

Les enzymes protéolytiques sont omniprésentes dans tous les organismes vivants vue leur role
essentiel dans la croissance cellulaire et dans la différentiation (Gupta et al., 2002; Sandhya et al.,
2005).
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4.2 Cinétique de croissance et de production de I'activité amylolytique:

De plus, la méme procédure a été réalisée pour la cinétique de I'activité amylolytique des 2 isolats sur

6 jours. Les résultats obtenus (Figure 16) sont les suivants:

> lisolat S1 PA4 affiche une bonne croissance avec une DO a 680 nm de 0,195 (Figure 16) .
Cependant l'activité amylase sur milieu solide se traduit par un diametre de dégradation de

I'amidon de 3.1mm, alors qu'en milieu liquide elle est de 3.4 (figure 21 et22).

> lisolat S1 A1, sa DO de croissance est de 0,125 nm (figure 16), alors que son activité amylase

affiche des diamétres de 2.7 et 3.5 mm sur milieu solide et liquide respectivement.

Les 2 isolats ont donc une croissance rapide du fait d'avoir dégrader le substrat comme seule source de
carbone et avec production de I'amylase en abondance. Ce résultat est observé apres l'obtention d'une

meilleure croissance de l'isolat S1 PA4 par rapport a l'isolat S1 Al. (Tableau 10)

Enfin et d'apres les résultats du criblage des activités amylases et protéase qui a éte effectué sur dix
isolats, il apparait que l'isolat PA4 se distingue des autres isolats par la présence des deux activités en
méme temps (figure 17 et 18) et (figure 21 et 22). Il est a noter aussi que les deux activités protéase et

amylase sont inductible et exocellulaire.

Tableau 10: Activité protéase sur milieu minimum MSH solide et liquide

Origine de I'isolat
(source S)

S1

S1
(+ATB)

S2

S1

S1
(+ATB)

S2

S2
(+ATB)

S2
(+ATB)

S3

S3
(+ATB)

Isolat

A2

PA4

Bl

Al

PA3

B2

PB3

PB4

C1

PC2

Milieu liquide

Diamétre en cm

1.2

14

1.2

Milieu solide

Diamétre en cm

Tableau 11: Activité amylase sur milieu minimum MSH solide et liquide

Origine de
I'isolat

(source S)

S1

(+ATB)

S1 S2

S1

(+ATB)

S1 S2

S2
(+ATB)

S2
(+ATB)

S3

S3
(+ATB)

Isolat

A2

PA4

Bl

Al

PA3 B2

PB3

PB4

C1

PC2

Milieu liquide

Diamétre en cm

3.4 -

3.5

Milieu solide

Diamétre en cm

3.1 -

2.7
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Figure 15: Cinétique de croissance des 3 isolats sélectionnés d'activité protéolytique.
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Figure 16: Cinétique de croissance des 2 isolats sélectionnés d'activité amylolytique.
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Figure N°17: Production de l'activité protéase sur culture liquide.

Figure N°18: Production d'activité protéase sur culture solide
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Figure N°19: Production de l'activité amylase sur culture solide

Figure N°20: Production de l'activité amylase sur culture liquide
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Conclusion

Le travail effectué consiste a l'isolement, la purification mais aussi & mettre en évidence I’activité
hydrolase (protéase et amylase) des souches halophiles isolées a partir d'un biotope extréme qui est
Le Rocher de Sel (Hadjer Elmelh).

Les cultures des prélevements sur milieu MSH ont permis d'isoler dix souches différentes, qui ont
des colonies rondes, a surface convexe, a bords réguliers et dont le diamétre varie de 0.6 a 1.7 mm,
Presque toutes les souches forment sur milieux solides des colonies orange. Une étude taxonomique

et physiologique plus approfondie s'avere indispensable pour classer ces isolats.

La recherche des activités hydrolytiques extracellulaires a été effectuée sur deux substrats:
I’amidon, et le lait écrémé, pour la détermination des activités amylolytique, et protéolytique
respectivement. Trois souches montrent une activité protéolytique en particulier I’activité
caseinolytique, et deux autres souches montrent une activité amylolytique. La souche (S1PA4) a
exprime les deux activités protéolytique et amylolytique en méme temps. Les 5 souches restantes

sont incapables de produire ni la protéase, ni I'amylase.

Les halophiles sont potentiellement productrices d’hydrolases notamment les protéases et les

amylases qui peuvent étre utilisées en bio-industrie.
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Annexe 02

Tableau N°01: Les valeurs de la DO mesurée a 680 nm des dix souches bactériennes sur milieu

MSH minimum liquide additionnée de 1% de lait écrémé.

temps t0 tl t2 t3 t4 t5 t6
les souches
S1A1 0,033 |0,046 |0,025 |0,025 0,012
S1 A2 0,011 |0,136 |0,164 |0,216 0,156 | 0,146 | 0,107
S1 A3 0,028 | 0,008 |0,006 |0,016
S1 PA4 0,020 0,153 0,186 0,279 0,193 0,186 0,183
S2B1 0,012 0,126 0,243 0,269 0,186 0,179 0,139
S2 B2 0,010 0,129 0,068 0,021
S2 PB3 0,009 0,012 0,026 0,017
S2 PB4 0,026 0,053 0,044 0,031
S4C1 0,029 0,088 0,002 0,005
S4 PC2 0,018 0,002 0,002 0,007




Tableau N°02: Les valeurs de la DO mesurée a 680 nm des dix souches bactériennes sur milieu
MSH minimum liquide additionnée de 1% d'amidon.

temps t0 tl t2 t3 t4 t5 t6
les souches
S1A1 0,013 |0,032 |0,057 |0,066 0,097 |0,122 |0,125
S1 A2 0,046 | 0,016 | 0,003
S1 A3 0,012 |0,057 |0,082 |0,153 0,172 | 0,163 | 0,146
S1PA4 0,036 |0,083 |0,097 |0,102 0,129 | 0,156 |0,195
S2 B1 0,042 0,033 |0,027 |0,022
S2 B2 0,019 0,027 0,026 0,011
S2 PB3 0,032 0,024 0,012
S2 PB4 0,026 0,029 0,003
S4C1 0,029 0,005
S4 PC2 0,018 0,009 0,006




Résumé

Les microorganismes halophiles présentent une microflore particuliére qui peuvent s’adapter a
vivre dans des conditions extrémes. Ces germes repreésentent une source de biomolécules
intéressantes pour divers applications biotechnologique, parmi ces biomolécules on trouve les
enzymes. Notre étude basée sur un criblage d’activités protéolytique et amylolytique chez des
bactéries halophiles isolées du rocher de sel dans la wilaya de Djelfa. Un milieu de culture
specifigue aux halophiles a servi a lisolement et a la purification des isolats, dix souches
obtenues. Les souches pures sont caractérisées macroscopiquement puis soumises a une
recherche qualitative d'activités hydrolytiques. D’apres les résultats obtenus, pas toutes les
souches testées capable de produisant la protéase et I'amylase, il existe 2 souches productrices de
la protéase, une souche produisant I'amylase et une souche produisant lI'amylase et la protéase.
Tandis que les 5 souches restantes n‘'ont montré aucune activité protéolytique ni amylolytique.
Mots clés : halophiles, criblage, protéase, amylase.

Abstract
The halophilic microorganisms are a particular microflora wich can adapt to live in extreme
conditions. These microorganisms are a source of interesting biomolecules for various
biotechnological applications, among these biomolecules which are enzymes.
Our study is based into screening the proteolytic and amylolytic activities in halophilic bacteria
isolated from the salt rock in the wilaya of Djelfa. A culture medium specific to halophiles was
used for the isolation and purification of the isolates. Ten strains were obtained. The strains pure
are characterized macroscopically then subjected to a qualitative research of hydrolytic activities.
According to the results obtained, not all strains tested are capable to producing the protease and
amylase, there are 2 strains producing protease, one strain producing amylase and one strain

producing amylase and protease. While the remaining 5 strains showed no proteolytic or
amylolytic activity. Key words: Halophiles, screening, protease, amylase.
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