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Introduction

Introduction
Les microorganismes vivant dans les environnements extrémes sont appelés

extrémophiles (Jorquera et al., 2019) .Les microorganismes extrémophiles vivent dans des
environnements qui réunissent des conditions physico-chimiques hostiles a la vie. Ces
conditions comprennent la température, le pH, la pression, la radiation, la dessiccation et la
salinité (Rothschild and Mancinelli, 2001), Le nombre des études visant une compréhension
approfondie de ces écosystemes 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 au kenya s'est
considérablement développé (D’Alessandro et al., 2007). Ces applications nécessitent

souvent des conditions de réaction agressive (Boutaiba et al., 2006).

La recherche sur les enzymes hydrolytiques des organismes halophiles a été abordéee
par (Norberg et von Hofsten, 1969) Ces propriétés ont fait des enzymes halophiles
d’excellents candidats pour différentes applications biotechnologiques dans de nombreux

processus industriels (Setati, 2010) .

Les microorganismes halophiles vivant dans ces environnements sont une source de
biomolécules qui peuvent avoir de nombreuses applications intéressantes notamment dans la
décontamination des eaux usées (Lefebvre et Moletta, 2006). L’utilisation de méthodes
moléculaires indépendantes de la culture devient un outil essentiel et fiable pour évaluer la
diversité de la vie microbienne dans les environnements extrémes, a savoir ceux soumis a des

conditions inhabitables par la plupart des organismes vivants (Boutaiba et al., 2011).
Le présent travail s'inscrit dans cette optique de recherche et s'organise en trois parties:

» La premiére partie, est une synthése bibliographique consacrée a 1’étude des
environnements hypersalés, les microorganismes halophiles, les enzymes produites
par les archées halophiles et enfin le potentiel biotechnologique de ces enzymes.

» Les techniques utilisées lors de la partie expérimentale sont décrites dans la deuxiéme
partie.

» Les résultats obtenus et la discussion sont présentés dans de la troisiéme partie.

» Le travail est cloturé par une conclusion générale.
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

1. Généralités

Les archaeas halophiles forment la famille des Halobacteriaceae, la seule famille de
I'ordre des Halobacteriales. Haloarchaea a été I'un des premiers domaines de recherche en
raison de leur role dans la dégradation de la nourriture salée.(Mari, 2011).Les protéines des
archaea halophiles (qui aiment littéralement le sel) sont trés adaptées et magnifiqguement
congu pour fonctionner dans un milieu contenant entre 2 et 5 M de sel inorganique. En raison
de cet environnement salin extréme et hostile, les proteins halophiles et leurs genes
d’encodage représentent un dépdt précieux et ressources pour reconstruire et visualiser les

processus de sélection naturelle et évolution adaptative. (Dennis et Shimmin, 1997).

Les Archaea sont différents des deux autres domaines de la vie: Eucarya et les

bactéries par des caractéristiques qui lui sont propres. (Tableau 1)

Tableau 1: Tableau comparatif entre les trois Domaines du vivant.(Besse et al., 2017)

Caractéristique Domaine du vivant
Archées Bactéries Eucaryotes
Morphologie ~ Noyau Non MNon Ow
Organites Mon Mon Ow
Cannula
Appendices unigques hamus
bindosome
Paroi cellulaire Couche Peptidoglycane Pas chez les AnImaux
= et les protozoaires
Membrane Limson glveérol-ipide  Ether Ester Ester
Squelette phosphate — darn " dr kel 1 ot
des lipides Glycérol-3-phosphate  Glyeérol-1-phosphate  Glyeérol-3-phosphate
Métabolisme — Méthanogéndse O Non Non

Machinerie centrale
de la transcription
Facteurs d'élongation
de la traduction

tVpe eucaryote bactére eucaryote

type eucaryote bacténe eucaryote

Les enzymes de bactéries halophiles sont considérés comme une nouvelle alternative
pour 'utilisation comme biocatalyseurs dans différentes industries. Il existe actuellement peu
d’études sur les enzymes halophiles. En raison de leurs propriétés uniques, les micro-
organismes halophiles ont été explorés pour leur potentiel biotechnologique dans divers
applications telles que; la transformation des aliments, dans [I’environnement

(bioremédiation), en pharmaceutiques et 1’industrie du cuir. Ces enzymes sont stables a des
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concentrations élevées de sel, mais peuvent également resister et catalyser des réactions dans
des conditions extrémes de pH, de température, de pression en oxygene, et en présence des
métaux toxiques (Dumorné, 2018).

Tableau 2: Classification des micro-organismes selon leur réponse aux sels (Oren, 2013).

Categories Proprieties Example
non-halophile Se développe mieux dans un | La plus part des bactéries d’eau
milieu contenant moins de douce
0.2 M de sel
Légérement Se developpe mieux dans La plus part des bactéries marines
halophile milieu contenant 0.2-0.5 M
de sel
Halophile modéré Se développe mieux dans un | Salinivibrio costicola
milieu contenant 0.5-2.5 M | Halmonas elongate
de sel
Halophile extréme Se developpe mieux dans un | Halorhodospira halophile
limite milieu contenant 1.5-4 M de
sel
Halophile extréme Se développe mieux dans un | Halobacterium salinarum,
milieu contenant 2.5-5.2 M | Salinibacter ruber
de sel
Halotolérant Non halophile qui peut Staphylococcus aureus

tolérer le sel. Si la gamme
de croissance s’étend de 2.5
M en sel, il peuvent étres
considérés comme
halotolérant extréme

2. Diversité phylogénétique des halophiles

La diversité phylogénique des halophiles et des halotolérants est élevée. lls sont présents dans
les trois zones de vie: Archaea, Bacteéries et Eukarya. (Oren, 2010) (Figurel). Les biotopes
salés sont I'h6te d'un grand nombre de phylotypes de la flore procaryote et des bactéries
(Boutaiba et al., 2011).
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ARKARYA
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BACTERIA ARCHAEA EUKARYA
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Figure 1: Représentations schématiques de I’arbre phylogénétique universel selon les deux
théories de I’existence de trois ou deux domaines du vivant. Les arbres sont construits a partir

de (Woese et al., 1990)

Sont une version simplifiée présentant seulement les groupes les plus importants. En haut :
l'arbre représentant les trois domaines du vivant. En bas : I'arbre basé sur I’hypothése Eocyte selon
laquelle deux domaines du vivant existent. LBCA : dernier ancétre commun des Bactérie. LACA :
dernier ancétre commun des Archaea. LARCA : dernier ancétre commun des Arkarya. LECA : dernier
ancétre commun des Eukarya. FME : premiére mitochondrie eucaryote. SARP : Stramenophila,
Alveolata, Rhizobia, Plantae (Forterre, 2015)

Les halophiles sont des organismes vivant en milieu hypersalin. Ils comprennent
principalement les procaryotes et les eucaryotes et les micro-organismes qui ont la capacité
d'équilibrer la pression osmotique de I'environnement et sont résistants a I'effet de

dénaturation du sel (DasSarma et al., 2010).

Dans le domaine des eucaryotes, les halophiles sont relativement rares. Le principal
micro-organisme eucaryote halophile est I'algue verte Dunaliella, qui est également un
important producteur primaire dans la mer Morte et dans d'autres lacs hypersalins. Cette algue

comprend une variété d'especes dont certaines produisent du béta-carotene, une propriété qui
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peut étre exploitée en biotechnologie. Certaines algues peuvent se développer a des
concentrations relativement faibles (1 M) Parmi les microbes, on peut citer le crustacé
Artemia, qui joue un rdle important dans les milieux hypersalins.(Oren, 2002a) , Le régne des
bactéries contient la plus grande variété de micro-organismes halophiles et halotolérants, dont
la plupart sont modérés plutdt qu'extrémes. (Oren, 2002a), Ils sont communs et présents dans
de nombreux groupes phylogénétiques, ils appartiennent au phylum Spirochetes,
Protéobactéries, Cyanobactéries, Actinobactérie, et Bacteroides. Chez les Firmicutes, il existe

des halophiles dans les branches aérobiques (Bacillus) et anaérobiques (Oren, 2008).

Les haloarchaea sont les principaux représentants des halophiles extrémes, qui peuvent
prospérer dans les milieux dont les concentrations de sel varient de 20 a 30 %. Ces
microorganismes unique sont caractérisés par ’accumulation de grandes quantités de KCI
dans le cytoplasme, pour maintenir I’équilibre osmotique avec le milieu, contrairement aux
halophiles modérés ou facultatifs, qui stockent habituellement des solutés compatibles dans le
méme but. Par conséquent, les protéines intra- et extracellulaires des haloarchaea sont
spécialement adaptés pour fonctionner correctement a haute salinité. Ces protéines possedent
des caractéristiques exceptionnelles qui les rendent différentes de leurs homologues non
halophiles; ils ont une composition unique d’acides aminés acide en surfaces et faible
hydrophobie globale, pour empécher 1’agrégation et, en méme temps, conserver une certaine
souplesse dans une salinité aussi élevée. La plupart des enzymes d'haloarchea sont
considérées poly-extremotolérantes, car ils fonctionnent de maniére appropriée dans plus
d’une condition extréme, températures habituellement élevées, en plus d’une salinité élevée.
Pour cette raison, les enzymes de ces microorganismes halophiles peuvent avoir des intéréts

dans de nombreux procédés biotechnologiques (Gomez-villegas et al., 2021).

3. Environnements hypersalés
La présence d’une forte concentration d’ions est généralement dévastatrice pour les

protéines et autres macromolécules : (i) elles provoquent une agrégation ou un effondrement
de la structure des protéines en raison de 1’amélioration de I’hydrophobie, ii); ils interferent
avec I’interaction électrostatique essentielle au sein ou entre les macromolécules en raison de
la charge, (iii) il réduit la disponibilité d’eau libre. inférieur a celle requise pour soutenir les
processus biologiques essentiels en raison de 1’hydratation par les ions salins (Dennis et
Shimmin, 1997).
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4. Types d’environnements hypersalins
Les lacs hypersalés, sont distribués dans le monde entier et ils relévent de deux

catégories selon leur origines : thalassohaline et athalassohaline.

4.1. Environnements thalassohalins

En milieu thalassohalin (thalasso grec, mer) l'eau de mer est concentrée par
évaporation. Tous les sels présents augmentent leurs concentrations dans les mémes
proportions jusqu'a la limite des précipitations. Les carbonates précipitent sous forme de
carbonates de Ca?* dés que la salinité atteint 6 %. Le sulfate précipite et forme des dépots de
gypse (sulfate de Ca**) dés que la salinité dépasse 10%. Au-dela de 25 %, le Na Cl commence
a précipiter sous forme d’halite et précipite pleinement a 34 %. Les eaux sont par la suite
enrichies en ions Mg?* et K* dont les sels précipitent & des salinités 20 fois supérieures a celle
de I’eau de mer (Blatt et al, 1980 ; Rodriguez-Valera et al, 1985).

Les habitats thalassohalins (Figure 1) comprennent principalement les marais salants ,
constituées par une série d’étangs peu profonds dans lesquels I’eau de mer est évaporée
jusqu’a ce que les sels soient précipités, le Grand Lac Salé de I'Utah, la Mer Morte en
Palestine, la mer Rouge et les lacs du désert d'Atacama au Chili (Le Borgne et al., 2008;
Ventosa et al., 2015).

Chott Melghir (Biskra) Chott EI Bieda Hammam Essoukhna (Sétif)

Figure 2: Exemples d’environnements hypersalins thalassohalins (Menasria et al., 2020).



Chapitre 1 Synthese bibliographique

4.2. Environnements athalassohalins

Les eaux athalassohalines proviennent de la dissolution d’évaporites par 1’eau, cas de
la Mer Morte, du Lac Rose au Sénégal et de la plupart des sebkhas situées en zones semi-
arides et arides. Ces milieux possédent une composition ionique saline différente de celle des
eaux de mer (Litchfieldet Gillevet, 2002;Oren, 2002c;Roussel et al., 2008).

La composition ionique des lacs alcalins hypersalés varie également. L'anion
(carbonate et chlore) et le cation (Na+) prédominent. Les lacs hypersalins ont un pH
généralement neutre ou légerement alcalin, tandis que celui de la mer Morte est légérement
acide (Litchfield,1998).Les milieux athalassohalins sont ceux dans lesquels la composition
ionique difféere grandement de celle de I'eau de mer et dans lesquels les sels sont d'une
proportion non maritime. La concentration de I'eau de mer méne aux précipitations de NaCl,
laissant une résistance élevée de toutes les formes biologiques (Das Sarma et Arora,
2001).un lac dans lequel la concentration de cations bivalents (actuellement environ 1,9M
Mg®" et 0,4M Ca?*) dépasse celle des cations monovalents (1,6M Na* et 0,14M K*), et dont

le pH est relativement bas (environ 6,0) (Oren, 2002a).

Le tableau 03 reprend la composition ionique de différents environnements

thalassohalins et athalassohalins.

La Mer morte Lac Magadi

Figure 3: Environnements hypersalins athalassohalins (Besse, 2016; Khallef, 2019).
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Tableau 3: Composition ionique d’environnements thalassohalins et athalassohalins

(Grant, 2004).

lon (g/L) L’eau de mer La mer morte Grand lac salé
Na+ 10.8 39.2 105.4
K+ 04 7.3 6.7
Mg+ 1.3 40.7 111
Ca2+ 0.4 16.9 0.3
Cl- 19.6 212.4 181.4
Br- 0.1 5.1 0.2
SO4 2- 2.7 0.5 27
HCO3-/C03-2 0.1 0.2 0.7
Salinitétotale (/L) | 35.2 322.6 333.6
Ph 8.2 5.9-6.3 1.7

5. Organismes des milieux hypersalés
Un organisme halophile grec (halos, sel et phile, aimer) est un organisme qui exige la

présence du sel pour survivre. Il existe deux genres d'halophiles : halophiles extrémes et
halophiles modérés. Les halophiles sont des organismes qui nécessitent des concentrations
élevées en sel, plus de 0,2 M pour leur croissance, et qui ont la capacité de résister aux effets

du stress osmotique.( DasSarma et al., 2010).

Les bactéries halophiles sont classées de 1égéres a extrémement halophiles en fonction
des concentrations de sel dans lesquelles elles sont capables de survivre. Les halophiles sont
présents dans la gamme compléte de la salinité allant de faibles concentrations a la saturation
en sel dans les solutions aqueuses (~6 M.) (Gaffney et al., 2021).Les halophiles sont des
organismes qui vivent dans des milieux hypersalins. Ils comprennent principalement les
procaryotes eucaryotes et les micro-organismes qui ont la capacité d'équilibrer la pression
osmotique de l'environnement et sont résistants a I'effet de dénaturation du sel.(DasSarma et
al., 2010).

Les halophiles peuvent vivre dans des habitats hypersalins grace a leur capacité a

maintenir 1’équilibre osmotique. Ils accumulent des sels comme le sodium ou le chlorure de
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potassium (NaCl ou KkCl) jusqu’a des concentrations qui sont isotoniques avec
I’environnement. En conséquence, les protéines des halophiles doivent faire face a des
concentrations de sel trés élevées. Les enzymes se sont adaptées a cette pression
environnementale en acquérant un nombre relativement important de résidus d’acides aminés
décantés négativement sur leurs surfaces pour prévenir les précipitations. Les halophiles du
domaine archaique constituent la principale source d’enzyme extrémement halophile. Les
potentiels des halophiles et des haloenzymes ont déja été examinés. La production d’enzymes
halophiles comme les xylanaes, amylases, protéases et les lipases a été reprise pour certains
halophiles appartenant aux genres (Acinetobacter, Haloferax ,Halobacterium, Halorhabdus,
Marinococcus, Micrococcus, Natronococcus, Bacillus, Halobacillus , Halothermothrix)
(Kumar et al., 2011).

Les halophiles ont joué un rdle important dans la production de sel naturel car ils
facilitent la cristallisation du sel par absorption de rayonnement solaire en utilisant leurs
pigments caroténoides. Plus récemment, les halophiles ont été utilisés en bio technologie
comme producteurs d’antimicrobiens, de bioplastiques, d'extrémozymes et de polysaccharides

extracellulaires. (Haque et al., 2020).

lel

SALINITES CROISSANTES

Figure 4: Gammes de concentrations et terminologie des eaux (D’aprés Kharaka et Hanor,
2005).
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Tableau 4: Différentes catégories des bactéries halotolérantes (Tiquia et al. 2007)

Catégories NaCl
Légérementhalotolérantes 6 a8%
Modérémenthalotolérantes 18220 %

Les halotolérantesextrémes 0% a le point de saturation.

6. Osmorégulation

Le terme "osmoadaptation" désigne toutes les manifestations physiologiques et
génétiques de I'adaptation a un environnement fortement ou faiblement osmolaire (Galinski,
1995). L'osmorégulation est le principal procédé d'osmo-adaptation qui contrdle I'écoulement
et l'efflux des solutés cellulaires dans des conditions de culture osmotiques stressantes
(Csonka, 1989).

La composition ionique des milieux hypersalés se modifie avec I'évaporation ou
I'apport d'eau (précipitations). Ces variations ioniques soudaines entrainent une adaptation
rapide des micro-organismes a ces nouvelles conditions (Koch, 1982). Ils accumulent dans
leur cytoplasme des molécules osmotiquement actives afin de restaurer une pression de
turgescence cellulaire (Kempf et Bremer, 1998). En absence de solutés adéquates, I'eau
s'échappe de la cellule afin d'équilibrer la AW (I'activité de I'eau) aux deux cotés de la
membrane, ce qui conduit & la réduction du volume de la cellule, altérant 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 equilibre 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, 2002a), en I’expulsant grace a un antiport Na+

/H+ localisé au niveau de la membrane cytoplasmique (Oren, 2001)

10
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Osmolarité faible osmolarité élevée

Figure 5:Stabilisation de la structure des enzymes halotolérantes a osmolarité élevée.
L’exclusion préférentielle de solutés compatibles (cercles bleus) de la surface des protéines
aide a maintenir la structure enzymatique a une osmolarité élevée, tout en aidant a augmenter

le volume cellulaire (Sleator et Hill, 2001).

6.1. Adaptation par accumulation de KCI

Cette stratégie consiste a accumuler des ions K+ et Cl afin de maintenir un équilibre
osmotique. Il est adopté par des archaea halophiles aérobies extrémes de l'ordre des
Halobacterials et par des bactéries halophiles fermentatrices anaérobies ou homoacétogénes
de Il'ordre des Halanaerobials. Cependant, la présence intracellulaire de fortes concentrations
de KCI nécessite une adaptation supplémentaire de l'appareil enzymatique, de sorte que les
protéines doivent maintenir leur activité et leur conformation appropriées. (Lanyi, 1974). Des
études de protéomique ont montré que leurs protéines sont trés acides, et la plupart d'entre

elles sont dénaturées a de faibles concentrations de sel. (Kennedy et al., 2001).

Ainsi les études réalisées sur la malate déshydrogénase (Hm MalDH) d’Haloarcula
marismortui (une haloarchaea), ont montré qu’elle contient plus de résidus acides (aspartique
et glutamique) et hydrophobes mais moins de résidus basiques (lysine) que son homologue
non halophile (Madern et al., 1995).Cette accumulation de résidus acides permet donc de

s'adapter a des concentrations élevées de sel.

11
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Cette enzyme se compose de dimeres connectés par un vaste réseau de molécules
d'eau structurées dans la cavité centrale et par de multiples ponts salins aux deux extrémités.
Ceux-ci sont précisément bloqués par les ions Cl, ce qui augmente leur stabilité en présence
de fortes concentrations salines. De méme, les ponts salins complexes entre les dimer sont
formés par des ions Na+. Ces analyses révelent que l'adaptation halophile ne concerne pas
tant la protection de la protéine contre les concentrations élevées de sel, mais plutdt son
exploitation.(Costenaro, 2004).

6.2. Adaptation par production et accumulation d’osmoprotecteurs
Cette stratégie est rencontrer chez la plupart des bactéries halophiles, elle est basée sur
I’exclusion de sodium et I’accumulation ou la production de composés organique de faible

poids moléculaire solubles dans I’eau « solutés compatibles » pour éviter la perte d’eau

(Galinski, 1995).

Les solutés compatibles sont des osmolytes organiques qui s'accumulent dans le
cytoplasme responsables de I'équilibre osmotique et en méme temps compatibles avec le
métabolisme des cellules, et sont avérés étre des stabilisants efficaces des enzymes, offrant
une protection contre la salinité et les températures élevées (Galinski et Truper, 1994),
comme par exemple la glycine, la bétaine et I'ectoine servent d'agents de protection contre le
stress salin, stabilisateurs d'enzymes, d'acides nucléiques et de parois cellulaires. (Canovas et
al., 2000).

Dans les bactéries halotolérantes et moyennement halophiles, la stratégie
d'osmoadaption consiste principalement & accumuler des ions K* et du glutamate (réponse
primaire).) (Sleator et Hill, 2001), ensuite des solutés organiques de faible masse moléculaire

si le choc persiste ou augmente (réaction secondaire.) (Lucht et Bremer, 1994).

Cette stratégie est largement utilisée dans les trois domaines de la vie et exige
beaucoup moins d'adaptations en profondeur des machines enzymatiques intracellulaires que
I'accumulation de KCI. Cependant, produire ces solutés est colteux en énergie. Les algues
Dunaliella peuvent présenter un taux élevé de glyceérol intracellulaire. Les bactéries semblent
largement utiliser l'ectoine (synthétisée par une grande variété de bactéries) et la glycine
bétaine (synthétisee presque exclusivement par des procaryotes photosynthétiques, mais
accumulée a partir du milieu par de nombreuses bactéries hétérotrophes). des solutés
osmotiques organiques ont également été détecté, comme le 2-sulfotréhalose, dans le domaine
Archaea (Oren, 2002c).

12
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Le sel dans le cytoplasme constitue un mécanisme spécifique pour les halobactéries.
(Galinski, 1995), grace a laquelle I'équilibre osmotique est obtenu par maintien dans le
cytoplasme d'une concentration de sel identique a celle du milieu externe. (Lanyi, 1974). En
outre, les halobactéries ont développé des mécanismes d'adaptation qui leur permettent d'avoir
des machines cellulaires capables de supporter des concentrations élevées d'ions
intracellulaires. (Sleatoret Hill, 2001). Les microorganismes halophiles ou halotolérants
utilisant le mécanisme de la production ou 1’accumulation de solutés compatibles sont plus
flexibles pour 1’adaptation a la pression osmotique que les microorganismes utilisant les
mécanismes de 1’accumulation de KC1 (Kunte et al., 2002) également, 1’adaptation a la
salinit¢ par ’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 couteuse (Oren, 2002a).

13
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Tableau 5: : Solutes compatibles accumulées par les microorganismes halophiles

Microorganismes

Micro algues

Champignons

Cyanobactéries

Bactéries phototrophs

Bactériessulfactoréduc

Bactérieshétérotrophes

Actinomycétes

Archaebactéries

Solutésaccumulées

Sucrose, Glycerol, Proling,
Manitole, Glycine-bétaine

Dimethylsulfonio propionate

Glycérol, Arabitol, Sorbitol,
Tréhalose

Sucrose\ tréhalose
Glycosylglycerol
Glycine betaine
Sucrose- tréhalose
Glycinebétaine
Hydroxycetoine

Tréhalose Glycine betaine

Glutamate, Proline
N-acetylgluminylnglutamine
amide, Glycine bétaine
Acetoine \ Hydroxycetoine
Tréhalose

Acetoine\ Hydroxycetoine
Tréhalose, Proline, Glutamine

, alanine

Glycine, bétaine, B-glutamate
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7. Physico-chimie des milieux hypersalés
Les écosystemes 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 écosystémes, ce sont les ions Na" et
CI" qui prédominent en solution comme 1’ont montré des études sur le Grand Lac Salé ou leur

concentration est respectivement de 105 et 181 g/l (Caton et al., 2004).

La majorite des processus industriels sont realisés dans le cadre des conditions
extrémes de température, de pH et de fortes concentrations de solvants organiques, ou la
majorité des enzymes ne fonction. Ainsi, les enzymes d'origine halo-alcaliphile visent la

stabilité et l'activité a plusieurs extrémités (Raval et al., 2018).

7.1. Température

Les lacs salés se trouvent généralement dans les régions tropicales arides, ils existent
également dans les régions tempérées et méme polaires. La température des lacs continentaux
peut varier énormément tout au long de lI'année, ce qui fait que la température de la région des
Grands lacs salés varie de -30 °C en hiver a +48 °C en été.(Post, 1981). La vaste majorité des
plantes halophiles extrémes ou thermotolérantes. La température optimale des archaebactéries
halophiles est de 40 a 55 °C. (Laybourn-Parry et al., 2002).

7.2. Oxygéne

Les systemes hypersalés sont des environnements anoxiques en dehors de la surface
des eaux, car les températures élevées et les fortes salinités limitent la solubilisation de
I’oxygene et engendrent des zones favorables a la prolifération d‘une flore anaérobie. Des
études menees en 1980 dans la mer Morte ont mis en évidence la présence de 0,7 & 0,9 ml
d'oxygene par litre d'eau.(Levy, 1980 ; Por, 1980).

7.3. pH

Le Grand lac salé ou la mer Morte contiennent des concentrations totales de sel
supérieures a 330 g/l et leur pH est proche de la neutralité. Selon ROSS et al. (1986),
précipiter le calcium (CaCO3) ou le sulfate de calcium (CaSO04) et le magnésium sous forme
de sepiolite (MgSi308). nH20), influent sur le pH final du milieu puisque la formation de
sépiolite produit des ions H+ et que la précipitation du carbonate élimine I'alcalinité du milieu

(Dassarma et Arora, 2002).
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Tableau 6: Quelques propriétés physico-chimiques des principaux écosystemes hypersalés du
Sahara algérien et du monde (Oren, 1993 ; Hacene et al., 2004 ;Boutaiba et al., 2011).

EcosystemesHypersalins | PropriétésPhysico-chimiques
pH |[Na+ |K+ |Mg2+ | Ca2+ Cl- |SO4 |HCO3 Salinité

2.
Sebkhad’ElGoléa (Algerie) |9.0 107 nd |03 |04 198 |nd n.d 296

SidiAmeur (Algerie) — eau 74 |67.1|0.17 3.0 0.51 111 |21 0.19 200

SidiAmeur  (Algérie) —|7.15 |945[0.23 (29 |17 170 |11 |nd n.d

sédimen

Himalatt (Alegria) — eau 72 |2451(0.12 |16 |0.22 63.8 |3.1 n.d 117

SalternSolaire (Porto Rico) |nd |654 |52 |20.1 0.2 144 |19 n.d 254

Grand Lac sale (USA) 7.7 105 (6.7 |11.1 |03 181 |27 0.72 333

Lac Assal (Djibouti) nd |77.8|54 |80 |14.6 164 |23 |nd 277

Mermorte (Palestine) 78 |40.1|76 |440 782 225 [0.44 |0.26 340

WadiNatrun (Egypte) 11 |142 |23 |nd Nd 155 |22.6 |67 394

Merd’ Aral 82 |22 |0.08/055 |051 347 3.2 0.07 10.2
MerCaspienne 83 [3.18 |0.09 |0.73 [0.34 5.33 |3.0 0.4 12.8
OceanAtlantique 85 |10.6 (0.38 |1.29 |0.42 19.2 (268 |0.14 34.85

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

8. Halo-enzymes
Les micro-organismes extrémes prosperent dans des environnements difficiles ou

d’autres organismes ne peuvent méme pas Survie. Les extrémophiles sont largement répartis
en termes de classification et forment un groupe diversifié sur le plan fonctionnel qui
comprend les amateurs de chaleur, les psychrophiles, les amateurs d’alcali, les halophiles, les
barophiles, les piezophiles les métalophiles et les radiophiles (Raddadi et al., 2015) . Les
extrémophiles procaryotes sont devenus un point d'intérét scientifique en raison de leurs
propriétés uniques en termes de physiologie, d'écologie, de biochimie et de génétique. La
plupart des extrémophiles qui ont été identifies jusqu'a maintenant appartiennent au domaine
des Archaies. (Mari, 2011). Les extrémophiles ont le potentiel de produire des biomolécules
de grande pertinence pour les secteurs biotechnologiques blancs, gris et rouges. Ces micro-
organismes produisent des enzymes extrémophiles (extrémozymes) et des biomolécules
(extremolytes) qui transmettent des caractéristiques de survie dans les conditions extrémes de

I’environnement (Raddadi et al., 2015).
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Les extrémophiles sont des micro-organismes qui se trouvent dans des
environnements de température extréme (-2°C a 15°C, 60°C a 110°C) ou pH (<4,>9).La
majorité des extrémophiles sont membres de I’archaea, 1'un des trois domaines
phylogénétiques de la vie, défini par comparaison de 16s rRN séquences de géne bien que les
membres extrémophiles du domaine bactérien sont également connus. Les extrémophiles sont
une source d’enzymes (extrémozymes) d’une stabilité extréme et 1’application de ces enzymes
en tant que biocatalyseurs est attrayante parce qu’ils sont stables et actifs dans des conditions
auparavant considérées comme incompatibles avec les matériaux biologiques en outre , il est
clair que certains extrémophiles, en particulier ceux de 1’archaea , ont de nouvelles voies
métaboliques et pourraient donc servir de source d’enzymes avec de nouvelles activités et
applications .La majorité des extrémophiles n’ont toutefois pas encore été isolés en culture
pure et il est donc difficile de déterminer les caractéristiques de stabilité et la spécificité
précise du substrat et 1’¢élasticité de leurs enzymes. Nous nous sommes concentrés sur les
progrés dans I’isolement et I’identification des extrémozymes vers la compréhension de la
stabilité des extrémozymes au niveau moléculaire et I’ingénierie enzymatique pour créer de
nouveaux biocatalyseurs avec une stabilité et une stabilité améliorées spécificité altérée.
(Kumar et al., 2011).

Les extrémozymes ont été utilisés comme source des enzymes en raison de leur
stabilité et de leur capacité a vivre dans des conditions extrémes. Malgré leur potentiel, les
extrémozymes sont tres peu. En particulier, les enzymes thermophiles ont un grand potentiel
d’applications biotechnologiques, en raison de leur haute résistance a des températures
extrémes, des produits chimiques, des solvants organiques et du pH. Les extrémozymes ont
un potentiel d’application économique dans I’agriculture.( Dumorné et al., 2017). Les
extrémozymes ont un grand potentiel économique dans de nombreux processus industriels, y
compris les applications agricoles, chimiques et pharmaceutiques, de nombreux produits de
consommation bénéficieront de plus en plus de I’ajout ou de I’exploitation des extrémozymes.
(Kumar et al., 2011).Les extrémozymes des microorganismes halophiles offrent de grandes
possibilités aux industries de I’alimentation, de la biorestauration et des processus
biosynthétiques. Les utilisations biotechnologiques des enzymes halophiles ne se limitent pas
a leur stabilité a des concentrations élevées de sel, car elles tolérent les températures élevées
et sont stables en présence de solvants organiques. (Dumorné et al., 2017). Ces halozymes
ont été commercialises dans diverses industries, y compris les aliments, la boulangerie, les

aliments pour animaux, les produits chimiques et industrie pharmaceutique, papeterie,
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détergent, cuir, les préparations de sauce de poisson et de sauce soya, les eaux usées salines et

traitement des déchets pétroliers (Gupta et al., 2016).

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 activités en milieu saturé en sel. Tout d’abord,
I’analyse statistique de 26 séquences de protéines halophiles a montré que la plupart des
protéines halophiles (24 sur 26) sont trés acides (excés de résidus acide par rapport au
basique) par rapport aux non-halophiles (Marty et al., 2016). Les structures cristallines de
plusieurs protéines halophiles ont montré des surfaces riches en résidus acides (Figure 6) et
(figure7). 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 et al.,
2016; 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
adapteée, les enveloppes de solvant de deux malates déshydrogénases tétrameres orthologues
(MalDH) de bactéries halophiles et non halophiles ont été comparé, (Figure8). La structure
cristalline de la MalDH de la bactérie non halophile Chloroflexus aurantiacus. (CaMalDH)
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 pentagones dans la
premiére couche d'hydratation de CaMalDH. La structure cristalline de la MalDH de la
bactérie halophile extréme Salinibacter ruber, montre que sa surface est fortement enrichie en
acides amineés acides et aucun polygone n‘a été observé (Figure 9), Mais 14 molécules d'eau se

trouvent dans la poche catalytique de (Sr) MalDH. Les données montrent que les acides
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aminés acides de surface perturbent les réseaux d'eau pentagonaux dans la coquille
d'hydratation (Talon et al., 2014).

Interdimer
surface_ &

Figure 6: Structure tetramerique de la HMDH : les acides aminés acides sont représentés en
rouge et les basiques en bleu. Les nombres 1 "a 4 désigne les différentes sous-unité de la
protéine.(Marty et al., 2016).

Figure 7: Comparaison de la surface électrostatique résultant de la composition en acide
amines acido-basique de la surface d’une malate déshydrogénase acidophile et halophile.
(Marty et al., 2016)
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Structure tetramerique de la Pt-MDH ("a gauche) et de la Hv-MDH ("a droite), la
surface “électrostatique négative est représentée en rouge et positive en bleu. Structure et
image réalisées par Romain Talon, groupe ELMA IBS.(Marty et al., 2016)

Figure 8: Dessin en ruban de MalDH tétramérique. (Talon et al., 2014)

(A) Chloroflexus aurantiacus MalDH. (B) Salinibacter ruber MalDH. Les monomeres sont
représentés en quatre couleurs différentes. Les molécules d’eau sont affichées par petites

sphéres bleues.

Figure 9: (A) Dessin en ruban des monomeéres A et D de Ca MalDH. Les polygones d’eau
sont représentés en lignes bleues. (B) Dessin en ruban de monomeére A (vert) et monomeére D
(jaune) de Sr MalDH. La surface I’acide aminé acide est indiquée en rouge (Talon et al.,
2014)
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9. Potentiel biotechnologique des enzymes halophiles
Les enzymes ont gagné une mportance dans diverses industries en raison de la

fonctionnalité et des applications élargies. Les enzymes sont appliquées dans diverses
domaines, les plus sont, la fabrication d’aliments pour animaux, les cosmétiques et les
médicaments. Les processus enzymatiques remplacent les étapes des processus chimiques
traditionnels qui étaient autrefois exécutés dans des conditions industrielles difficiles

(température, pression, pH et produits chimiques).(Bccet Staff, 2021).

Les enzymes actives a froid permettent une augmentation de la flexibilité structurelle
qui contribue a maintenir I’action catalytique a basse température, Les extrémozymes comme
les protéases, les lipases, les cellulases et les amylases sont des enzymes commerciales
utilisées dans I’industrie, en particulier dans les détergents. La production de détergents a
partir d’enzymes est un énorme marché qui représente environ 40 % du total des enzymes
produites a I’échelle mondiale, allant de la transformation a grande échelle aux produits a plus
petite échelle a forte valeur ajoutée.(Dumorné et al., 2017). Les enzymes halophiles sont
également stables présence de fortes concentrations de sel en raison de la conglomération de
groupes légérement hydrophobes et 1’hydratation de la protéine surface due aux groupes
carboxyliques présents dans le glutamate et aspartate (Gupta et al., 2016). lls sont actifs et
stables dans des milieux a faible activité hydrique, car ils ont suffisamment d’eau pour
maintenir une répartition appropriée de la charge sur le site actif, en maintenant la

conformation de I’enzyme.(Dumorné et al., 2017)

Les enzymes sont des catalyseurs tres importants utilisés dans plusieurs industries
comme les industries alimentaires, textiles, pharmaceutiques et cosmétiques. Ces enzymes
présentent cependant des performances relativement médiocres au regard des températures
¢levées. Cependant, beaucoup d’activités enzymatiques d’archées halophiles ont été
caractérisées, y compris des enzymes a intérét potentiel, telles que les cellulases, les
xylanases, les amylases, les lipases, les protéases et les gélatinases. (Fukushima et al., 2005).
Les enzymes des halophiles utilisent différents mécanismes d’adaptation et sont tres stables a
faible activité hydrique et en présence de solvants organiques, Les enzymes halophiles

présentent un pourcentage élevé de résidus acides aminés tels que la sérine et la thréonine, en

21



Chapitre 1 Synthese bibliographique

comparaison avec les microorganismes non halophiles; il s’agit notamment des enzymes

polysaccharidiques hydrolysantes pour les xylanes et I’amidon. (Dumorné et al., 2017).

L’importance des enzymes et leur role dans de nombreux processus ont été étudiés au
cours des derniéres années, en particulier les enzymes des extrémophiles. De nombreux
enzymes ont été identifiés (plus de 3000), dont la majorité a été utilisée pour des applications
biotechnologiques et industrielles, mais le marché des enzymes est encore insuffisant pour
répondre aux demandes de I’industrie. La raison principale des exigences insuffisantes des
enzymes est le fait que beaucoup ne résistent pas aux conditions industrielles. En outre, les
enzymes sont utilisées dans des technologies utilisant des processus écologiques. Le
processus industriel a besoin de biocatalyseurs capables de résister a des conditions de pH, de
température et d’aération différentes, avec une reproductibilité élevée et d’autres parameétres.
Avec la croissance et le développement de la biotechnologie, I’intérét pour les enzymes a
considérablement augmenté en tant que stratégie vers D’atteinte d’une bioéconomie.
(Dumorné et al., 2017). La majorité des processus industriels sont réalisés dans le cadre des
conditions extrémes de température, de pH et de fortes concentrations de solvants organiques,
ou la majorité des enzymes ne fonctionnent pas. Par conséquent, les enzymes d’origine

haloalcaliphile conférent la stabilité et de I’activité a plusieurs extrémités (Raval et al., 2018).

Selon Dewan, Le marché mondial des enzymes dans les applications industrielles
devrait passer de 6,4 milliards de dollars en 2021 a 8,7 milliards de dollars d’ici 2026, a un

taux de croissance annuel composé (TCAC) de 6,3 % pour la période de 2021 a 2026.

L’ Amérique du Nord pour les enzymes dans les applications industrielles devrait
passer de 2,3 milliards de dollars en 2021 a 3,0 milliards de dollars d’ici 2026, a un TCAC de
50% pour la période de 2021 a 2026. L’Asie-Pacifique pour les enzymes dans les
applications industrielles devrait passer de 1,9 milliard de dollars en 2021 a 2,8 milliards de
dollars d’ici 2026, a un TCAC de 7,3 % pour la période de 2021 a 2026..(Bccet Staff, 2021).

9.1. Protéases

Les protéases, qui sont parmi les groupes les plus importants des enzymes
industrielles, représentent 60% du marché total des enzymes (Jaouadi et al., 2008). La
demande a augmenteé en raison de ses applications dans divers secteurs comme les détergents,
le cuir, les aliments, les produits laitiers, les produits pharmaceutiques, les textiles et les
peptides de synthése (Bhatt et Singh, 2020).
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Les protéases des micro-organismes halophiles sont en demande pour diverses
applications en raison de leur capacité a fonctionner a pH alcalin, températures élevées et a
des concentrations élevées en sel (Sinha and Khare, 2013) Raval et al., 2014). Ainsi, ils
conviennent également a la transformation des aliments dans des conditions salines. Les
protéases sont largement utilisées dans les détergents en raison de 1’inefficacité de détergents
non enzymatiques pour 1’élimination des protéines matériaux des fibres textiles. Les enzymes
non seulement améliorer I’efficacité de lavage mais aussi de réduire la durée de lavage a

températures moderées (Bhatt et Singh, 2020).

9.2. Amylases

Les amylases sont un groupe diversifi¢ d’enzymes d’hydrolase ou de transférase qui
dégradent de grandes polysaccharides alpha-liés, tels que I’amidon et les oligosaccharides
connexes, et sont undes enzymes les plus nécessaires dans les opérations industrielles. Ils
représentent environ 30marché mondial des enzymes, et cette valeur devrait augmenter dans
les années a venir, en raison augmentation mondiale de la demande de produits de boulangerie
et de produits dérivés du sucre,, biocarburants, détergents, brasseries, aliments pour animaux,

produits pharmaceutiques, papier et textiles. (Gomez-villegas et al., 2021).

Les amylases sont des enzymes anciennes omniprésentes dans les plantes, les animaux
et les micro-organismes. Parmi eux, des bactéries du genre Bacillus ou des champignons
appartenant al’Aspergillus génes sont la source d’amylases préférée pour la production a
grande échelle [14]. Hydrolytique les amylases peuvent étre classées en deux grandes
catégories : les endoamylases, qu’intérieur de la molécule d’amidon; et exo-amylases, qui
dégradent successivement I’amidon dele non-extrémités réductrices. La plupart des
endoamylases appartiennent a la famille des a-amylases (CE 3.2.1.1) et hydrolysent les
liaisons a,1-4 glycosidiques internes entre les unités de glucose, produisant des
oligosaccharides et des dextrines avec des longueurs variables. De plus, les a-amylases sont
généralement divisé en deux groupes, selon les produits d’hydrolyse et le degré d’amidon
hydrolysé; o-amylases saccharifiantes qui produisent des sucres libres et a-amylases
liquéfiantes qui décomposent le polymére d’amidon sans produire de sucres libres. (GOmez-
villegas et al., 2021).
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Notre travail de criblage d’activités enzymatiques chez des isolats halophiles, a été
réalisé au niveau du laboratoire de la faculté des sciences de la nature et de la vie a

I’université Ziane Achour —Djelfa.

1. Matériel biologique:
Nous avons utilisé dans cette étude 2 souches d’archées halophiles codées (S1A1) et

(S1IPA4). Ces souches ont été isolées par nos collegues (BEN KHECHIBA ; HOMIDA et
TOUATI) (2022), a partir du Rocher de sel situé 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’¢léve sur une altitude de1083m.

e
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Figure 10: Situation géographique de la zone d’étude (Rocher de Sel). (BEN KHECHIBA et
al. 2022).
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2. Appareillages

s Autoclave : pour la stérilisation de milieu de culture et des quelques matériels,

(stérilisation a 120C° pendant 20min dans une pression 1Bar).

< Centrifugeuse : pour la centrifugation (séparation) (a 4°C avec 3000 tour/s pendant
20 min).
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% Spectrophotometre : pour calcule la densité optique a (680 nm).

Bhoton OnePlus

owered by Triple Camera

++ Hotte de laboratoire : permet I'extraction des vapeurs toxiques des produits utilisés

lors de manipulations. Sa fonction premiere est de protéger le manipulateur.




Chapitre 2 Matériels et méthodes

3. Analyse microbiologique

3.1. Milieux de culture utilisés:

Le milieu de culture utilisé pour la croissance des souches halophiles est le milieu
MSH (Milieu Spécifique pour les Halophiles), dont la composition en g/l est la suivante :

Tableau 7: Composition du milieu MSH.

‘Leproduit chimique ~ Leproduit chimique ~ Quantitéen(g)
NaCl 200

MgSO4 7H20 50

MgCI2 6H2 O 32

KCl 05

CaCl2 2H2 0 0.8

NaBr 0.6

NaHCO3 016

_ 05

_ Litr

% Pour la quantité d’agar :
Le milieu solide contient 20 g/l
Le milieu semi solide contient uniquement 15 g/l

Le milieu liquide minimum est bien entendu dépourvu d’Agar et d'extrait de levure

Figure 11: exemples des produites de MSH.
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3.2. Préparation du milieu de culture :

Pour préparer un litre de ce milieu de culture, nous avons procedé comme suit :

¢+ Verser 800 ml d'eau distillée dans un erlenmeyer de 1L.

 Ajout des éléments mentionnés a I'erlenmeyer chauffeé.

+ Agitation pour favoriser I'hnomogénéisation des différents éléments.

< Ajout final d'extrait de levure, Na Cl et agar.

¢+ L'ouverture de I'erlenmeyer doit étre refermée avec une feuille d'aluminium pour
éviter I'évaporation de la solution.

< A l'ébullition le volume manquant de I'eau distillée est ajouté jusqu'a 1L.

% Lemilieu est distribué en flacons de 250 ml et ensuite autoclavé a 120 °C
pendant 20 minutes.

% Le milieu stérile de MSH est coulé dans des boites de Pétrie et on laisse se
solidifier

Figure 12: milieu de culture MSH pendant la préparation
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4. Repurification :

4.1. Ensemencement sur milieu gélosés MSH complet :

La purification des souches a été effectuée a I’aide de la méthode d’épuisement des
stries. Tout d’abord 1’anse de platine est stérilisée sur la flamme d’un bec bunsen puis refroidi
au contact du milieu solide. Ensuite ; 1’échantillonnage est fait a partir d’une colonie dans le

tube a vice par la boucle de I’anse.

Pour ensemencer les souches, la boite de Pétri est divisée en trois parties. Le premier
tiers de la boite de Pétri est ensemencé en balayant une anse de platine sur la surface de la
gélose des stries serrées, puis stérilisez et refroidissez 1’anse, et le deuxiéme tiers de
I’inoculum est des stries sont formées en «empiétant » 1égeérement avec I’anse de la premicre
partie pour obtenir certaines cellules seront réparties dans la deuxiéme zone et réparties dans

la troisiéme zone 1’isolement des bactéries se fait de la méme maniére.

La boite ensemencée est étiquetée et placée dans un sac plastique avec un coton
imbibé avec I’eau distillée pour éviter la dessiccation de la gélose, puis incubées par la suite

dans une etuve a 40°C pendant 8 jours.

4.2. Conservation des isolats:
La conservation des isolats purifiés se fait dans des tubes inclinés contenant le milieu
solide MSH, par la méthode des stries. Les tubes sont ensuite incubés a 40°C pendant 8 jours,

apres ’apparition de bactéries, les tubes inclinés sont placeés le réfrigérateur a 4°C.

5. Tests de criblage de I'activité protéolytique et amylolytique :

5.1. Criblage de I’activité protéolytique et amylolytique sur milieu semi solide :

Des isolats ont été inoculés par stries sur gélose dans des boites de Pétri contenant du
milieu minimal MSH semi solide additionné du substrat de 1’enzyme recherché. 1l s'agit du
lait écrémé a 5 % pour l'activité protéase et I'amidon a 1 % pour la mise en évidence de

I'activite amylase.

Les boites sont placées dans des sacs en plastique remplis de coton cardé stérile
Humidifié pour éviter la dessiccation de la gélose, puis placés dans une étuve a 40°C Pendant

5 jours.
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La présence de l'activité protéolytique se traduit par l'apparition d'un halo de

dégradation autour des puits.

L'activité amylolytique est révélée aprées I'ajout de Lugol qui réagit avec I'amidon en
donnant la couleur bleue violacée, alors que les halos de dégradation autour des puits restent

incolores.

5.2. Criblage de I’activité protéolytique et amylolytique sur milieu liquide :
Ensemencer chaque isolat dans un flacon stérile contenant 50 ml de milieu minimal
MSH (milieu MSH a 0.25 g extrait de levure), Ajouter 1 % de lait écrémé au liquide. Placer

ensuite le flacon dans I'incubateur pendant 10 jours a 40 °C.

Effectuer des lectures quotidiennes du spectrophotometre a 680 nm pendant 10 jours.
Prélever 1 ml apres chaque lecture et conserver dans des microtubes (tubes Eppendroff) a -
20°C.Le changement de DO est tracé dans la courbe d’étalonnage.

» Le méme protocole de l'activité protéase a été exécuté pour celle de I'amylase, a

I'exception du substrat utilisé qui est I'amidon a 1%.

6. Mise en évidence de I'activité protéolytique:
Pour démontrer I'activité protéolytique, la méthode du puits de diffusion a été utilisée

sur gélose.

Ce test d'activité est basé sur la diffusion de protéases sécrétées par des souches dans

la gélose pour décomposer la caséine du lait autour des puits.

Un milieu minimal semi-solide a été préparé (lait écréemé de 5% et avec de l'agar

15¢g/1). Apreés stérilisation, le milieu a été versé dans une boite de Pétri.

La gélose est perforée d'un nombre de puits utilisant une pipette Pasteur pour délivrer
environ de 100 pl solution surnageant obtenu aprés centrifugation de tubes Eppendorf
préalablement conserves, a raison de 3000 rpm pendant 20 minutes et a 4°C. Enfin, les boites

ont été incubées a 40°C pendant 24 h.

Un halo distinct émerge en raison de la présence d'une activité protéolytique
(dégradation). En revanche, un résultat négatif indique qu'il n'y a pas de zone dhydrolyse

autour du puit.
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7. Mise en évidence de I'activité amylolytique:
La méme procédure que l'activité protéase a éteé réalisée pour I'amylase, sauf ici que

le substrat utilisé est I'amidon. Il a été ajouté au milieu de culture a raison de 1 %.

Les lectures ont été faites aprés l'ajout de Lugol et observation des halos de

dégradation autour des puits.

8. Cinétique de croissance :
Des flacons stériles contenant 50 ml de milieu de culture sont inoculés avec les

souches actives (S1A1) et (S1IPA4). Les flacons sont ensuite placés dans un agitateur-
incubateur a 40°C pendant 7 jours. Avec prélévement stérile quotidien pour la mesure de la
densité optique a l'aide du spectrophotomeétre a 680 nm.

Les variations en DO sont représentées sous forme d’une courbe.
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1. Revivification des souches
Apreés 8 jours de culture dans l'incubateur a 40°C, nous avons constaté I'apparition de

plusieurs colonies des souches [S1AL ; SIPA4] dans les boites de Pétri.

La croissance des souches signifie que le milieu MSH est un milieu qui rassemble
beaucoup au milieu naturel des halophiles, car il contient les composants nécessaires a la
croissance bactérienne, comme NaCl, MgSO4, KClI etc... (Hacene et al, 2004).

\

Figure 13: Exemples d'aspects macroscopiques d'isolats cultivés sur milieu MSH par
méthode des quadrants.
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Figure 14: Aspect des colonies sur boites de Pétri des souches (S1AL ; SIPA4)
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2. Conservation des souches
On note I'apparition de colonies dans les tubes inclinés. Ces tubes sont transférés au

réfrigérateur pour une utilisation antérieur.

Figure 15: conservation des souches dans des tubes inclinés par MSH solide

3. Criblage des isolats pour I'activité

3.1. Criblage de P’activité protéolytique sur milieu solide

Apres 5 jours d'incubation des souches & 40°C, nous avons constaté la présence des
halos de dégradation autour des stries pour les isolats, SIA1, SIPA4, indiquant ainsi qu'ils
présentent une activité protéase.
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3.2. Criblage de I’activité protéolytique sur milieu liquide :

Apres 24 H d’incubation des souches cultivées a 40°c pendant 10 jours un halo trés
faible a été observé autour du puits des isolats SIPA4 montrant une hydrolyse de la caseine.
Cette caséine (groupe proteique qui précipite a pH=4,6 a 20°C) représente 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
(BEN KHECHIBA et al. 2022). Cependant, lisolat S1A1 n'a pas montré de zones
hydrolytiques autour du puits.

L'activité protéolytique qui s'est manifestée est représentée par la figure 17:
Isolat S1PA4 :

Au début de I'expérience (TO), la valeur de DO pour S1PA4 était de 0,105nm, qui ont a
progressivement augmenté jusqu'a 0,362nm a T5, et la valeur maximale de production est un

diamétre tres faible.
Isolat S1A1 :

A TO, la valeur DO pour S1A1 était de 0,258nm, montrant une augmentation

progressive a 0,38nm a T5.

" Powered by Triple o8

Figure 17: Test de l'activité des souches, SIA1, SIPA4, par la méthode de diffusion sur

gélose
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D'apres les résultats des tests de sélection des souches étudiées sur milieu solide et
liquide, il ressort que la souche qui produit la protéase la plus efficace est la souche S1IPAA4.

0,45

v /./\./.
0,35 // /)
NP
0,25 AJ
// —o—S1PA4
0,2 / —8-S1A1
0,15 /

0,1

DO a 680 nm

0,05

TO T1 T2 T3 T4 T5

Figure 18: Cinétique de croissance des 2 isolats sélectionnés d'activité protéolytique.

Tableau 8: Activité protéase sur milieu minimum MSH solide et liquide

Origine de I'isolat (source S) S1 S1
Isolat Al PA4
L’activité sur Milieu liquide _ +
L’activité sur Milieu solide _ +
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3.3. Cinétique de croissance et de production de I'activité protéolytique

La modification de couleur du milieu de culture MSH minimum en présence du lait
écrémé Progressivement du blanc & ’orange pendant les jours d'incubation, démontre la

croissance de la souche S1PA4 et ceci Comparativement au témoin non inoculé (Figurel9).

Par consequent, il semble que le lait écrémé a induit la synthese des protéases qui ont
permis la dégradation de la caséine et donc, la croissance de la souche S1IPA4 en utilisant la
caséine comme seule source de carbone et d'azote.

Figure 19: la croissance de souche S1IPA4 dans milieu de culture MSH apreés I’incubation
3.4. Cinétique de croissance et de production de I'activité amylolytique:

La méme méthode a été utilisée pour suivre la cinétique de I'activité de dégradation de
I'amidon des deux isolats. Variations de densité optique (DO) des isolats S1A1 et SIPA4
dans le milieu MSH minime + I'amidon pendant 7 jours : la densité optique (DO) est une
mesure précieuse utilisée pour surveiller la croissance microbienne dans les cultures liquides.
Cette étude s'est concentrée sur I'examen des valeurs de DO des isolats SIAl et SIPA4 dans
le milieu MSH minime + l'amidon sur une période de 7 jours. Les résultats obtenus
(Figure20) sent les suivants:
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> lsoler S1IPA4 :

La valeur de DO de S1PA4 était de 0,022 a TO et a progressivement augmenté jusqu'a
0,038 a T5. Une croissance notable s'est produite entre TO et T3, la valeur de la DO passant de
0,022 4 0,076. Cependant, l'activité de I'amylase sur les milieux liquide a entrainé un diamétre
de dégradation de I'amidon est de 1,5 mm, et dégradation de I'amidon est de 3,7 mm a la (T5)
0,038 de DO.

Cependant, il y avait une diminution de la DO a T4 et T5, suggérant une possible

altération de la croissance ou une altération de I'activité métabolique.
» lsoler S1A1 :

A T0, la valeur DO de S1A1 est de 0,023, augmentant légérement a 0,015 & T5.
Contrairement a S1PA4, l'isolat S1A1 présentait un schéma de croissance moins constant,
avec des fluctuations des valeurs de DO sur une période de 7 jours. Le taux de croissance de
S1A1 s'est avéré relativement stable, mais la valeur de la DO a augmenté de maniere
insignifiante au fil du temps, tandis que son activité amylique sur des milieux liquides montre

des diameétres de 1,3 et 3,4 mm a T3 et T5, respectivement.

En comparant la dynamique de croissance des isolats SIPA4 et S1A1 dans le milieu
MSH+ I’amidon, il est clair que les deux isolats ont une croissance limitée ou méme une
diminution des valeurs de DO sur une période de 7 jours. SIPA4 a montré une croissance plus
significative aux stades précoces (TO a T3) que S1A1, mais les deux isolats ont montré une

croissance ou une survie réduite aux stades ultérieurs (T4 et T5).

La croissance restreinte ou la diminution des valeurs de DO observées pour les deux
isolats suggérent que le milieu MSH +I’amidon n'est peut-étre pas le milieu de croissance

optimal pour ces isolats particuliers.

<+ Enfin, et selon les résultats du criblage des activités amylases et protéase a eté réalisé
sur deux isolats, il semble que les isolats SIPA4 se distinguent des isolats S1A1 par la

présence de deux activités dans simultané.
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Figure 20: Cinétique de croissance des 2 isolats sélectionnés d'activité amylolytique

Tableau 9:: Activité amylase sur milieu minimum MSH solide et liquide

Origine de I'isolat (source S) S1 S1
Isolat Al PA4
L’activité sur Milieu liquide + +
L’activité sur Milieu solide + +
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Figure 21: Production de I'activité amylase sur MSH liquide

-

Figure 22: Production de l'activité amylase sur culture solide
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3.5. Cinétique de croissance:

L'analyse des données DO a révelé des schémas de croissance distincts des deux isolats

dans un milieu (MSH) au cours des 8 jours de test. La représentation graphique des données

(Figure N°23) fournit les informations suivantes :

X/
L X4

Isoler SIPA4 :

La valeur de la DO pour S1PA4 est de 0,024 a TO augmentant avec le temps jusqu'a
0,55 a J8 Une augmentation notable a été observéee entre TO et J3, la valeur de la DO
passant de 0,024 a 0,274. S1IPA4 a continué de croitre a un rythme relativement

régulier, atteignant une valeur de DO de 0,55 a la fin de la période de 8 jours.

S1PA4 a affiché une croissance rapide et constante dans le milieu MSH complet,
indiquant une meilleure disponibilité des nutriments.
Isoler S1IAL :

A TO0, la valeur DO pour S1A1 est de 0,017, augmentant progressivement jusqu'a
0,512 a J8. S1A1l affiche la méme tendance de croissance que S1PA4, avec une
croissance significative entre TO et J3 (0,017 & 0,256). Le taux de croissance de S1A1
semblait ralentir aprés T3 mais atteignait toujours une valeur de DO de 0,512 a J8.
S1A1 a présenté une croissance soutenue dans le milieu MSH complet, similaire a
S1PA4.

Notre étude fournit des informations précieuses sur la dynamique de croissance des
souches S1PA4 et S1A1 dans les milieux complets MSH a l'aide de mesures de
densité optique. Les différences dans les schémas de croissance entre les isolats et
I'influence de la composition du milieu sur la croissance soulignent lI'importance de
sélectionner des conditions de croissance appropriées pour différentes souches

microbiennes.
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Chapitre 3 Résultats et discussion
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Figure 23 : Cinétique de croissance pour les souches S1A1 ; SIPA4 étudiées.
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Conclusion
Le travail entrepris consiste a mettre en évidence 1’activité hydrolase (protéase et

amylase) de souches halophiles isolées a partir d'un biotope extréme qui est Le Rocher de Sel

(Hadjer EI melh).

Le but de cette étude est de testé la protéase et I'amylase. A partir des deux souches
S1A1 et S1PA4.Une culture des deux isolats sur MSH complet solide a permis une
revivification de ces derniere. Les tests de croissance et de production des activités
enzymatiques des deux souches S1A1l et SIPA4 ont donné une activité amylolytique, et
protéolytique maximale de diametre 3,4 et 3,7mm en 7jours respectivement, pour l'activité
amylolytique cependant l'activité protéolytique s'est avérée extrémement faible pour les deux

isolats.

En se basant sur les résultats préliminaires trouves, il serait intéressent d'approfondir

I'étude de ces activité pour une éventuelle exploitation de ces enzymes en bioindustrie.
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Annexes
Annexes 01

Matériel utilisé:

01 Agitateur-plaque chauffante

02 Agitateur

03 Autoclave 120°C

04 BecBunsen

05 Balances analytique

06 Balance dépaillasse

07 Bain marie

08 Portoirs de tubes

09 Centrifugeuse

10 Chauffeballon

11 Etuve

12 Incubateur a 40°C

13 Spectrophotometre-Visible

14 Réfrigérateur

15 Hotemicrobiologique

16 Pied a coulisse

17 Vortex

18 Loupe

19 Eprouvettegraduée

20 Flacons

21 Barreauxmagnétiques

22 Cuvette

23 Micropipette

24 Pipette pasteurs
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25 Seringues

26 Spatules

27 Tubes Eppendrof

28 Erlenmeyers

29 Papier aluminium

30 Para film

31 Porte filtreSwinnex

Produits chimiques:

01 Chlorure de sodium | NaCl

02 Chlorure de MgClI2
magnesium

03 Sulfate de Mg SO4
magnesium

04 Chlorure de KCI
potassium

05 Chlorure de calcium | CaCl2

06 Bromure de sodium | NaBr

07 Bicarbonate de (NaHCO3

sodium

08 Extrait de levure

09 Agar
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Annexes 02

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

milieu MSH minimum liquide additionnée de 1% de lait écrémé.

Souches S1PA4 S1A1
Temps

TO 0,105 0,258
T1 0,182 0,338
T2 0,236 0,361
T3 0,256 0,397
T4 0,253 0,37
T5 0,362 0,38
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Tableau N°02: Les valeurs de la DO mesurée & 680 nm des deux souches bactériennes sur

milieu MSH minimum liquide additionnée de 1% d'amidon.

Souches S1PA4 S1A1
Temps

TO 0,022 0,023
T1 0,049 0,048
T2 0,059 0,076
T3 0,076 0,063
T4 0,049 0,039
T5 0,038 0,015

Tableau N°03: Les valeurs de la DO mesurée a 680 nm des deux souches bactériennes sur

milieu MSH complet liquide.

Souches S1PA4 S1Al
Temps

TO 0,024 0,017
T1 0,095 0,067
T2 0,274 0,256
T3 0,36 0,32
T4 0,421 0,365
T5 0,448 0,428
T6 0,495 0,52

T7 0,55 0,512
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Résumé

Les archées halophiles sont des micro-organismes qui vivent dans les environnements. a
concentration élevée de chlorure de sodium. lls présentent un intérét biotechnologique du fait
de leur production de Métabolites tels que les haloenzymes. Les micro-organismes qui
croissent dans des conditions extrémes sont examinés. En tant qu'importante source
d'enzymes stables et précieuses. Ces dernieres appelées parfois « Extrémozymes »Notre étude
basée sur un criblage d’activités protéolytique et amylolytique chez des bactéries halophiles
isolées a partir du rocher de sel de la wilaya de Djelfa. Un milieu de culture spécifique aux
halophiles a été utilisé pour la purification des isolats, deux souches obtenu par mes collégues
I'année passée.Selon les résultats obtenus, pas la totalité des souches testées pour la
production de protéase et d'amylase, il existe une souche produisant la protéase et une souche
produisant les deux activités amylase et protéase.

Mots clés: halophiles, halo enzymes, production, Archaea, extrémozymes.

Abstract

Halophilic archaea are micro-organisms that live in environments. High concentration of
sodium chloride. These are microorganisms of biotechnological interest because of their
production. Metabolites such as haloenzymes. Micro-organisms that grow under extreme
conditions are examined as an important source of stable and valuable enzymes. The latter
sometimes called «Extrémozymes»Our study based on a screening of proteolytic and
amylolytic activities in halophilic bacteria isolated from the salt rock of the wilaya of Djelfa.
A halophile-specific culture medium was used for isolation and purification of isolates, two
strains.Obtained by my colleagues last year. According to the results obtained, not all strains
tested for the production of protease and amylase, there is a strain producing protease and a
strain producing amylase and protease.

Keywords: halophiles, halo enzymes, production, Archaea, extrémozymes.



