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Résume

Dans le cadre de I’étude de la diversité bactérienne dans des environnements aux
Caractéristiques inhabituelles, une étude microbiologique a été menée sur la sebkha d’Oued
El Djemaa, située dans la wilaya de Relizane, afin d’identifier les différentes espéces
bactériennes présentes et de caractériser leurs propriétés. Des échantillons de sol et d’eau ont
été prélevés a partir du site, suivis de 1’isolement des souches bactériennes. Les souches
isolées ont ensuite été soumises a une série d’analyses physico-chimiques et de tests
enzymatiques. Les résultats ont permis 1’isolement de 21 souches bactériennes présentant des
caracteéristiques physico-chimiques variées. Certaines d’entre elles ont montré une capacité a
produire des enzymes d’intérét biotechnologique, ce qui met en valeur leur potentiel dans

divers domaines d’application.

Mots-clés : Sebkha d’Oued El Djemaa, bactéries, isolement, analyses physico-chimiques,

enzymes, biotechnologie



Abstract

As part of the study of bacterial diversity in environments with unusual characteristics,
a microbiological investigation was conducted on the sebkha of Oued El Djemaa, located in
the Relizane province, to identify the bacterial species present and to characterize their
properties. Soil and water samples were collected from the site, followed by the isolation of
bacterial strains. The isolated strains were then subjected to a series of physicochemical and
enzymatic analyses. The results led to the isolation of 21 bacterial strains with diverse
physicochemical properties. Some of these strains demonstrated the ability to produce

enzymes of biotechnological interest, highlighting their potential for various applications.

Keywords: Sebkha of Oued EI Djemada, bacteria, isolation, physicochemical analyses,
enzymes, biotechnology
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Introduction

Le sol est reconnu comme une niche écologique essentielle pour une diversité
exceptionnelle de micro-organismes capables de produire des composés naturels bioactifs
(Zhou et al., 2023).

Les environnements salins et hypersalins sont des écosystemes extrémes caractérisés par
une faible diversité bactérienne. lls se distinguent par I'absence de nombreuses formes de vie
(ce sont des environnements peu favorables a la prolifération des formes communes) et par la
présence de communautés microbiennes autochtones spécifiques, adaptées a ces conditions.
L’intérét pour les microbes vivant dans ces milieux est considérable en raison de leur capacité
a produire divers composés naturels et de leurs stratégies d’adaptation a ces conditions

extrémes (Menasria, 2020).

Ces communautés microbiennes comprennent notamment les bactéries extrémotolérantes.
L'identification de ces communautés dans des milieux auparavant juges stériles a démontré
que les critéres physico-chimiques favorisant I'émergence de la vie sont bien plus étendus
qu'on ne l'imaginait.Les entités designées sous l'appellation « extrémophiles »ne se limitent
pas a endurer des conditions extrémes ; elles prosperent méme dans de telles circonstances
(Franzetti, 2019).

Ces extrémophiles se démarquent par leur précieux répertoire enzymatique. Ceci est di en
partie a la demande restreinte d'enzymes qui tolérent le sel dans les méthodes de productions

actuelles ou les processus associés (Kour et al., 2019).

Parmi ces bactéries extrémotolérantes, on retrouve les actinomycetes qui sont des bactéries
saprophiles qui s'établissent sur une vaste gamme de substrats terrestres et aquatiques, dans un
milieu physique et chimique en perpétuel changement. Elles possedent des aptitudes
métaboliques uniques, mais ce qui est primordial, c'est qu'elles sont parmi les sources les plus

productives de métabolites secondaires bioactifs (Kurt Boké, 2017).

L’objectif principal de notre travail est d’étudier la biodiversité métabolique des
bactéries extrémotolérantes, notamment les actinomycétes qui en font partie, provenant des
écosystemes extrémes ou les conditions physico-chimiques sont défavorables a la vie

microbienne (sols arides, salinité extréme...).

“+La premiére partie consiste en I’isolement des bactéries extrémotolérantes et des

actinomycetes provenant de nos deux échantillons (sédiment et eau) pour ceci, il était

1



Introduction

primordial de sélectionner des milieux de cultures sélectifs pour I’isolement ces bactéries,
ainsi que des techniques favorisant la croissance de ce groupe de bactéries par rapport a

’autre micro-organisme du sédiment qui ont des taux de croissancetrés élevés comparé avec
celui des bactéries.

“La deuxieme partie consiste a effectuer des tests enzymatiques en vue de mettre en
évidence la biodiversité métabolique de nos isolats, pour cette partie le choix des milieux de

culture est aussi tres important pour la bonne réussite des différents tests.
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les Zones humides et les bactéries extremotolérantes

1. LES ZONES HUMIDES
1.1. DEFINITION DES ZONES HUMIDES :

L’expression « zones humides », traduction générale du terme anglais « wetlands »,
désigne des espaces situés a I’interface entre les milieux terrestre et aquatique. D’un point de
vue €cologique, ces zones se caractérisent par la présence permanente ou temporaire d’eau,
ainsi que par des sols hydromorphes (Skinner et Zalewski 1995).

Les zones humides constituent des écosystémes singuliers, jouant un role d’interface
tampon entre les milieux terrestres et aquatiques (Fustec et Lefeuvre, 2000). Elles sont
largement reconnues pour leur richesse écologique, servant de réservoirs de biodiversité
(Molina, 2005) et de lieux essentiels pour sa conservation (Serrano et Serrano, 1996).

Les zones humides représentent environ 40 % de la valeur globale des services

écosystémiques a 1’échelle mondiale (Gardner et Finlayson, 2018). En tant qu’écosystémes
hydrologiques majeurs, elles jouent un rdle clé dans le cycle de I’eau, agissant a la fois
comme sources et réservoirs, tout en soutenant une biodiversité élevée gréce a la régulation
des cycles biogéochimiques, en particulier ceux de I’azote, du carbone et du phosphore. Elles
assurent ¢également des fonctions écologiques essentielles, telles que 1’atténuation des
extrémes hydrologiques (crues et sécheresses), la filtration des polluants, et la séquestration
du carbone atmosphérique, contribuant ainsi a la régulation climatique globale.
Cependant, ces écosystémes sont parmi les plus menacés a 1’échelle planétaire. Les
changements globaux — incluant le changement climatique, ’'urbanisation, I’agriculture
intensive et ’altération des régimes hydrologiques — sont responsables de la disparition
d’environ 21 % des surfaces humides mondiales (Fluet-Chouinard et al., 2023).

Les zones humides d’Afrique du Nord, situées en écotone entre les zones méditerranéennes
et les milieux désertiques arides, sont particulierement vulnérables. Soumises a des conditions
abiotiques  extrémes  (stress hydrique prolongé, températures élevées, forte
évapotranspiration), elles subissent une pression accrue due au réchauffement climatique. Ces
contraintes alterent non seulement la composition et la dynamique des communautés
biologiques, mais compromettent également la résilience fonctionnelle des services

¢cosystémiques qu’elles assurent.
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1.2. GENERALITE SUR LES ENVIRONNEMENTS SALINS ET HYPER-SALINS

Les environnements salins et hyper-salins sont considérés comme étant des écosystemes
extrémes pour un organisme ou essentiel pour la survie des autres organismes (Madigan et
Marrs, 1997). Ce terme a été utilisé pour la premiere fois par MacElroy en 1974. Ces biotopes
sont connus par leurs propriétés géochimiques, leurs populations microbiennes et leur
attirance esthétique uniques (Paul et Mormile, 2017). Ce type d’environnement est trés
répandu sur notre planete y compris en Algérie (Litchfield et Gillevet, 2002).

Il existe principalement, deux types majeurs d’environnement hyper-salins représentés
par le sol et I’eau. Les sols sont considérés comme salins lorsqu’elles contiennent une
concentration en sels soluble supérieure a 0.2% (p/v) (Kaurichev et al., 1980). Pour les eaux,
elles sont considérées comme salins lorsque la salinité dépasse 0.3% (p/v) et hyper-salées
lorsque la salinité est supérieure a 3.3% (p/v) (Edgerton et Brimblecombe, 1981).

Les environnements hyper-salins tels que les lacs hyper-salins, étangs solaires, les
chotts et les sebkhas, sont largement répandus dans le monde (Oren, 2011). Ils constituent le
plus grand écosystéeme de la Terre. Ils sont riches d'une variété d'organismes des trois
domaines de la vie (Kwurtel et al., 2018). La plupart des environnements hyper-salins
proviennent de l'évaporation de l'eau de mer, favorisée par des debits, les températures
élevées, les faibles précipitations, la faible humidité et la grande vitesse du vent (McGenity et
al., 2000).

1.3. DIVERSITE DES ENVIRONNEMENTS SALINS

1.3.1. ENVIRONNEMENTS THALASSOHALINS

Les environnements thalassohalins (du grec thalasso, signifiant "mer") sont caractérises par
une composition ionique similaire a celle de I’eau de mer, avec des proportions comparables
de cations et d’anions, dominées par le chlorure de sodium (NaCl) (Ventosa & Arahal, 2009).
Ces milieux tirent leur origine de I’évaporation partielle ou compléte de I’eau de mer (Oren,

2002).
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(a) (b)

Figure 01 : Habitats thalassohalins : Chott Melghir (a) Menasria (2020), Lac de

saummure au fond de la Méditerranée Est (b) © Ifermer in Khallef, 2019)

1.3.2. ENVIRONNEMENTS ATALASSOHALINS

Les environnements athalassohalins sont des milieux salins qui ne proviennent pas
de I’eau de mer, mais d’autres sources hydrologiques. Leur composition ionique differe
notablement de celle des milieux marins, avec des rapports d’ions variés. Ces
environnements sont généralement dominés par des ions tels que le potassium, le
magnésium ou le sodium, et peuvent constituer des gisements importants de potasse, de
magnésium metallique, de soude, voire de borax si les eaux sont riches en bore. Parmi
les exemples notables figurent la mer Morte et les lacs alcalins sodiques d’Egypte, tels

que ceux de Wadi Natrun (Litchfield & Gillevet, 2002).

Figure 2 : Habitats athalassohalins : Lac rosé au Sénégale (a), Lac Magadi au
Kenya(b) (in Khallef, 2019).
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1.4. LES ZONES HUMIDES SALINES
1.4.1. LESLACSSALES

Les lacs salés sont des écosystéemes aquatiques continentaux (Donaire, 2000) présents
sur tous les continents, notamment en Asie, en Ameérique du Sud, en Amérique du Nord, en
Australie, en Europe et en Afriqgue (Demnati et al., 2017). Ils sont généralement isolés des
mers, bien que certains aient été autrefois connectés a des environnements marins avant de
s'assécher, puis d’étre réalimentés par des sources d’eau non marines (Williams, 2002). Ces
milieux uniques se trouvent principalement dans des régions arides, ou les précipitations
annuelles varient entre 25 et 200 mm, ou semi-arides, recevant entre 200 et 500 mm de pluie
par an (Williams, 1998). Nombre d'entre eux sont situés dans des bassins endoréiques
d’origine tectonique, caractérisés par des écoulements temporaires qui surviennent lors de
fortes précipitations (Britton et Crivelli, 1993). L’alimentation en eau de ces lacs peut
¢galement provenir de rivieres ou d’aquiferes profonds, qui agissent comme exutoires naturels

(Bryant et Rainey, 2002).

1.4.2. Sebkha

En arabe, le terme sebkha désigne des plaines salines soumises a des inondations
périodiques. Dans les zones désertiques, ces dépressions ne sont temporairement remplies
d’eau que lors d’épisodes pluviométriques rares. L’intense évaporation qui caractérise CeS
milieux entraine la formation d’une crolite d’évaporites au fond de ces bassins. Une sebkha
correspond ainsi a un bassin occupant le fond d’une dépression a forte salinité, généralement
localisé dans des zones arides, et plus ou moins séparé du milieu marin (zone supratidale).
Toutefois, un contact avec la mer peut subsister : soit par un mince filet d’eau en profondeur,
soit par des infiltrations en surface. Dans ce dernier cas, des débordements d’eau peuvent
survenir de maniére périodique.

Dans les deux configurations, on observe une augmentation progressive de la salinité,
une forte évaporation, la formation de saumures, et la précipitation d’évaporites — Soit au
fond du bassin si celui-ci est peu profond, soit sur les zones marginales lorsque la profondeur
est plus importante. Les sebkhas sont principalement localisées en Afrique du Nord et au

Moyen-Orient.
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Tableau I : Principaux Sebkhas en Algérie (Sahli, 2021).

Nom de Sebkha La zone géographique

1. Salines d’ Arzew
2. Sebkha d’Oran
3. Lac Téllamine Nord-ouest
4. Garaet Aen Djmel

5. La saline d’Oued Djemaa

5. Garaet Guellif

6. Sebkha Ezzeemoul
7. Garaet Merhsel

8. Garaet Tarf

9. Chott Tinsilt

10. Chott Boumia Nord-est
11. Chott EIl Beidha Hammam
Essoukhna

12. Chott El Frain

13. Sebkha Bazzer

14.Sebkha El Hamiet

15. Chott El Hodna

16. Chott Zehrez Chergui

17. Chott Zehrez Gherbi

18. Sebkha Sidi Bouziane

19. Chott Chergui

20. Sebkha boughzoul
21. Chott Melghir

22. Chott Boudjloul
23.Chott Merouane
24.Chott Tindla Le sud
25.Chott Sidi Amrrane
26. Sebkha Sefioune
27. Chott Oum Raneb
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28. Chott Ain El Beida
29. Sebkha El Maleh

2. LA DIVERSITE BACTERIENNE DES ENVIRONNEMENTS EXTREMES
2.1. LES BACTERIES EXTREMOTOLERANTES
2.1.1. GENERALITES

Le terme extrémotolérance a été introduit par MacElroy en 1974. 1l englobe les
bactéries, les archées, les champignons, certaines algues, ainsi que les virus et les protozoaires
ciliés (Xu, 2014).La majorité des organismes extrémotolérants sont des procaryotes (Zgonik
et al., 2021).Ce terme a été défini de différentes maniéeres et est désormais associé a des
micro-organismes vivant dans des environnements hostiles pour les mammiferes(lrwin et
Baird, 2004).

On définit les extrémo-tolérants comme des étres vivants aptes a survivre et se
multiplier dans des écosystemes ou les conditions physiques sont extrémes, telles que la
température, la pression, le rayonnement et la géochimie (salinité, pH, potentiel redox). Les
microorganismes polyextrémo-tolérants sont capables de survivre dans plus d'un de ces

environnements extrémes (LealDalmaso et al., 2015).

2.1.2. PROPRIETES

A la différence de la résistance aux conditions extrémes, I’extrémotolérance signifie que
toute la machinerie cellulaire est ajustée aux environnements extrémes et que les cellules
opérent de facon optimale dans ces contextes. Cependant. Dans une certaine mesure, les
cellules sont capables de réguler leurs conditions internes pour quelques parametres tels que
l'osmolarité. Ainsi, le pH a l'intérieur de la cellule des souches alcalinotolérantes sera plus bas
que celui de lenvironnement externe, et c'est le contraire pour les autres espéces
acidotolérantes (Querellou et Guezennec, 2010).

Cependant, pour certains paramétres tels que la température et la pression, les
conditions environnementales affectent globalement les cellules, y compris leurs membranes,
leur milieu interne et I'ensemble de leurs composants cellulaires. Ces éléments cellulaires
nécessitent non seulement détre stables dans ces circonstances, mais avant tout,
opérationnels. Il n'est pas toujours nécessaire que chaque biomolécule isolée et examinée

dans les conditions de I'environnement externe reste stable, car le milieu interne peut
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bénéficier de l'intervention de certains solutés organiques ou d'une protection au sein de

complexes macromoléculaires (Belala seif et al., 2021).

2.1.3. CLASSIFICATION DES BACTERIES EXTREMOTOLERANTES

Les bactéries extrémotolérantes sont catégorisees selon les conditions physico-
chimiques extrémes auxquelles ils sont capables de survivre. Par exemple, en fonction
de la température, on distingue les hyperthermotolérantes, les thermo-tolérantes et les
psychrotolérantes. En ce qui concerne le pH, on retrouve les acidotolérantes et les
alcalinotolérantes. Quant a la salinité, les organismes adaptés sont appelés

halotolérantes (Detay et Thomas, 2018).

e | ESBACTERIES THERMOTOLERANTES

Les bactéries thermo-tolérantes figurent parmi les extrémo-tolérantes les plus
étudiés, suscitant un intérét particulier de la communauté scientifique (Gomes et
Steiner, 2004). lls sont capables de se développer a des températures élevees,
généralement comprises entre 41 °C et 122 °C (Dumorné et al., 2017). Ces organismes
colonisent divers environnements a haute température, tels que les zones géothermiques
terrestres, les sources hydrothermales oceéaniques profondes, les réservoirs pétroliers
(Rabouhi et Benbrahim, 2022),mais aussi des milieux artificiels comme les chaudiéres
domestiques et industrielles, les centrales électriques ou encore les systémes de drainage
minier acide.

Au cours des 150 dernieres années, une grande diversité de microorganismes a été
identifiée dans ces écosystemes chauds, qu'ils soient naturels ou artificiels. Cette
diversité est principalement constituée de procaryotes non photosynthétiques (Gomri,
2019).

L’étude des thermo-tolérantes est en grande partie motivée par leur potentiel
biotechnologique. Deux grands axes d’application peuvent étre distingués : 1’'un repose
sur ’exploitation directe des organismes eux-mémes, et ’autre sur I’utilisation de leurs
biomolécules, notamment les enzymes, les protéines, les lipides, les osmolytes
(thermolytes), ainsi qu’une grande variété de métabolites secondaires (Maouchi et
Medjedoub, 2020).

e LESBACTERIES PSYCHROTOLERANTES
Les psychro-tolérantes, qui évoluent dans des conditions de froid extréme,

présentent une grande diversité, biomasse et distribution (Shukla et al., 2020). Dés
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1887, Forster fut le premier a signaler des microbes capables de se reproduire a 0 °C, isolés de
poissons. Le terme « psychrotolérant » fut introduit par Schmidt-Nielsen en 1902 pour
désigner les bactéries pouvant croitre a cette température (Pikuta et al., 2007).

Ces organismes, dits « amoureux du froid », se développent & des tempeératures
inférieures a 5 °C, généralement autour de 0 °C, et parfois en dessous, notamment dans des
milieux liquides tres salés empéchant la congélation (Detay et Thomas, 2018). On les
retrouve dans les profondeurs océaniques au-dela de 1000 métres (entre -1 et 4 °C), dans les
sédiments et eaux cotiéres froides (jusqu’a -1 °C), dans la banquise (jusqu’a -35 °C en hiver),
ainsi que dans les glaciers et zones alpines recouvertes de neige éternelle (20 % des sols
terrestres)(Besse, 2016).

Tous les domaines de la vie — Eucaryotes, Archées et Bactéries — ont été identifiés dans
ces niches glaciaires, avec une domination bactérienne, suivie des champignons et des algues
(Hahi et al., 2022).

Les psychrotolérantes constituent depuis plusieurs années une ressource majeure en
biotechnologie. Leurs enzymes, actives a froid, sont utilisées dans des procedés industriels
nécessitant des conditions spécifiques, notamment dans les secteurs agroalimentaires,
pharmaceutique, des détergents et de la fabrication du papier. Ces enzymes se distinguent par
leur forte sélectivite, leur stéréospécificité et leur efficacité catalytique a basse température
(<40 °C) (Ibtissem Djinni, 2017).

LES BACTERIES HALOTOLERANTES

Les halotolérantes, dont le nom signifie « amateurs de sel » en grec, font partie des
microorganismes extrémotolérantes capables de survivre et de se développer dans des milieux
fortement salins (Kumar et al., 2016). Ces environnements hypersalins comprennent aussi
bien des systemes aquatiques (comme la mer Morte, le Grand Lac Salé, certains lacs africains,
chinois et antarctiques) que des milieux terrestres ou des produits salés (aliments salés, peaux,
sel marin ou gemme) (Ventosa et al., 2014).

On retrouve les halotolérants dans les trois grands domaines du vivant : les Archées, les
Bactéries et les Eucaryotes, bien que la majorité appartiennent aux procaryotes (Menasria,
2020).

Récemment, I’intérét pour ces microorganismes a augmenté dans le domaine de la
biotechnologie industrielle, en raison de leurs nombreux avantages : faible consommation
d’eau douce et d’énergie, production continue, et investissements initiaux réduits. En

particulier, leurs enzymes — comme les amylases, lipases et cellulases — sont prometteuses
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pour des applications industrielles variées grace a leur résistance a des conditions extrémes
(Xie et al., 2017).

e | ESBACTERIES ACIDOTOLERANTES

Les acidotolérantes sont des microorganismes dont la croissance peut étre & un pH inférieur a
4. Leur étude remonte au début des années 1900, avec la découverte par Waksman et Joffe
d’une bactérie capable de croitre dans de I’acide sulfurique dilué, qu’elle génére en oxydant le
soufre (Johnson et Quatrini, 2020).

Ces microorganismes colonisent des environnements naturels et artificiels extrémement
acides, tels que les lacs acides, les sources hydrothermales, les sols sulfatés, les régolithes, les
minerais sulfurés, ainsi que les sites miniers de métaux et de charbon (Johnson et Schippers,
2017).

Malgré ces conditions hostiles, les acidotolérantes présentent une grande diversité
phylogénétique (Christel, 2018).

Les acidotolérantes jouent un role essentiel dans les procédes de bio-extraction des métaux a
partir de minéraux sulfurés et dans la bioremediation des sols et eaux pollués par les métaux
(Orellana et al., 2018). Leurs enzymes, stables en milieux acides, sont d’un grand intérét
pour des applications industrielles, notamment dans la production de biocarburants et
d’éthanol (Dumorné et al., 2017).

e LESBACTERIES ALCALOTOLERANTES

Les alcalotolérantes sont des microorganismes capables de croitre a un pH éleve,
généralement entre 9 et 12, mais dont la croissance est fortement réduite a des pH proches de
la neutralité (Horikoshi, 1999). Ces organismes, sont présents dans une grande diversité
d’écosystemes, y compris ceux dont le pH global n’est pas particulierement alcalin (Grant et
al., 1990).

Ils sont souvent exposés a des conditions environnementales combinées : forte alcalinité,
salinité élevée et températures extrémes, selon les caractéristiques géologiques, climatiques et
géographiques (Mei, 2016). Parmi les environnements typiques de ces microorganismes, on
trouve plusieurs lacs alcalins et hypersalins, comme le lac Magadi au Kenya, les lacs de la
vallée du Rift, les lacs Wadi Natrun en Egypte, ainsi que Mono Lake (Californie) et Big Soda
Lake (Nevada, Etats-Unis) (Oren, 2002).

Le premier micro-organisme identifié pour sa tolérance aux milieux alcalins fut

Streptococcus faecalis (aujourd’hui Enterococcus faecalis), décrit en 1928. Depuis, de
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nombreux  microorganismes  basophiles, qu’ils soient  photosynthétiques  ou
chimiosynthétiques, ont été découverts dans des environnements alcalins, aussi bien aérobies
qu’anaérobies (Johnson et Schippers, 2017).

Les communautés microbiennes alcalotolérantes les plus étudiées comprennent les
cyanobactéries filamenteuses (Spirulina, Anabaenopsis, Arthrospira) et les bactéries pourpres
phototrophes (Ectothiorhodospira, Halorhodospira) (Ahmed Mehdi, 2014).

En biotechnologie, les alcalotolérantes représentent une ressource précieuse. Non seulement
ils produisent des biomolécules d’intérét industriel, mais leurs caractéristiques physiologiques
— notamment leur capacité a fonctionner dans des conditions extrémes — les rendent attrayants
pour des applications commerciales variées (Ulukandi et Digrak, 2002 ; Lebre Pedro et
Cowan, 2019).

2.2. APPLICATION BIOTECHNOLOGIQUE DES BACTERIES EXTREMO-TOLERANTES

L’industrie, la biotechnologie, la bio-exploitation miniére, la médecine et la production
d’énergie ont intégré les micro-organismes extrémo-tolérants dans leurs procédés. Ces
organismes représentent en effet une alternative précieuse aux enzymes mésophiles,
notamment grace a leur stabilité dans des conditions extrémes (Kaur et al., 2019).

On distingue deux grands types d’applications :

1. L’utilisation directe des micro-organismes extrémo-tolérants, notamment dans :

- La bioremédiation : ensemble de techniques qui visent a restaurer un environnement
pollué en stimulant les populations microbiennes indigenes ou en y introduisant des micro-
organismes adaptés.

- La biolixiviation : procédé utilisant des micro-organismes pour extraire les métaux a
partir de minerais, particuliérement dans 1’exploitation miniére (Salem, 2019).

2. L’utilisation indirecte, qui repose sur I’exploitation des biomolécules produites par ces
micro-organismes. Ces molécules sont capables de fonctionner de maniere optimale dans des
conditions physico-chimiques extrémes. Elles se caractérisent par une grande stabilité et
offrent de nombreuses applications industrielles. Parmi ces biomolécules, on trouve :

- des protéines,

- des enzymes extrémophiles,

- des lipides,

- des polymeéres,

- des extrémolytes (molécules protectrices),
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- des pigments naturels,

- et méme des biocarburants (Sahli, 2021).
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Identification physico-chimique des bactéries extrémotolérantes

1. CRITERES MORPHOLOGIQUES

Il s’agit deux groupe macromorphologie et micromorphologie :
1.1. L’OBSERVATION MACROMORPHOLOGIQUE

Consiste a examiner les colonies bactériennes cultivées sur un milieu solide. Les
caracteristiques telles que la forme, la couleur, le relief, la texture, la brillance ou encore la
production de pigments sont des criteres fondamentaux pour différencier les genres
bactériens. Ces paramétres phénotypiques permettent une premiére orientation taxonomique
(Wulandari et al., 2024 ; Maldonado Desena et al., 2022).

1.2. L’OBSERVATION MICROSCOPIQUE APRES COLORATION DE GRAM

Permet de distinguer les bactéries Gram positif et Gram négatif, selon la structure de
leur paroi cellulaire. Cette technique révele également la morphologie des cellules et leur
arrangement (isolées, en chaines, en amas...). Elle reste une méthode rapide, économique et
essentielle, méme pour les bactéries vivant dans des environnements extrémes (Muchhadiya
et al., 2024).

2. IDENTIFICATION CHIMIQUE
2.1. LAGALERIE API 20E

Une galerie API (Appareils et Procédés d'ldentification) est un ensemble de cupules
préts a I’emploi permettant l'identification de micro-organismes par la réalisation rapide et
facile de tests biochimiques miniaturisés. Créée en 1970 par le Docteur Buissiere, le
pharmacien Cinquabre, Paul & Pierre Montagnon et Henri Labruyére, la société API a par la
suite éte rachetée par la société BioMeérieux (JOFFIN, 1998).

2.2. LACATALASE

Une catalase est une oxydoréductase qui catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogéne en
eau et dioxygene : 2 HO2 — Oz + 2 H20O. La présence de I’enzyme se traduit par un

dégagement immédiat des bulles gazeuses (Louis Jacques,1811).
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2.3. L’OXYDASE

Il s’agit de la recherche du cytochrome oxydase, derniére enzyme de la chaine
respiratoire qui assure le transfert des électrons sur I’oxygeéne ou sur un autre oxydant minéral.
Le principe consiste a déposer une colonie de la souche sur un disque imprégné du réactif
oxalate de N-diméthyl paraphényléne-diamine de couleur rose. La présence de ’enzyme se

traduit par un virage de la couleur rose vers un violet noiratre (Louis-Antoine ; 1810).
2.4. MANNITOL MOBILITE

La mobilité de la souche est déterminée sur le milieu semi solide de mannitol-mobilité. La
souche est ensemencée par piqdre centrale. Aprés incubation pendant 72 heures a 37°C, la

mobilité se traduit par I’envahissement du milieu a partir de la piqire d’inoculation.

(Guiraud, 1998).
2.5. PIGMENT MELANOIDE

La couleur observée dans les environnements hypersalins et synthétisée par des
microorganismes, s’appelle la salinixanthine. Ce pigment est utilis¢é comme antioxydant,

colorant alimentaire et source de provitamine A (Sricharoen et al., 2023).
3. IDENTIFICATION PHYSIQUE
3.1. LATOLERANCE AU PH

La plupart des microorganismes halotolérants sont neutrophiles et alcalophiles. Les
acidotolérants croissent mieux a des pH de 2 a 4 tandis que les alcalinotolerants croissent a

des pH de 8 a 10 en utilisant des carbonates pour maintenir le pH (Al-Rubaye et al., 2017).
3.2. LA TOLERANCE A LA TEMPERATURE

La plupart des microorganismes halotolérants croissent de maniére optimale a une
température ambiante et légérement au-dessus, soit entre 30 C° et 37°C, ce qui signifie qu'ils
sont mésophiles. Cependant, il existe également quelques bactéries capables de tolérer des
températures aussi élevées que 50C° a 60°C et aussi basses que 0C° a 11°C. Certains peuvent
méme croitre a des températures égales ou inférieures a -5°C en présence de salinités élevées
(Detay et Thomas, 2018).

17



Identification physico-chimique des bactéries extrémotolérantes

3.3. LA TOLERANCE A LA SALINITE

La concentration de sel détermine la distribution des halophiles. De nombreux
haloarchées croissent & une concentration de NaCl égale ou supérieure a 15-18 %. A une
concentration de moins de 5 a 12 % de NaCl, leurs cellules sont endommagées et lysées. La
plupart des bactéries halotolérantess sont des halophiles modérées et croissent a une
concentration de 3 & 15 % de NaCl (Kumar et Tiwari, 2019).

4. IDENTIFICATION  ENZYMATIQUE DES BACTERIES EXTREMOTOLERANTES

4.1. CASEINASE

Le test de caséinase permet de détecter les protéases extracellulaires capables
d’hydrolyser la caséine, une protéine du lait. Historiquement appliqué aux bactéries
lactiques et au genre Bacillus, il repose sur la culture sur gélose contenant 1 % de caséine :
en présence de protéases, un halo transparent apparait autour des colonies indiquant la
clivage proteéolytique. Chez les bactéries extrémophiles, cette enzyme révele leur aptitude a
dégrader des protéines complexes dans des milieux pauvres en nutriments, participant a la
libération d’acides aminés. Une étude récente a montré que Janthinobacterium licidum, isolé
de sols polaires, sécrete une protéase adaptée au froid, suggérant une grande plasticité
métabolique (Kim et al ; 2022).

4.2. GELATINASE

Ce test, utilisé depuis les années 1920 pour I’identification et la virulence bactérienne,
révele Dactivité des gélatinases, qui hydrolysent la gélatine (dérivée du collagéne). Sur
gélose enrichie en gélatine a 0,4 %, ’hydrolyse crée une zone de liquéfaction apparaissant
clairement apres précipitation (sulfate d’ammonium). Il met en évidence des enzymes de
dégradation des protéines structurales impliquées dans la mobilité ou I’invasion cellulaire.
Une analyse de souches psychrotrophes a montré que plusieurs Pseudomonas et Serratia,
isolées de lait, produisent des gélatinases thermostables (~45kDa), suggérant une survie

adaptative dans des environnements froids (Bagliniére et al ; 2021).
4.3. TWEEN 80 (LIPASE/ESTERASE)

Basé sur la technique de Jaeger & Kiiker (1987), ce test détecte 1’hydrolyse du
Tween 80 (ester polyoxyéthyléne sorbitan) par des lipases/estérases. En présence de ces

enzymes, les acides gras libérés forment un complexe blanc avec Ca*"; sur milieu
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Rhodamine B, la réaction produit une fluorescence orangée sous UV. Chez les extrémophiles,
ces enzymes lipolytiques sont essentielles pour dégrader les graisses et hydrocarbures dans
des habitats froids ou salins. Une étude récente a caractérisé une lipase halophile thermostable
de Pseudomonas sp. Provenant d’un bassin marin extréme, démontrant une activité optimale a

50 °C et 4 M NacCl (Salwoom et al ; 2020).
4.4. HYDROLYSE DE L’AMIDON (AMYLASE)

Ce protocole historique (Milchner ; années 1930) est basé sur la digestion de ’amidon
sur gélose a 1%, révélée par un lavage au Lugol : les halos clairs indiquent une activité
amylolytique. Les amylases extrémophiles permettent a ces micro-organismes de métaboliser
les polysaccharides complexes dans les milieux végétaux ou marins. Des amylases
extrémophiles thermo-halophiles, isolées d’un four de briques algérien, ont démontré une
stabilite et une efficacité remarquables a haute temperature, confirmées par zone claire apres
révélation au Lugol (Ullah et al ; 2021).

4.5. UREASE

Depuis 1904 (Dekker & McKee), ce test sur milieu contenant de I'urée et un indicateur
de pH (rouge de phénol) révéle la libération d’ammoniac (NH3) par I’uréo-hydrolyse,
entralnant un virage colorimétrique (jaune — fuchsia). Chez les extrémophiles, 1'uréase
contribue a I’adaptation dans des environnements acides et a la précipitation de carbonates
(utilisé en géotechnique pour le MICP). Récemment, Sporosarcina pasteurii isolée d un désert
a démontré une activité ureasique élevée, confirmée par un virage rapide au fuchsia, ce qui en
fait un excellent candidat pour des applications en ingénierie environnementale (Sun et al ;
2024).

4.6. PECTINASE

Actif depuis les années 1940, ce test détecte ’hydrolyse de la pectine (polysaccharide
des parois végétales). Sur gélose a 0,5 % de pectine, la coloration met en évidence des halos
clairs autour des colonies dégradantes. Les pectinases extrémophiles des milieux salins ou
acides sont précieuses pour I’interaction plante—microbe et I’industrie du jus. Une étude a mis
en évidence une pectinase halotolérante a pH 5 issue d’une bactérie halophile, avec une zone

claire de 15 mm apreés 48 h a 30 °C (Meglali & Ghellai ; 2024).
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4.7. CHITINASE

Formalisé dans les années 1960, ce test utilise une gelose enrichie en chitosane ou
chitine : I’hydrolyse entraine un halo clair détectable aprés coloration ou changement de pH.
La chitinase est essentielle pour dégrader la chitine de crustacés ou insectes. Une publication
de 2024 sur Curtobacterium sp. marine antarctique décrit une chitinase poly-fonctionnelle
optimisée par ingénierie, active a 4 °C, et montrant une inhibition fongique significative

contre Aspergillus spp., ouvrant des applications en biocontrole (Vasquez et al., 2024).
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1. SITE DE PRELEVEMENT DE L’ECHANTILLON

Dans ce travail, qui met l'accent sur la valeur des zones humides algériennes, nous nous
sommes concentrés sur une étude microbiologique de la saline d'Oued Djemaa, localisée dans

la wilaya de Relizane, au nord-ouest de I'Algérie (figure 03).

L'unité d'Oued Djemaa est un site de fabrication et de vente de sels (destinés a
I'alimentation et a l'industrie). Cette unité a été établie et mise en service en 1943 en tant que
société anonyme sous le nom de Salins de Ferrey. Elle est sous la dépendance de 'ENASEL
depuis 1983(Bennabi et al., 2015).

Figure 03 : Site de saline Oued Djemaa-Relizane

Figure 04 : Situation géographique de la saline d’Oued Djemaa
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1.1. METHODE DE PRELEVEMENT

Le 24/02/2025, un échantillon de la saline d'Oued Djemaa a été prélevé a une profondeur de
10 cm, les premiers 5 centimétres en surface ont été écartés. Chaque prélevement de sol a été
effectué avec une spatule stérilisée et transféré dans un récipient en verre aseptisé. Par
ailleurs, des prélévements d'eau ont aussi éte réalisés le méme jour en utilisant des bouteilles

stériles.

Tous les échantillons, qu'ils soient de sédiment ou d'eau, ont été acheminés au laboratoire a
température réfrigérée avant d'étre soumis a une analyse microbiologique dans les 24H qui

suivent les prélevements.
2. PRETRAITEMENT DES ECHANTILLONS
2.1CAS DU SEDIMENT

Afin d’optimiser I’isolement des actinomycetes, en particulier ceux présentant une
extrémotolérance, divers procédés ont été appliqués aux échantillons de sol. Certains n’ont
subi aucun prétraitement, tandis que d’autres ont été soumis a un traitement physique
consistant en une élévation de la température a 50°C pendant une heure, dans le but de réduire
la population de bactéries non sporulantes et de favoriser la germination des spores

thermorésistantes des actinomycetes (Tiwari & Gupta, 2012).

Un traitement chimique au CaCOs a aussi été appliqué pour rehausser le pH et stimuler la
croissance des actinomycetes alcalotolérantes, généralement liés a des conditions extrémes

(Hayakawa & Nonomura, 1987).
2.2. CASDE L’EAU

Par contre, les échantillons d'eau ont été manipulés sans aucune altération, en suivant des

techniques traditionnelles d'isolement en milieu liquide (EI-Nakeeb & Le chevalier, 1963).
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3. ISOLEMENT ET PURIFICATION DES SOUCHES

Quatre types de milieux de culture sélectifs sont employés pour [lisolement des
actinobactéries parmi les divers milieux sélectifs. La composition de ces milieux de culture

est présentée en Annexe.
*Milieu GLM (gélose a I’extrait de levure et I’extrait de malt) (Kitouni et al. 2005).
*Milieu ISP2 (International StreptomycesProject) (Ara et al., 2012).
*Milieu GN (Glucose-NaCl) (Hayakawa & Nonomura, 1987).
*Milieu Bennett (gélose de Bennett) (Shirling & Gottlieb, 1966).
*Milieu a I’asparagine (Ruan et al., 2005).

Dans certains cas, I’eau distillée utilisée pour la préparation des milieux a été partiellement
remplacée par un mélange d’eau distillée et d’eau de sebbkha, prélevée de la saline d’Oued

Djemaa, région d’origine des échantillons.
3.1. Technique d’isolement et conditions d’incubation

Afin d’isoler et de dénombrer les différentes espeéces bactériennesprésentes dans nos
¢échantillons de sédiment et d’eau, nous avons utilisé la méthode des suspensions-dilutions
(Badji et al., 2005).Cette méthode consiste a prélever 10 g de sol et a les introduire dans 100
ml d’eau physiologique stérile afin d’obtenir une suspension mére. A partir de celle-ci, des
dilutions décimales allant de 107" a 10~ sont préparées. Ensuite, 0,1 ml de chaque dilution est
étalé sur des milieux de culture appropries, préalablement sterilisés et coulés dans des boites
de Pétri stériles de 9 cm de diameétre. Les boites ensemencées sont incubées a 28 °C pendant

une période de 7 a 15 jours (Boussaber et al., 2012).
3.2. Purification des souches

A P’aide d’une pipette Pasteur stérile, un inoculum est prélevé a partir des colonies présentes
sur le milieu d’isolement, puis ensemencé par stries sur le méme type de milieu. Cette
opération est répétée jusqu’a 1’obtention de cultures pures. La pureté des isolats est verifiée
par des observations microscopiques directes aprés chaque repiquage (Boussaber et al.,
2012). 11 s’agit d’une méthode standard généralement utilisée pour la purification de toutes les
especes bactériennes, y compris les actinomycetes, car elle repose sur des étapes rigoureuses

permettant d’obtenir des isolats purs.
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4. IDENTIFICATION DES SOUCHES
4 .1ETUDE DES CARACTERES MORPHOLOGIQUES
4.1.1. ETUDE MACROMORPHOLOGIQUE

Consiste a déterminer la couleur du mycelium aérien et de substrat, la production de pigments
solubles ainsi que la croissance et la sporulation et cela sur différents milieux de culture
(Shirling et Gottlieb, 1966).

4.1.2 . ETUDE MICROMORPHOLOGIQUE

*ETAT FRAIS

Ce type d’observation permet d’apprécier par le biais du microscope optique :
@ La morphologie
@ La mobilité

*COLORATION DE GRAM
Selon cette analyse de coloration, on peut déterminer le Gram des bacteries comme étant

positif ou négatif.

*L'observation au microscope optique avec un objectif a immersion (x100) permet
d’identifier certaines caractéristiques morphologiques a partir de la préparation
microscopique, telles que la forme des filaments bactériens et la présence ou I’absence de
spores isolées (William et al., 2010). La détermination du caractere Gram positif ou négatif
des souches a été réalisée a I’aide de la technique classique de coloration de Gram développée

par Gram en 1884 (Gram, 1884).
5-IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE
5.1. IDENTIFICATION PAR GALERIE API 20

La galerie api 20 est un systeme simplifié et standardise, elle comporte 20 microtubes

contenant des substrats déshydratés permettant d'effectuer 20 tests biochimiques.

Dans les microtubes, une suspension bactérienne de la souche effectuée en APl medium a
partir d’une culture de 18 heures sur Bouillon nutritifou milieu Isp2 liquide (équivalent a 0,5
McFarland) est ensemencée. Apres incubation 24 heures a 37°C pour les bacterie et a 30°C 2-
3jours pour les actinomycetes, les réactions se traduisent par des virages colorés spontanés ou

révélés par l'addition de réactifs. L’interprétation des résultats se référe au catalogue joint
avec la plague. (JOFFIN, 1998).
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5.2. LA RECHERCHE DE LA CATALASE

Il s’agit de la recherche de I’enzyme responsable de I’élimination du peroxyde
d’hydrogene ; la catalase. Le principe consiste a mettre en contact une colonie de la souche
avec une goutte d’eau oxygénée H202. La présence de I’enzyme se traduit par un dégagement

immediat des bulles gazeuses (Louis Jacques, 1811).
5.3. LARECHERCHE DE L’OXYDASE

Il s’agit de la recherche du cytochrome oxydase, derniere enzyme de la chaine
respiratoire qui assure le transfert des €lectrons sur I’oxygene ou sur un autre oxydant minéral.
Le principe consiste a déposer une colonie de la souche sur un disque imprégné du réactif
oxalate de N-diméthyl paraphényléne-diamine de couleur rose. La présence de ’enzyme se

traduit par un virage de la couleur rose vers un violet noiratre (Louis-Antoine ; 1810).
5.4. MANNITOL MOBILITE

La mobilité de la souche est déterminee sur le milieu semi solide de mannitol-mobilité.
La souche est ensemencée par pigdre centrale. Aprés incubation pendant 72 heures a 37°C, la

mobilité se traduit par I’envahissement du milieu a partir de la piqlire d’inoculation (Guiraud,

1998).
5.5. RECHERCHE DE PIGMENT MELANOIDE

Le pigment mélanoide est determiner par la couleur diffusé sur le milieu ; la souche est
ensemenser sur les milieux : ISP1-ISP2-1SP3-1SP4-ISP5-1SP6-ISP7 (Sricharoen et al.,
2023).

6. IDENTIFICATION PHYSIQUE
6.1. LA TOLERANCE A LA TEMPERATURE

Les isolats ont été ensemencés sur le milieu gélosé Isp2 pour les actinobacteries et la
gelose nutritive pour les bacteries a raison de 3 Boites de Pétri par souche pour chaque

température d’incubation. La croissance a été notée (faible, moyenne, bonne et trés bonne)

apres 2-4 jours d’incubation a 4°C, 30°C, 37°C, 50°C (Gopalakrishnan et al., 2014).

6.2. LA TOLERANCE AU PH

Les isolats jeunes ont été ensemencés sur le milieu gélosé Isp2 et la gelose nutritive

ajusté aux différentes valeurs de pHs (4, 7, 9). Les boites de Pétri ont été incubées a (30°C/3-
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Sjours) et a (37°C/24heurs). Aprés incubation, la croissance a été notée (faible,

moyenne, bonne et trés bonne) (Gopalakrishnan et al., 2014).
6.3. LASALINITE

Le milieu ISP2 et la GN supplémenté de NaCl aux concentrations de (5%
,10%,15%) (P/V) ont été ensemencés par des cultures jeunes, la croissance a été notée
(faible, moyenne, bonne et trés bonne). La tolérance maximale au chlorure de sodium
correspond a la plus grande concentration présentant une croissance (Shirling et
Gottlieb, 1966).

7.ETUDE DES CARACTERES ENZYMATIQUES
7.1. RECHERCHE DES PROTEASES
7.1.1. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE CASEINOLYTIQUE

L’activité caséinase a été évaluée sur un milieu solide supplémenté avec 5 % de
lait écrémé. La souche étudiée a été ensemencée par striation en surface, puis incubée a
30 °C. Apres une période d’incubation de sept jours, ’apparition d’une zone claire
autour des colonies signale 1’hydrolyse de la caséine présente dans le milieu (Raval et

al., 2012 ; Roy et al ; 2014).
7.1.2. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE GELATINOLYTIQUE

L’activité gélatinase a été recherchée sur un milieu nutritif solide contenant 12 %
de gélatine , réparti dans des tubes ( Milieu de gélatine nutritive ) ,les tubes ont été
stérilisés puis ensemencé par piqure en profondeur a I’aide d’une anse droite avec la
souche bactérienne a tester et incubé a 30 °C pendant une période allant de 5 a 14 jours
selon la vitesse de croissance de la souche ( Larpent et Larpent Ghourgoud,1985 ).
Aprés incubation, les tubes ont été placés au réfrigérateur (4°C) pendant 30 minutes. La
liguéfaction du milieu apres ce refroidissement indique une hydrolyse de la gélatine,
traduisant la production d’une gélatinase par la souche. Si le milieur reste solide, le test

est considéré comme négatif.

28



Matériel et méthodes

7.2. RECHERCHE DES LIPASES
7.2.1. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE LIPOLYTIQUE (TWEEN 80)

Pour évaluer I’hydrolyse du polyoxyéthyléne sorbitan monooléate (Tween 80), 10
gouttes de cette substance, préalablement stérilisée par autoclave, sont incorporées dans 25 ml
d’un milieu de culture préparé avec les composants suivants : 10 g de peptone
bactériologique, 5 g de chlorure de sodium, 0,1 g de chlorure de calcium, 25 g d’agar,
complétés avec 1000 ml d’eau distillée. Lorsqu’une souche est capable d’hydrolyser le Tween
80, un halo opaque se forme autour de ses colonies, en raison de la précipitation des acides
gras libérés (Marchal & Bourdon, 1973).

7.3. RECHERCHE DES SUCRES
7.3.1. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE AMYLOLYTIQUE

Pour tester I’hydrolyse de I’amidon, 2 g d’amidon soluble sont incorporés dans 200 ml
de milieu nutritif a base d’agar. Aprés stérilisation par autoclavage, le milieu est réparti dans
des boites de Pétri stériles. L’évaluation se réalise quotidiennement en ajoutant du lugol sur la
surface des boites. Le milieu prend une coloration bleue partout sauf aux endroits ou I’amidon

a ete degradeé (Gordon et al ; 1974, Marchal et Bourdon ; 1973).
7.4. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE UREOLYTIQUE (UREE HYDROLASE)

L’activité uréase des bactéries extrémophiles a été évaluée en utilisant le milieu
FERGUSSON (milieu urée-indole) distribué en tubes. Chaque tube a été ensemencé de
maniere abondante avec une culture jeune de la souche a tester, a I’aide d’une anse stérile. Les

tubes ont ensuite été homogénéisés par agitation au vortex, puis incubés a 30 °C.

Les résultats ont été observés apres 24 heures d’incubation et suivis jusqu’au dixieme jour. La
présence d’une uréase active est indiquée par ’hydrolyse de 1’'urée en ammoniac (NHs), ce
qui entraine une augmentation du pH et provoque un changement de couleur de I’indicateur,

qui vire au rouge violacé (Joffin et Leyral ; 2006).
7.5. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE PECTINOLYTIQUE

L’activité pectinase a été évaluée en cultivant les souches sur un milieu solide, réparti
dans des boites de Pétri. Aprés ensemencement, les cultures ont été incubées a 30 °C pendant

sept jours. A Iissue de cette période, les boites ont été recouvertes d’une solution d’acétate de
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cuivre 2 10 % durant 15 minutes. L’apparition d’un halo clair autour des colonies traduit

I’hydrolyse de la pectine et révéle une activité pectinolytique (Hankin et al., 1971).
7.6. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE CHITINOLYTIQUE

L’activité chitinase a été évaluée en utilisant un substrat naturel compos¢ de carapaces de
crevettes. Les carapaces ont été soigneusement lavées, séchées puis broyées en une poudre
fine(Figure5).

Ensuite, la capacité d’un isolat a dégrader la chitine est réalisée en le cultivant sur un milieu
contenant de la chitine comme seule source de carbone. Apres incubation, I’activité
chitinolytique est mise en évidence par I’apparition d’une zone claire autour des colonies,
traduisant I’hydrolyse de la chitine en ses monomeéres. Ce test repose sur la dégradation

enzymatique de la chitine par des chitinases produites par 1’isolat (Hsu et Lokwood, 1975).
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Figure 05 : Procédé d’Extraction de la Chitine a partir des Carapaces de

Crevettes
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ChapitrelV.Résultats et discussions

1. CARACTERISATION PHENOTYPIQUE :
1.1. INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE SUR LA DIVERSITE DES SOUCHES ISOLEES A

PARTIR DE LA SEBKHA DE OUED DJEMAA

12

Nombre des souches
[EEN
i (o)) [ole] o

N

0 .

ISP2 Asparagine GLM Bennet

H Milieu de culture

Figure 06 : Distribution des isolats selon le milieu de culture

Les milieux ISP2 et GLM se sont révéles les plus efficaces pour I’isolement de bactéries
extrémotolérantes issues de la sebkha d’Oued Djemaa, chacun ayant permis d’isoler 10
souches bactériennes. En revanche, les milieux a base d’asparagine et Bennett ont montré un
faible voire une absence d'efficacité (figure ?). Une seule souche présentant des
caractéristiqgues d’actinomycétes a été isolée, ce qui pourrait s’expliquer par leur faible
abondance dans les environnements hypersalins ou par une inadéquation des milieux de
culture utilisés (Oren, 2011 ; Mohammadipanah & Wink, 2016 ; Okoro et al., 2009). Ces
résultats soulignent la nécessité d’optimiser les milieux et les conditions de culture pour

favoriser I’isolement de bactéries d’intérét, notamment les actinomycetes.

1.2. PURIFICATION

La purification représente une étape clé préalable a toute identification bactérienne. Cette
procédure vise a obtenir des colonies bien distinctes et isolées, condition essentielle pour
garantir une identification précise et fiable. Les photographies ci-aprés présentent les résultats
de la purification de certaines souches de bactéries extrémotolérantes isolées a partir de la
sebkha d’Oued Djemaa, cultivées sur les milieux ISP2, GLM et GN (figure 6).
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Figure 07 : Photographie de neuf souches extrémotolérants (1, 2, 5, 7, 11, 12, 14,
17,18) isolées de la Sebkha

1.3. IDENTIFICATION MACROMORPHOLOGIQUE
Tableau Il : Aspect macroscopique et caractéres culturaux de quelques colonies

isolées a partir des échantillons de la sebkha d’Oued Djemaa

Numeéro de Description microscopique a I’état frais Description
la souche microscopique apres

coloration de Gram

Al Bacilles fins filamenteux, allonges et Gram +

Iégerement incurvés, mobile

A2 Filaments longs et fins avec fragmentation en Gram +

bacilles courts

A3 Bacilles droits, légerement mobiles Gram -

A4 Tres petits coque immobiles, regroupés en Gram +
amas

A5 Tres petits coccis immobiles, largement Gram +

disperses dans le champ

A6 Tres petits bacilles, isolés ou rassemblés en Gram +

petit amas (3 a 4 cellules), trés mobiles

A7 Coccis trés nombreux, bien dispersés Gram +

A8 Coccis alignés en bandes paralléles, trés Gram +
denses

A9 Coques isolés ou rassemblés en deux ou en Gram +

chainettes, mobiles
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Al0 Petits Coque, répartis en amas irréguliers Gram -
All Coccis ovoides, en chainettes, immobiles Gram +
Al2 Petits Coccis isolés ou rassemblés en amas Gram +
Al3 Filaments ramifiés immobiles Gram +
Al4 Batonnets isolés, parfois incurvés, de tailles Gram -
différentes
Al5 Tres petits coque immobiles, regroupés en Gram +
amas
Al6 Coccis trés nombreux, bien dispersés Gram +
Al7 Coques isolés ou regroupés en amas Gram +
Al8 Coccis isolés, de différentes tailles et de Gram -

différentes épaisseurs

Al9 Tres petits bacilles, isolés, de différentes Gram -
tailles et de

différentes épaisseurs

A20 Coccis isolés ou rassemblés en amas ou en Gram +
chainettes,
Immobiles

A21 Coccis isolés, en paires, en Gram -
Chainettes

Parmi les 21 souches bactériennes isolées et purifiées, 19 ont été identifiées comme
bactéries extrémotolérantes et 1 comme actinomycétes présumé. Apres une incubation de 30
jours a 30°C, une souche (Al) a présenté un aspect macroscopique caractéristique des
actinomycetes : des colonies d’aspect poudreux ou rugueux, bien incrustées dans le milieu de
culture utilisé (Tableau 02).

Sur le plan morphologique, la majorité des colonies observées étaient de forme
circulaire, et la plupart se présentaient sous forme punctiforme. La couleur dominante

observée chez les bactéries extrémotolérantes était le beige, notée chez 7 des 21 isolats.
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1.4. IDENTIFICATION MICROMORPHOLOGIQUE
Les résultats des observations microscopiques réalisées a I’état frais et apres coloration de

Gram des bactéries extrémotolérants sont mentionnés dans le tableau 03 et la figure 15.

Tableau 111 : Description microscopique des 21 souches extrémotolérants isolées
de la Sebkha
Numéro Description Description
de microscopique a I’état microscopique
la souche frais apres
coloration de
Gram
Al Bacilles fins filamenteux, Gram +
allongés et legerement
incurvés, mobile
A2 Filaments longs et fins avec Gram +
fragmentation en bacilles
courts
A3 Bacilles droits, légérement Gram -
mobiles
A4 Tres petits coque Gram +
immobiles, regroupés en
amas
A5 Tres petits coque Gram +
immobiles, largement
dispersés dans le champ
A6 Tres petits bacilles, isolés Gram +
ou rassemblés en petit amas
(3 a 4 cellules), tres mobiles
A7 Coque trés nombreux, bien Gram +
disperses
A8 Coque alignés en bandes Gram +
paralleles, trés denses
A9 Coques isolés ou Gram +
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Al0

Petits Coque, répartis en

amas irréguliers

Gram -

All

Coques ovoides, en

chainettes, immobiles

Gram +

Al2

Petits Coques isolés ou

rassemblés en amas

Gram +

Al3

Filaments ramifiés

immobiles

Gram +

Al4

Batonnets isolés, parfois
incurvés, de tailles

différentes

Gram -

Al5

Tres petits coque
immobiles, regroupés en

amas

Gram +

Al6

Coque trés nombreux, bien

disperses

Gram +

Al7

Coques isolés ou regroupes

en amas

Gram +

Al8

Coque isolés, de différentes
tailles et de

différentes épaisseurs

Gram -

Al9

Tres petits bacilles, isolés,
de différentes tailles et de

différentes épaisseurs

Gram -

A20

Coques isolés ou
rassemblés en amas ou en
chainettes,

Immobiles

Gram +

A21

Coque isolés, en paires, en

Chainettes

Gram -

37




ChapitrelV.Résultats et discussions

Parmi les 21bactéries extremotolérants isolées et choisies, 15 d'entre elles (71%) étaient Gram
positif tandis que 6 étaient & Gram négatif (29%) (voir Figure 05).

OGram+ OGram -

Figure 08 : Répartition des bactéries extrémotolérants selon le type de

Gram.

Bactéries a Gram positif

O Bacille Filament O Sphérique O

Bactérie a Gram négatif

43%

57%

O Bacille Sphérique

Figure 09 : Répartition des bactéries extrémotolérantes selon les différentes

formes cellulaires.

L’observation microscopique des souches isolées de la sebkha d’Oued Djemaa révele une
nette prédominance de bactéries Gram positives, en majorité sous forme de coques. Cette
abondance est probablement liée a leur paroi cellulaire épaisse, riche en peptidoglycane, qui

leur confere une résistance accrue aux conditions extrémes telles que la salinité, la sécheresse
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ou les rayonnements UV (Reverdy et al., 2024). A I’inverse, les bactéries Gram négatives, a
paroi plus fine, sont généralement plus sensibles a ces stress.

Les coques observées étaient soit isolées, soit en paires ou en chainettes, suggérant des genres
halotolérants comme Halobacillus ou Virgibacillus. Deux souches bacillaires Gram positives
(souches 1 et 6) pourraient appartenir au genre Bacillus, reconnu pour sa sporulation et sa
résistance en milieux extrémes.

Parmi les isolats, deux souches filamenteuses ont été identifiées comme des
actinomycetes. L’une d’elles présentait une colonie grisatre avec un pigment rouge diffusible,
ce qui est trés caractéristique du genre Streptomyces, en particulier d’espéces halotolérantes
comme S. coelicolor ou S. griseus, bien connues pour leur production de métabolites bioactifs
en milieu salin (Menasria et al., 2022 ; Vahidi et al., 2023). Cette observation suggére un
potentiel biotechnologique intéressant, notamment en matiére de production d'antibiotiques ou

d’enzymes.

Figure 10 : Aspect microscopique de différentes souches d’actinomyceétes

apres coloration de Gram (Gx100)
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Figure 11 : Photographies de l'observation microscopique apres coloration de
Gram de quelques bactéries au microscope optique au grossissement G X100.

1.5. IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE
1.5.1. IDENTIFICATION PAR GALERIE API 20 :
Les résultats des différents caractéres biochimiques des souches mis en évidence par la

galerie Api 20F sont réunis dans le tableau 1V.

Tableau IV : Resultats de la galerie Api20E des isolats provenant de la sebkha
d’Oued djemaa
souche [ONP |AD |LD [OD |CI |H2 |UR |GE |GL |MA [IN [SO |SA |[ME |[AM |AR
S G H |IC C |[TI|S [ E |L [U N O R |IC L Y |A
Al - - - - - - |- + |+ [+ + + |+ [+ | -
A2 - + - - - |- + [+ |+ - - - - - -
A3 - + - S O N L - - - -
Ad + - - + + |+ |- - + | + |- - - - -
A5 - + - S N N + [+ |+ +
AG - + - - - |- + | + - - - - + - -
AT - + - B+ - B+ - B+ |+ F + [+ |+ | - -
AS - + + |+ + |+ |- - + - - - - - - -
A9 - + - B+ - K+ - F M+ | - - - ) - -
A10 - + - - + |- + - + - - - - - + +
All |- + - | + - - 0+ - - - ) - -
Al2 |- - - + - - - Pk - - - -
Al3 |- - - -+ |- -+ + |+ |+ | -
Al4 + + - + - |- - - + - - - - - + -
Al5 |+ - -+ - + [+ |+ +
Al6 |- - - + + - - 0k + - | - -
Al7 |- - o o "R U O R + - - | - -
Al8 |+ + - | N S o - - - ) + |+
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A19 |- - - = - |k + |- + - - - - - - -
A20 |- + + |+ + | - + |+ - - - - - -
A21 |+ + - - =5 s = = + - - - - - - R

On observe une grande diversité entre les souches dans leur capacité a utiliser les glucides
(GLU, MAN, INO, SAC, etc.) et a produire des enzymes (URE, GEL, AMY). Cela suggeére
que ces souches appartiennent a des especes différentes ou présentent des adaptations
métaboliques variées selon leur environnement.

- GLU (glucose) est fermentée par presque toutes les souches, ce qui montre une
capacité de base a utiliser le glucose comme source d’énergie (sauf A16).

- Les souches Al, A5, A7, Al3, Al5, Al18 sont les plus actives vis-a-vis des
sucres (plus de 6 sucres fermenteés).
- GEL (gélalatinase) est positive chez quelques souches, ce qui indique une activité
proteolytique, compatible avec des environnements pauvres en nutriments.
- URE (uréase) est positive chez des souches. Cela pourrait refléter une capacité a
survivre dans des milieux azotés ou stressés.
- AMY (amylase) est positive chez certaines souches (A10, Al4, Al8), ce qui suggere
que peu d'entre elles produisent de I'amylase pour hydrolyser I'amidon.
- Ces activités sont peu fréquentes (la plupart des souches sont négatives), ce qui
pourrait refléter une spécialisation differente du metabolisme azoté ou une expression
conditionnelle de ces enzymes.
- La LDC (lysine décarboxylase) est uniquement positive chez A8 et A20.
- L'ADH (arginine dihydrolase) est positive chez 12 souches, montrant un potentiel
modéré d'utilisation de l'arginine.
- La Production de H2S est positive chez A4, A7, A8, A9, Al13, Al6, ce qui peut
indiquer la présence d'enzymes de type thiosulfate réductase, courante chez certaines
entérobactéries ou bactéries halophiles.
- ONPG (activité B-galactosidase) est positif uniquement chez A4, Al4, Al5, AlS8,
A21. Ces souches sont capables de dégrader le lactose ou ses dérivés, ce qui n’est pas
universel chez les bactéries environnementales.
- CIT (utilisation du citrate) : 7 souches positives, dont A4, A8, A10, All, Al2, Al6,

A20 ont la capacité a utiliser le citrate comme unique source de carbone (figure 12 ).
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La souche Al

La souche A20
Figure 12 : Résultats de la galerie Api20E de quelques souches isolées a

partir de la sebkha d’Oued Djemaa

1.5.2. LARECHERCHE DE LA CATALASE :

Tableau V : mise en évidence de ’activité catalase chez les isolats

bactériens
La souche Test catalase La souche Test catalase
Al - All -
A2 - Al2 -
A3 - Al3 -
A4 + Al4 -
A5 + Al5 -
A6 + Al6 +
A7 - Al7 -
A8 + Al8 -
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A9 - Al9 -
Al0 + A20 +
A21 -

Parmi les 21 souches isolées, 7 ont montré une activité catalasique positive, contre 14
négatives (tableau V). La catalase étant une enzyme de défense contre le stress oxydatif, sa
présence indique genéralement un métabolisme aérobie ou aérobie facultatif (Madigan et al.,
2017 ; Madigan et al., 2021). La prédominance de souches catalase négatives pourrait
suggérer une adaptation a des conditions anaérobies ou microaérophiles, fréquentes dans les
environnements hypersalins (Oren & Garrity, 2021). Ce résultat reflete la diversité
physiologique des bactéries extrémotolérantes isolées et I'importance des tests enzymatiques

dans leur caractérisation.

1.5.3. LA RECHERCHE DE L’OXYDASE

Tableau VI : Test oxydase

La souche Test oxydase La souche Test oxydase
Al - All -
A2 - Al2 -
A3 + Al13 -
Ad - Al4 -
A5 - Al5 -
A6 + Al6 -
A7 - Al7 -
A8 + Al8 -
A9 - Al9 -
Al0 - A20 +
A21 +

Parmi les 21 souches étudiées, 5 souches (A3, A6, A8, A20 et A21) se sont révélées oxydase
positives, indiquant un métabolisme respiratoire aérobie actif impliquant le cytochrome c
oxydase. Les autres souches ont montré un profil oxydase négatives, ce qui suggére un

métabolisme fermentatif ou une respiration alternative, fréquent chez les entérobactéries ou
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les bactéries vivant en milieu pauvre en oxygene. Ce test permet donc de différencier les
profils métaboliques des souches, et montre une diversité physiologique parmi les bactéries
extrémotolérantes isolées (tableau VI).

1.5.4. MANNITOL MOBILITE

Le jaunissement observé en surface du milieu chez les souches Al, A5, Al3 et A20
indique une fermentation partielle du mannitol en conditions aérobies (figure 13). Ce
changement limité a la surface suggere que ces souches sont immobiles, 1’acidification ne
s’étendant pas dans la profondeur du tube. Ce résultat traduit une utilisation du mannitol en
présence d’oxygene, et montre une certaine adaptation métabolique a des environnements
oxydés, comme les surfaces exposées a I’air. Ainsi, ce test renseigne a la fois sur la capacité
fermentaire des souches vis-a-vis du mannitol et sur leur mobilité. Les souches testées ici
semblent immobiles mais capables de fermenter partiellement le mannitol, ce qui peut étre un
indicateur de leur adaptation métabolique a des environnements oxygénés en surface, comme

les crodtes salines ou les interfaces air-eau.

Figure 13 : Résultats de mannitol mobilité de quelques souches
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1.5.5. PIGMENT MELANOIDE

La souche Al a produit des pigments mélanoides uniquement sur les milieux ISP2 et 1SP4,
mais pas sur les autres (figure 14). Cela montre que la composition du milieu influence
fortement la production pigmentaire, en particulier la présence de sources comme le malt, la
levure ou I’amidon. Ce type de production est typique de certaines bactéries comme les
actinomycétes, capables de synthétiser des métabolites secondaires. Ces derniers présentent
un intérét biotechnologique potentiel, notamment pour le développement de colorants
naturels, d’antioxydants ou de composés antimicrobiens issus de bactéries extrémophiles (El-

Naggar et al., 2020).

Al surISP1 A1l sur ISP4

Figure 14 : Résultat de pigment mélanoide produit par la souche Al isolée a
partir de la sebkha d’Oued Djemaa

46



ChapitrelV.Résultats et discussions

1.6. IDENTIFICATION PHYSIOLOGIQUE

1.6.1. EFFET DE LA TEMPERATURE SUR LA CROISSANCE DES ISOLATS

Tableau VII : Résultats de I’effet de la température sur la croissance des bactéries

isolées a partir de la sebkha d’Oued Djemaa

Température
La 4°C 37°C 50°C
souche

Al +++ + -
A2 +++ - -
A3 +++ - -
Ad - + +++
A5 +++ + -
A6 + + +++
A7 - - +++
A8 +++ ++ -
A9 - - +++
A10 + + +++
A1l - + ++
A12 -+ + -
Al3 +++ ++ +
Al4 - + +++
Al5 - + +++
Al16 - + ++
A17 - + ++
Al8 + ++ ++
Al9 + + ++
A20 - + +++
A21 + + +++

(-) : Absence de croissance
(+) : Présence de croissance

(++) : Croissance moyenne
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(+++) : Forte croissance

Les résultats de 1’étude de la croissance bactérienne a différentes températures
(4°C, 37°C et 50°C) révelent une grande variabilité des profils de croissance thermique
(tableau V1I).

Les souches A2 et A3 ont montré une croissance uniquement a 4 °C, ce qui
suggeére un caractere psychrophile. La présence de souches psychrophiles (A2, A3) est
intéressante dans un milieu saharien, suggérant soit une adaptation a des micro-niches froides
(zones ombragées, humidité résiduelle), soit une tolérance a de fortes amplitudes thermiques.
En paralléle, les souches thermophiles (A7, A9), capables de croitre a 50 °C uniquement,
refletent une adaptation a des conditions extrémement chaudes en surface, fréquentes en été
dans les sebkhas (Vargas et al., 2020).

A TPinverse, les souches A7 et A9, qui n'ont poussé qu'a 50 °C, peuvent étre
considérées comme thermophiles. La majorité des autres souches, telles que A5, A8, Al0,
Al3, Al18, A21, ont présenté une croissance a 37 °C (avec ou sans croissance a d'autres
températures), ce qui indique un profil mésophile ou mésotolérant, fréquent chez les bacteries
environnementales. Ce profil est typique des bactéries environnementales, mais la tolérance
simultanée au froid ou a la chaleur observée chez certaines d’entre elles (ex. A6, A10, Al3,
A18) indique une plasticité thermique, précieuse pour leur survie en environnement hostile.
Ces résultats confirment I’intérét écologique et biotechnologique de ces souches
extrémotolérantes, capables de fonctionner dans des conditions de température tres variables
(Amoozegar et al., 2019 ; Oren, 2021).
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1.6.2. EFFET DE PH

Tableau VII1 : Effet du pH sur la croissance des isolats

Ph
La 4 7 9
souche
Al +++ + -
A2 +++ + -
A3 + ++ +++
Ad +++ + -
A5 + + +
A6 - - +++
A7 +++ - -
A8 +++ + +
A9 +++ - -
A10 + + +
A1l + + +
A12 ot - -
A13 + + +
Al4 + +++ +
Al5 - +++ -
Al6 +++ ++ -
Al7 - + +++
Al18 - ++ -
Al9 + + +++
A20 +++ + +
A21 +++ ++ +

(-) : Absence de croissance
(+) : Présence de croissance
(++) : Croissance moyenne

(+++) : Croissance forte
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L’étude de la croissance a différents pH (4, 7 et 9) a mis en évidence une diversité
physiologique marquée parmi les souches isolées de la sebkha d’Oued Djemaa (tableau VIII).
Trois profils principaux ont été identifiés :

Les souches A7, A9 et A12 ont montré une croissance uniquement a pH 4, ce qui
les qualifie d’acidophiles. Cette capacité a tolérer des milieux acides peut refléter une
adaptation a des micro-environnements localement acidifiés, par exemple par des dépbts
organiques ou certaines réactions chimiques du sol (Narsing Rao et al., 2022).

La souche A6 s’est développée exclusivement a pH 9, ce qui en fait une basophile
stricte. De telles bactéries alcaliphiles sont souvent rencontrées dans des environnements
salins évaporitiques ou le pH peut s’¢lever du fait de la concentration en ions carbonates ou
hydroxydes (Oren, 2021). Les souches A15 et A18, qui poussent uniquement ou
préférentiellement a pH 7, sont classées comme neutrophiles, indiquant une adaptation a des
conditions plus modérées et stables.

La majorité des autres souches, comme A3, A8, A14, A21, ont montré une croissance
a plusieurs valeurs de pH, traduisant une tolérance aux variations de pH. Cette plasticité
physiologique est souvent observée chez les bactéries extrémotolérantes, leur permettant de
survivre dans des milieux a forte variabilité physico-chimique, typiques zones humides

salines (Ventosa et al., 2015 ; Amoozegar et al., 2019).

1.6.3. LASALINITE
Tableau IX : Effet de la salinité sur la croissance des isolats provenant de la
sebkha d’Oued djemaa

Nacl
La 5% 10% 15%
souche

Al - ++ +++
A2 - + ++
A3 +++ + -
Ad +++ ++ -
A5 +++ ++ +
A6 +++ - -
A7 +++ - -
A8 - - +++
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A9 + + ++
A10 ot - -
All et - -
Al12 - - +++
Al13 ++ + +
Al4 T+ - -
A15 ot + -
Al6 ++ ++ -
Al7 +++ +++ -
A18 +++ ++ +
A19 ++ +++

A20 - - +++
A21 +++ - -

(-) : Absence de croissance
(+) : Présence de croissance
(++) : Croissance moyenne

(+++) : Croissance forte

L’évaluation de la croissance bactérienne en présence des concentrations
croissantes de NaCl (5 %, 10 %, 15 %) a permis de classer les souches selon leur tolérance a
la salinité. Certaines souches comme A5 et A9 ont montré une bonne croissance a toutes les
concentrations testees, traduisant un caractére halophile modéré. Ces souches sont capables de
prospérer dans des conditions salines typiques des sebkhas.

Les souches A2, A8, Al2 et A20, quant a elles, n'ont montré de croissance
significative qu’a 15 % de NaCl, ce qui indique une forte tolérance (tableau 1X). Elles peuvent
étre considérées comme halophiles extrémes, car leur croissance est strictement dépendante
de conditions fortement salines. Ce type d’adaptation est courant chez des bactéries isolées de
milieux hypersalins concentrés ou évaporitiques (Gunde-Cimerman et al., 2018).

En revanche, des souches comme A6, A7, A10, All, A21 ont montré une
croissance uniquement a faible salinité (5 %), ce qui témoigne d’une tolérance limitée au sel.
Cela peut s’expliquer par leur appartenance a des genres moins spécialisés dans les
environnements hypersalins, ou par leur localisation dans des micro-niches moins

concentrées.
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La diversité des profils halotolérants observés montre la variabilité osmotique
naturelle des sebkhas, ou I’humidité, 1’évaporation et la concentration en sels changent au
cours des saisons. Une telle variabilité permet la coexistence de souches halotolérantes,
halophiles et halophiles extrémes dans un méme site.

1.7. LA MISE EN EVIDENCE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

Les bactéries extrémotolérantes productrices d’enzymes telles que la protéase, la
lipase, ’amylase , I’'uriase , la pectinase et la chitinase constituent des outils précieux pour le
développement et la biotechnologie industrielle et commerciale notamment dans les domaines
de I'industrie alimentaire , du textile , du traitement des déchets ainsi que dans les applications
medicales .

Dans notre étude, nous avons travaillé sur 21 souches afin de tester la présence ou
I’absence d’activités hydrolytiques sur des substrats tels que I’amidon, la cas€ine, la gélatine,
le tween 80, I'urée, la pectine et la chitine. Les résultats montrent que la production des
activités enzymatiques a été observée chez la majorité des isolats étudiés.

1.7.1. RECHERCHE DES PROTEASES
1.7.1.1. DEGRADATION DE LA CASEINE

Parmi les 21 souches étudiees des bactéries extrémotolérantes, 15 souches
possedent I’enzyme (casé€inase).

La caséine dans la gélose au lait écrémé a été hydrolysé par une caseinase
produite par ces bactéries extrémotolérantes, cette activité se traduit par I’apparition d’un halo
clair autour de la colonie (figure 15).

Cette activité enzymatique, typique des bactéries extrémotolérantes, présente un
fort potentiel biotechnologique, notamment en conditions industrielles extrémes (Dumorné et
al., 2017). Sa présence dans un environnement comme la sebkha indique une adaptation aux
conditions extrémes et une capacité a exploiter les ressources limitées (Ali et al., 2021).
L’absence d’activité chez certaines souches suggere des différences métaboliques ou une

régulation variable de I’enzyme.
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Figure 15 : Résultat du test d’activité caséinolytique

1.7.1.2. DEGRADATION DE LA GELATINE

Apres incubation des tubes contenant de la gélatine en présence de la souche
bactérienne testée, les tubes sont placés au réfrigérateur pendant 30 minutes pour confirmer la
liquéfaction.

Nos résultats de 21 souches étudiées montrent que 07 souches ont pu produire I’enzyme
de gélatinase.

Cette activité se traduit par liquéfaction de milieu cela indique que la gélatine a été
hydrolysée par I’enzyme gélatinase produite par la bactérie (résultat positif) (figure 16).

La production de gélatinase par certaines souches bactériennes isolées de sebkha
représente un avantage d’adaptation dans des environnements pauvres en azote, en leur
permettant de dégrader des protéines complexes comme la gélatine pour acceder a des sources
d’azote organique (Ali et al., 2021). Ces enzymes, stables en conditions extrémes, sont
également prometteuses pour des applications biotechnologiques variées, notamment en
cosmétique, pharmacie et traitement des déchets protéiqgues (Dumorné et al., 2017 ;
Antranikian, 2007). L’absence d’activité enzymatique chez d’autres souches pourrait résulter

d’une régulation différentielle ou d’une spécialisation métabolique vers d’autres substrats
(Zhou et al., 2019).
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Figure 16 : Résultat de test gélatinase

1.7.2. DEGRADATION DES LIPIDES
1.7.2.1. DEGRADATION DU TWEEN 80

Figure 17 : Résultat du test de I’hydrolyse du tween 80
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Parmi les 21 souches testées, 10 ont montré une activité lipasique en hydrolysant
le Tween 80, comme en témoignent les zones opaques observées autour des colonies,
traduisant la formation d'acides gras insolubles (figure 17).

L’hydrolyse du Tween 80 par 10 souches témoigne de la production de lipases
extracellulaires, enzymes capables de dégrader les esters lipidiques en acides gras et alcool.
Ces résultats suggérent une adaptation métabolique permettant ’exploitation de sources
lipidiques disponibles dans des environnements hostiles, comme les sebkhas, souvent pauvres
en nutriments facilement assimilables (Ali et al., 2021).

Les lipases produites par des bactéries extrémotolérantes présentent un fort intérét
industriel en raison de leur stabilité dans des conditions extrémes (températures élevées, pH
variés, forte salinité), ce qui les rend utiles dans les domaines de la biodégradation, des
détergents, de la synthése d’esters ou de la biocatalyse (Dumorné et al., 2017 ; Antranikian,
2007).

1.7.3. DEGRADATION DES SUCRES
1.7.3.1. DEGRADATION DE L’AMIDON

Parmi les 21 souches extrémotolérantes testées, seules 3 ont montré une activité
amylolytique, indiquant une capacité limitée a hydrolyser I’amidon (figure 18). Cette activite,
révélée par un halo clair aprés ajout de lugol, suggeére la production d’amylases
extracellulaires. La faible fréquence de cette activité peut s’expliquer par une adaptation des
souches a d'autres substrats plus disponibles dans les environnements salins, comme les
proteines ou les lipides (Ali et al., 2021).

Malgré cela, les amylases produites par des bactéries extrémophiles ou
extrémotolérantes présentent un fort intérét biotechnologique en raison de leur stabilité en
conditions extrémes, ce qui est recherché dans les secteurs agroalimentaire ou bioénergétique
(Dumorné et al., 2017 ; Ghosh et al., 2020).
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A18 : amidon

TABLEAU X : Résultats des activites enzymatiques des 21 souches sélectionnées

Souche La La

caséinas gélatina Tween Amidon

e se 80
Al + + + -
A2 + + + -
A3 - - - -
Ad - - - -
A5 + + + -
A6 - - + -
A7 + + + -
A8 ~ - - -
A9 + - - -
A10 + - + +
All - n ; ;
Al2 - - - -
Al3 E 5 - -
Al4 + - - +
A15 + - + -
Al6 + - + -
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Al7 - + - -
Al8 + + + +
A19 + - + -
A20 + - - -
A21 + - - -

L’analyse comparative des 21 souches extrémotolérantes montre une grande variabilité
enzymatique. L’activité caséinolytique est la plus répandue, observée chez 15 souches, tandis
que l’activité amylolytique reste rare avec seulement 3 souches positives (A10, Al4, AlS).
Dix souches possédent une activité lipasique détectée par 1’hydrolyse du Tween 80, et 8
présentent une activité gélatinolytique (tableau X).

Parmi elles, la souche A18 se démarque nettement en exprimant les quatre
activités enzymatiques testées, ce qui témoigne d’un potentiel hydrolytique complet. De plus,
cette souche a montré une tolérance aux conditions extrémes (pH basique, forte salinité,
température élevée), ce qui renforce son intérét pour des applications biotechnologiques dans
des procédés industriels tres exigeants.

Les souches Al, A2, A5 et A7, positives pour la caséinase, la gélatinase et la
lipase, présentent également un bon potentiel, bien qu’elles soient dépourvues d’activité
amylolytique. A I’inverse, certaines souches comme A3, A4, A12 et A13 n’ont révélé aucune
activité dans les conditions de test, ce qui pourrait indiquer une régulation conditionnelle de
leurs enzymes ou une spécialisation vers d’autres fonctions métaboliques orientée vers
d'autres fonctions que 1’hydrolyse de macromolécules (Zhou et al., 2019 ; Dumorné et al.,
2017). Ce type de résultat est fréquent chez les bactéries vivant en milieux extrémes, ou la
flexibilité métabolique est souvent dictée par la rareté et la nature des ressources disponibles
(Ali et al., 2021).

1.7.4. DEGRADATION D’AUTRES SUBSTRATS
1.7.4.1. DEGRADATION DE L’UREE

Presque toutes les souches des bactéries extrémotolérantes étudiées ne possédent pas de
I’enzyme uréase, a ’exception de 05 souches A19, A6, A18, Al10 et A2 (figure 19).

L’uréase permet d’hydrolyser 1'urée contenue dans le milieu de Fergusson, et la
libération de I’ammoniac (NHz) fait virer I’indicateur au rose violacée (alcalinisation du

milieu).
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Al

Test d'uréase h

Figure 19 : Résultat de test uréase

1.7.4.2. DEGRADATION DE LA PECTINE

Le test de recherche de la pectinase s’est révélé négatif pour I’ensemble des
souches bactériennes extrémotolérantes étudiees (Al a A21), indiquant I'absence apparente de
cette activité enzymatique dans les conditions expérimentales utilisées (figure 20). Ce résultat
peut étre interprété de différentes fagons : soit ces souches ne possédent pas 1’enzyme
pectinase, soit I’expression de cette enzyme est régulée par desconditions spécifiques non
reproduites dans le laboratoire (par exemple un pH acide ou une température optimale

spécifique) (Jayani et al., 2005 ; Sharma et al., 2013).

De plus, le fait que ces souches aient été isolées d’un environnement salin, ou la
matiére végétale est rare, suggere qu’elles n’ont pas évolué¢ de mécanismes de dégradation de
la pectine, un polysaccharide essentiellement présent dans les parois cellulaires des plantes. Il
est donc possible que la production de pectinase n’apporte aucun avantage sélectif dans un tel

milieu, ce qui expliquerait son absence (Samtani et al., 2021).

58



ChapitrelV.Résultats et discussions

Figure 20 : Résultat du test de recherche de la pectinase

1.7.4.3. DEGRADATION DE LA CHITINE

Le résultat de la dégradation de la chitine a révélé que 4 souches sur les 21
bactéries extrémotolérantes étudiées présentent une activité chitinolytique. Cette activité a été
mise en évidence par ’apparition d’un halo clair autour des colonies sur le milieu contenant
de la chitine, indiquant ’hydrolyse de ce polymeére (figure 21).

Il est important de souligner que la chitine utilisée dans ce test a été extraite a
partir de déchets de carapaces de crevettes, ce qui confere a ce travail une double valeur :
scientifique et environnementale. En effet, cette approche permet a la fois de valoriser un
sous-produit marin souvent mal exploité et d'explorer le potentiel enzymatique de bactéries
capables de le dégrader. Cela s’inscrit dans une démarche d’économie circulaire et de
biovalorisation durable des déchets marins. Ce resultat suggere que certaines souches
extrémotolérantes pourraient étre exploitées pour produire des chitinases halotolérantes, utiles
dans diverses applications biotechnologiques comme le traitement de déchets chitineux, la
production de chito-oligosaccharides a haute valeur ajoutée ou encore le biocontrble. Des
études récentes confirment cet intérét, notamment avec des bactéries comme Bacillus
paralicheniformis ou Vibrio harveyi, capables de produire des chitinases efficaces en
conditions salines (Zhang et al., 2024 ; Li et al., 2023).
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ChapitrelV.Résultats et discussions

Figure 21 : Résultat de I’activité chitinolytique chez les isolats

provenant de la sebkha d’Oued Djemaa
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Conclusion

L’étude de la diversité bactérienne extrémotolérante dans la sebkha d’Oued Djemaa a
permis de mettre en évidence la capacité de certaines souches microbiennes a survivre et se
développer dans un environnement extréme, notamment une salinité élevée.

Les 21 souches isolées ont fait I’objet d’une caractérisation phénotypique préliminaire a
travers des tests morphologiques, biochimiques et physiologiques, incluant notamment la
coloration de Gram, permettant de distinguer les bactéries & Gram positif et Gram négatif
selon leur forme et leur mode d’organisation cellulaire.

Les résultats obtenus révélent non seulement la grande richesse microbienne de cet
écosysteme, mais offrent également des perspectives intéressantes en biotechnologie. En
effet, certaines souches comme la A18 pourraient produire des enzymes actives dans des
conditions extrémes, ouvrant ainsi la voie a des applications potentielles dans les domaines
de la santé, de I’industrie agroalimentaire ou environnementale, ou encore dans la recherche

de molécules bioactives d’intérét.

Au-dela de I’aspect applicatif, cette étude contribue a une meilleure compréhension des
mécanismes d’adaptation et d’évolution des micro-organismes dans les milieux hostiles. Elle
constitue également une base pour des recherches futures pour approfondir 1’étude des
bactéries extrémo tolérantes isolées des milieux extrémes et qui portera sur :

1. L’Identification moléculaire des souches isolées : Le recours au séquencage du gene
16S rRNA permettrait une identification précise des especes bactériennes et une meilleure
comprehension de leur phylogénie.

2. La caractérisation approfondie des enzymes produites : Il serait pertinent d’optimiser
les conditions de production enzymatique (pH, température, substrat) et de caractériser leurs
propriétés catalytiques pour une potentielle valorisation biotechnologique.

3. L’études métagénomiques et métabolomiques: L’analyse directe de I’ADN
environnemental ou des métabolites présents dans la sebkha pourrait révéler une diversité
microbienne encore non cultivable, ainsi que des voies métaboliques originales.

4. L’étude des interactions microbiennes dans 1’écosystéme salin: Comprendre les
relations (coopération, compétition) entre les souches pourrait apporter un éclairage sur les
mécanismes de coexistence et de résilience dans les milieux extrémes.

5. L’évaluation du potentiel antimicrobien ou biotechnologique des souches: Tester les
extraits bactériens pour détecter d’éventuelles activités antimicrobiennes, antioxydantes ou

industrielles (détergence, bioénergie, etc.) pourrait déboucher sur des applications concretes.
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6. La surveillance écologique et conservation : Mener des études a plus long terme sur
I’impact des changements climatiques ou des activités humaines sur la biodiversité

microbienne des sebkhas contribuerait a la préservation de ces écosystémes fragiles.

Ces travaux permettront de mieux appréhender le fonctionnement global de ces milieux

extrémes, tout en explorant leur potentiel biotechnologique encore largement sous-exploité.
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Milieux de culture

Bouillon nutritif

Extrait de viande 1lg
Extrait de levure 29
Tryptone 59
Chlorure de sodium (NaCl) 5g
Eau distillée 1000 ml
pH =07

¢ Gélose nutritive

Extrait de viande 1g
Extrait de levure 29
Tryptone 59
Agar Agar 159

Chlorure de sodium (NaCl) 5g

Eau distillée 1000 ml
pH=07

2. Milieux d’isolement

* Gélose a I’extrait de malt (GLM )

Glucose 10g
Extrait de levure 39
Extrait de malt 39
peptone 59

Eau distillés g.s.q 1000 ml pH =7,2



e Bennett

D-Glucose anhydre 10g
Casaminoacides 29
Extrait de levure 19
Extrait de viande 19

Agar 159

Eau distillés g.s.q 1000 ml
pH =7,2

* Glucose Asparagine ( GA)

Glucose 10g
Asparagine 0,59
K2HPO4 0,59
Agar 159

Eau distillés g.s.q 1000 ml
pH =6

2. Milieux d’identification (Sherling et Gottlieb , 1966 )

ISP1 (Tryptone-extrait de levure-agar ou Tryptone-yeast extract-agar)

Tryptone 59
Extrait de levure 30
Agar 209

Eau distillés g.s.q 1000 ml pH =7,2



ISP2 (Extrait de levure-extrait de malt-agar ou Yeast extract- malt extract-agar)

Extrait de levure

Extrait de malt

Glucose

Agar

Eau distillés g.s.q

pH=17,2

49

109

49

209

1000 ml

ISP3 (Farine d’avoine-agar ou oatmeal-agar)

Farine d’avoine 20g

Solution saline standard 1ml

Agar 189

Eau distillés g.s.q 1000 ml pH =7,2

Solution saline standard

FeSo4, 7TH20 01lg
MnCI2, 4H20 0,19
ZnS04, TH20 019

Eau distillés g.s.q

ISP4 (Amidon-sels minéraux-agar ou Inorganic salts-starch-agar)

Solution |

Amidon

Eau distillés g.s.q

100 ml

109

500 ml



Solution 11

K2HPO4 1g

MgSO4, 7TH20 19

NaCl 19

(NH4)2S04 2 gCaCO3 2 gEau distillés g.s.q
500 mlpH =7,2

Apres dissolution, les deux solutions sont mélangées, 20 g d’agar sont ensuite ajoutés

ISP5 (Glycérol-asparagine-agar )
L-asparagine 1g

Glycérol 10 ¢

Phosphate bipotassique anhydre 1 g

Solution saline standard 1ml
Eau distillés g.s.q 1000ml
Agar 209

ISP6 (Peptone-extrait de levure-sel ferrique-agar ou peptone-yeast extract-iron-agar)

Peptone bactériologique 20 ¢

Citrate ferrique d’ammonium 0,5 g

Phosphate bipotassique 1g
Thiosulfate de sodium 0,08 g
Extrait de levure 1lg
Eau distillés g.s.q 1000 ml

Agar 159



ISP7 (Tyrosine-agar)

Glycerol 15¢
L-tyrosine 059
L-asparagine 19
K2HPO4 0549
MgSO04, 7H20 059
NaCl 059
FeSO4, 7TH20 0,01g
Solution saline standard 1ml
Eau distillés g.s.q 1000 ml
Agar 209

4. Milieu pour testes physico-chimiques
4.1. Croissance a différentes températures

* Milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2)

Glucose 04g
Extrait de levure 04g
Extrait de malt 10g
Eau distillée 1000 ml
Agar 209

pH=7.2



* Milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2) a pH= 04

Glucose 04g
Extrait de levure 04g
Extrait de malt 10g
Eau distillée 1000 ml  pH=04

* Milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2) a pH= 04, pH=07, pH=09

Glucose 04g
Extrait de levure 04g
Extrait de malt 10g
Eau distillée 1000 ml

Agar 209

pH= 04 , pH=07, pH=0

* Milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2) a 5% NaCl

Glucose 04g
Extrait de levure 04g
Extrait de malt 10g
NaCl 70 ¢
Eau distillée 1000 ml

Agar 20g pH=7.2



* Milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2) a 10% NaCl

Glucose

Extrait de levure

Extrait de malt

NaCl

Eau distillée

Agar

pH=7.2

04qg

04g

109

100g

1000 ml

209

* Milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2) a 15% NaCl

Glucose

Extrait de levure

Extrait de malt

NacCl

Eau distillée

Agar

pH=7.2

04g

049

10g

120 g

1000 ml

20¢



* Milieu Mannitol Mobilité Nitraté
Composition en g/l eau distillée

Peptone trypsique de viande 20g

Mannitol 029
RP1 % 4 ml
Nitrate K 01g
Agar 04qg
pH=76-7,8

5. Milieux pour tests enzymatiques

e Gélose au lait écrémé

Peptone 109

NaCl 059

Extrait de levure 03¢

Agar 20g

Eau distillée 1000 ml

Lait écrémé 100 g dans 1000 ml d’eau distillée

* Gélose a la gélatine

Peptone 05¢g
Extrait de beeuf 03 g
Gélatine 04 g
Agar 159

Eau distillée 1000 ml pH=7



e Milieu de Sierra additionné de tween 80

Peptone 109
NaCl 059
CaCl-1HO 01g
Eau distillée 1000 ml
Agar 18 ¢
Tween 80 10 ml
pH=7.4

e Gélose a ’amidon

Amidon soluble 10g
Peptone 59
Extrait de levure 39
NaCl 5¢
Agar 15¢g
Eau distillée 1000 ml

* Milieu pour le test d’uréase

Peptone 19
Glucose 19
NaCl 5¢

Phosphate disodique (Na2HPO4) 1.2 ¢

Rouge de phénol 0,012g



Urée (ajouter apres stérilisation)  20g

Agar

Eau distillée

* Gélose de la pectine

Pectine

Extrait de levure

Glucose

KH2PO4

MgS04-7H20

Agar

Eau distillée

¢ Gélose de la chitine

Chitine

KH2PO4

MgSO4-7H20

NaCl

FeSO4-7H20

ZnS04-7H20

Agar

Eau distillée

15¢

1000ml

54

29

15¢g

1000 mL

49

1g

0.01g

0.001 g

159

1000 mL



¢ Coloration de Gram

Réactifs fournis préts a I’emploi

Violet de gentiane

* Lugol

Ethanol

Fuschine

¢ Protocole

* A partir d’'un prélévement, un frottis est réalisé, séché a I’air et fixé a la chaleur, on
recouvre la lame de violet de gentiane pendant une minute aprés la lame est ensuite rincée a

I’eau distillée.

* On recouvre la lame de Lugol pendant une minute, on lave a I’eau distillée.

* On décolore a I’alcool jusqu’a la lame devient claire. On lave a I’eau distillé

e On recouvre la lame de fuchsine pendant 30 secondes a 1 minute. On lave a I’eau distillée.

On séche la lame entre deux feuilles de papier filtre.

* On observe la lame au microscope optique au grossissement.
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