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Introduction

Sur Terre, chaque organisme vivant est caractérisé par des limites physiques et
chimiques (valeurs minimale et maximale des parametres) qui lui assurent son cycle vital.
Certaines de ces limites atteignent des valeurs extrémes au-dela des quelles aucune vie ne
serait possible, mais c’est a proximité de ces limites que vivent les organismes
appelés extrémophiles (thermophiles, psychrophiles, acidophiles, alcaliphiles, halophiles,
barophiles et radiorésistantes) (Damiano, 2022). Ces dernieres ont été les premiers
représentants de la vie sur Terre et ont contribué a la formation des structures géologiques tout
au long de I’évolution et de la formation de tous les écosystémes connus aujourd’hui (Pikuta
et al., 2007).

Les bactéries halophiles sont considérées comme importants micro-organismes
extrémophiles. Elles peuvent vivre dans des milieux salins ou hypersalins et utilisent diverses
stratégies d’adaptation afin de survivre dans ces environnements extrémes. Elles sont classées
en trois catégories selon leur tolérance au sel : les 1égérement halophiles, avec un optimum de
croissance entre 2 et 5% de NaCl, les modérément halophiles, avec un optimum entre 5 et
20% de NaCl et les halophiles extrémes, avec un optimum entre 20 et 30% de NaCl
(Greégoire et al., 2009 ; Gupta et al., 2014 ; Dumorné, 2018).

Ces bactéries halophiles suscitent une grande attention en raison de leur potentiel
d’utilisation en biotechnologie. Les enzymes produites par ces halophiles suscitent de plus en
plus d’intérét car elles devraient avoir des activités optimales en présence de sels et de
tensioactifs (Gupta et al., 2014). Selon Dumorné (2018), les enzymes synthétisées par les
bactéries halophiles présentent de nombreuses possibilités d’exploitation dans les domaines
de la biotechnologie et de I’industrie, comme 1’industrie alimentaire (protéase, amylase..etc.),
I’industrie du textile (lipase), ’industrie pharmaceutique (déshydrogénase)..etc.

Notre travail s’est concentré sur I’étude des bactéries halophiles. Il est réparti comme suit ;

» Une premiere partie (bibliographie) qui se concentre sur les micro-organismes
halophiles et halotolérants.

» Une seconde partie qui représente le travail pratique qui concerne 1’étude de 1’effet des
parameétres physico-chimiques (température, pH et NaCl) sur la croissance des
bactéries d’halophiles étudiées ainsi que leurs aptitudes enzymatiques (capacité de
production de I’arginase et la méthionase).

Les résultats obtenus sont comparés et discutés dans la troisieme partie.
Enfin, la derniére partie concernera la conclusion finale et soulignera les perspectives de ce

travail.
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Revue bibliographique

1. Définitions

Le mot halophile est dérivé d’un mot grec «hal» qui signifie «mer ou sel» et «philos» qui
signifie « aimer ». Le terme « halophile» est utilisé pour désigner tous les organismes qui ont
besoin d’une certaine concentration de sel pour leur croissance, y compris des concentrations
allant jusqu’a 35 g/L, comme celles présentes dans I’eau de mer (DasSarma et DasSarma,
2017 ; Gocheva et al., 2021).

Le terme halotolérant désigne tous les organismes qui peuvent croitre en présence ou en
absence des conditions hautement salines (Lach et al., 2021).

Les bactéries halophiles sont des organismes unicellulaires ayant différentes formes telles
que des cocci, des batonnets, des formes triangulaires et méme des forme carrées (Mukhtar
et al., 2020 ; Rathakrishnan et Gopalan, 2021). En regle générale, elles ne peuvent se
développer qu’en présence de sel, généralement sous forme de chlorure de sodium (NaCl)
(Gregoire et al., 2009), quant aux bactéries halotolérantes, elles ne nécessitent pas de sel pour
la croissance mais peuvent tolérer sa présence dans le milieu méme a des concentrations
élevées, dépassant 2,5 M de NaCl (Daoud et Ben Ali, 2020).

Les bactéries halophiles et halotolérantes peuvent s’adapter a différentes concentrations de
sel, qu’elles soient saisonniéres, annuelles ou irrégulieres dans leur milieu naturel (Lach et
al., 2021).
2. Habitat

Les halophiles sont un groupe hétérogéne d’organismes extrémophiles qui peuvent
survivre et méme prospérer dans des milieux tres salins, qui sont défavorables a la survie de la
plupart des formes de vie que nous connaissons. Les micro-organismes qui dominent les
niches hypersalins sont generalement des archées et des bactéries extrémes et modérément
halophiles (Ruginescu et al., 2020) .

Selon Javid et al. (2020), ces micro-organismes peuvent exister presque dans tous les
environnements marins ou terrestres, anaérobies ou aérobies, polaires et tropicales, ou acides
aux environnements alcalins.

Les environnements salins et hypersalins sont considérés comme les habitats principaux

des halophiles (Daoud et Ben Ali, 2020).
Les environnements hypersalins sont classés en deux catégories, selon leur origine, en
fonction de la teneur en sel, des ions dominants et des conditions de pH : la thalassohalins
(origine océanique) et 1’athalassohalins (origine continentale) (Daoud et Ben Ali, 2020 ;
Mukhtar et al., 2020 ;Verma et al., 2020 ).
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2.1. Environnements thalassohalins : ce sont des milieux d’origine marine qui contiennent

des concentrations de sel similaires a celles trouvées dans 1’eau de mer (Akpolat et al., 2021).
Ces milieux sont généralement issus de 1’évaporation de 1’eau de mer. Ils contiennent des ions

Na* et CI" prédominants (Mukhtar et al., 2020) et d’autres ions importants (Mg, SO,%, K*,
Ca®" Br, HCO3- ..etc) (Ventosa et Arahal, 2009) et un pH quasi de neutre & Iégérement
alcalin (Mukhtar et al., 2020).

Parmi les exemples courants de ce type d’environnement le Grand Lac salé de 1’Utah ou des

sols salins (figure 1) (Ventosa et Arahal, 2009).

2.2. Environnements athalassohalins : qui ont pour origine la dissolution des sels liés aux
roches et aux couches géologiques, causée par I'eau de pluie ou le ruissellement (Daoud et
Ben Ali, 2020). Ainsi, ils proviennent de sources épicontinentales qui ne sont pas directement
liées a une source marine, car les proportions de sels sont trés différentes de celles de I'eau
marine (Akpolat et al., 2021 ; Lach et al., 2021).

La saumure de la mer morte présente une concentration plus élevée d'ions Mg®* et Ca?*, avec
un pH relativement bas (environ 0,6), ce qui explique la composition ionique différente de
celle de I'eau de mer. En outre, l'athalassohalin alcaline est présente dans de nombreuses

régions géographiques, telles que I'Inde, la Chine, la Californie, I'Afrique de I'Est, I'Egypte, le

Nevada et d'autres encore. Ces solutions salines de lacs de soude sont principalement
composées d'ions monovalents et présentent un pH élevé (>10-11), tandis que la solubilité des

cations divalents est inférieure a la limite de détection (Verma et al., 2020).
Les exemples des environnements athalassohalins les plus étudiés sont la Mer Morte et
certains lacs alcalins (les lacs de soude) (figure 1) (Ventose et Arahal, 2009).

Les halophiles vivent aussi dans des milieux salés comme les lacs, les cotes salines, les sols,
les marais, les bassins anoxiques hypersalins profonds, les aliments salés, les roches salées,
les glandes salines et les cavités nasales de certains animaux, ainsi qui les surfaces

archéologiques (Ruginescu et al., 2020).
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C

Figure 1 : photos des environnements thalassohalins : (A) le Grand Lac Salé de I’Utah et des
environnements athalassohalins : (B) la Mer Morte et (C) Lac soude.
A: https://rove.me/fr/to/utah/great-salt-lake.
B: https://odysseedelaterre.fr/flottaison-mer-morte/.
C: https://fr.freepik.com/photos/lac-soude.

3. Classification des bactéries halophiles

Les bactéries halophiles se divisent en plusieurs catégories en fonction de leur tolérance
au sel (Aissaoui, 2013). D’apreés Hozzein. (2015), la classification la plus largement utilisée
par la plupart des scientifiques a été proposée par Kushner et Kamekura (1988). Cette
classification est basée sur la croissance optimale des micro-organismes en fonction de la
concentration en NaCl (tableau 1).


https://rove.me/fr/to/utah/great-salt-lake
https://odysseedelaterre.fr/flottaison-mer-morte/
https://fr.freepik.com/photos/lac-soude
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Tableau 1 : Classification des organismes-micro halophiles selon la plage de salinité
(Verma et al., 2020).

Classe de procaryotes
en ce qui concerne la Plage de salinité Exemples
salinité
Non halophiles <0,2 M Bactéries des eaux douces (telles que
Pseudomonas aeruginosa).
Capable de tolérer le sel
Halotolérants > 2,5 M : extrémement Staphylococcus sp.
halotolérant
Légérement
halophiles 02-05M Bactéries marines (Vibrio alginolyticus).
Halophiles modérés/ Salinivibrio costicola
halophile 1,5-4,0M Halorhodospira halophila
Extrémement Halobacterium salinarum

Plus de 150 espéces ont été identifiées dans 70 genres de bactéries halophiles, ce qui en
fait une grande variété (Mohammadipanah et al., 2015). Il y a des especes halophiles
aérobies, anaérobies, hétérotrophes, phototrophes et chimioautotrophes (Hozzein, 2015).

Elles sont présentes dans les trois domaines de la vie : Eucarya, Archaea et Bacteria, avec
une représentation plus phylogénétique dans le groupe de Bacteria (Daoud et Ben Ali, 2020).
Depuis 2018, toutes les espéces halophiles ont été regroupées dans une nouvelle base de
données en ligne appelée HaloDom, dans laquelle il y a plus de 1000 espéces halophiles
réparties en 50,1% de bactéries, 27,9% d’eucaryotes et 21,9% d’archées (Daoud et Ben
Ali, 2020).

Il existe de nombreux organismes halophiles dans le domaine bacteria, répartis dans diverses
taxons bactériennes bien connues au sein des phyla suivants : Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Spirochaetes, Thermotogae, Cyanobacteria et Tenericutes (De la Haba et
al., 2011 ; Hozzein, 2015).

3.1 Phylum Proteobacteria (Pseudomonadota)
Le phylum Proteobacteria a été proposé par Garrity et al. (2005) sur la base d’une

analyse phylogénétique de séquence d’ARN16s. Il existe cinq classes distinctes de bactéries a

5
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Gram négatif dans ce phylum : Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria (ou Deltabacteria) et Epsilonproteobacteria
(Tableau 2). Le phylum Proteobacteria est récemment nommé Pseudomonadota par Garrity
et al. (2021).

Les Protéobacteries sont des bactéries omniprésentes et hétérogenes, possédant des propriéetes
physiologiques variées. Elles peuvent étre isolées de différents milieux, tels que les
environnements marins, hypersalins, alcalins et acides. Sauf la classe des Betaproteobacteria,

toutes les autres classes incluent des bactéries halophiles (De la Haba et al., 2011).
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Tableau 2 : Exemples de bactéries halophiles appartenant au phylum Proteobacteria (Pseudomonadota) (De la Haba et al., 2011)

Domaine Phylum Classes Ordres Familles Genres Espéces
Roseobacteraceae | Rhodovulum R. adriaticum
Antarctobacter A. heliothermus
Rhodobacteraceae | Citreimonas C. salinaria
Jannaschia J. seosinensis
Hyphomonadacea | Maribaculum M. marinum
Rhodobacteraceae | Maribius M. pelagius et M. salinus
Maricaulaceae | Maricaulis M. parjimensis et
M. virginensis
Marivita M. cryptomonadis et
Rhodobacteraceae M. litorea _
Methylarcula M. marina et M. terricola
Roseobacteraceae | Oceanibulbus O. indolifex
Bacteria | Proteobacteria Alphaproteobacteria | Rhodobacterales Oceanicola O. marinus
(Pseudomonadota) . —
Palleronia P. marisminoris
Rhodobacteraceae
Paracoccus P. halophilus, P. homiensis
et P. saliphilus
Roseobacteraceae | Ponticoccus P. litoralis
Rhodothalassium R. salexigens
Rhodobacteraceae "Roseinatronobacter | R. monicus
Roseobacteraceae | Roseisalinus R. antarcticus
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Tableau 2 : Exemples de bactéries halophiles appartenant au phylum Proteobacteria (Pseudomonadota) (suite) (De la Haba et al., 2011) .

Domaine Phylum Classes Ordres Familles Genres Espéces
Roseovarius R. pacificus et R. tolerans
Salinihabitans S. flavidus
Salipiger S. mucosus
Rhodobacterales ~ |Roseobacteraceae | Sediminimonas S. giaohouensis
Shimia S. marina
Sulfitobacter S. brevis et S. litoralis
Alphaproteobacteria Tropicibacter T. naphthalenivorans
Caulobacterale Maricaulaceae Woodsholea W.maritima
Roseobacteraceae Yangia Y. pacifica
Rhizobiale Rhodomicrobiaceae | Dichotomicrobium D. thermohalophilum
Rodobiaceae Rhodobium R. gokarnense et R. orientalis
.| Proteobacteria Rhodospirillales Fodinicurvata F. fenggangensis et F.sediminis
Bacteria - — —
(Pseudomonadota) Rhodospirillaceae [ "Marispirillum M. indicum
Rhodovibrionaceae | Rhodovibrio R. salinarum et R. sodomensis
Aidingimonas A. halophila
Carnimonas C. nigrificans
Chromohalobacter C. beijerinckii, C. canadensis,
C. israelensis, C. japonicus,
. - C.marismortui, C.nigrandesensis,
Gammaproteobacteria | Oceanospirillales Halomonadaceae C.salexigens, C. sarecensis
Cobetia C. marina
alimentaria , H. alkaliphila ,
Halomonas almeriensis , H. andesensis ,

H.
H.
H. anticariensis, H. aquamarina ,
H. arcis , H. axialensis,
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Tableau 2 : Exemples de bactéries halophiles appartenant au phylum Proteobacteria (Pseudomonadota) (suite) (De la Haba et al., 2011)

Domaine Phylum Classes Ordres Familles Genres Espéces
H.campisalis , H.caseinilytica,
H. cerina, H. cupida , H.dagingensis,
H.denitrificans , H.desiderata , H. elongata,
H. eurihalina, H.fontilapidosi
H.gomseomensis
, H.gudaonensis ,H. halmophila ,
H.halocynthiae
,H.halodenitrificans , H.halodurans,
H. halophila , H.hamiltonii ,
H.hydrothermalis
, H.ilicicola,H. janggokensis , H. johnsoniae ,
H. kenyensis, H. korlensis, H. koreensis,

Proteobacteria Halomonadaceae | Halomonas | H. kribbensis , H. lutea ,H. magadiensis ,

Bacteria

(Pseudomonadota)

Gammaproteobacteria

Oceanospirillales

H. maura , H. meridiana ,H.mongoliensis ,
H. muralis, H. neptunia ,
H.nitroreducens,H.organivorans,

. pacifica, H. pantelleriensis,

. sabkhae, H. saccharevitans,

. salifodinae, H. salina,

. shengliensis, H.subglaciescola,

. stevensii, H. subterranea,

. sulfidaeris, H. taeanensis, H.variabilis,
. ventosae, H.venusta, H. xinjiangensis,

. zhanjiangensis

ITITIITTITIT
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Tableau 2 : Exemples de bactéries halophiles appartenant au phylum Proteobacteria (Pseudomonadota) (suite) (De la Haba et al., 2011).

Domain Phylum Classes Ordre familles Genres Especes
Kushneria K.aurantia, K.avicenniae,
K.indalinina , K. marisflavi
- Modicisalibacter M. tunisiensis
Gammaproteobacteria | Oceanospirillales | ajomonadaceae — . .
Salinicola S. halophilus, S. salaria,
S. socius
Desulfocella Desulfocella halophila
Desulfohalobium D. retbaense et D. utahense
Desulfonatronospiral D. delicata et D. thiodismutans
. Proteobacteria . : ;
Bacteria Deltaproteobacteria Desulfobacterale Desulfovermiculus | D. halophilus

(Pseudomonadota

Desulfobacteraceae)

Desulfovibrio

D.bastinii, D.gabonensis,
D. gracilis, D.halophilus,
D. marinus, D.salexigens,
D.vietnamensis et D.
alkaliphilus

Epsilonproteobacteria

Arcobacteraceae

Arcobacter

A. halophilus

Campylobacterales|

Helicobacteraceae

Sulfurimonas

S. autotrophica

Sulfurovum

S. lithotrophicum
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3.2 Phylum Firmicutes

Les Firmicutes constituent un phylum bactérien trés diversifié composé de trois classes :
Bacilli, Clostridia et Mollicutes. Toutefois, la famille Mollicutes a récemment été écartée de
ce phylum et a été intégrée au phylum « Tenericutes ». En revanche, deux nouvelles classes, a
savoir «Erysipelotrichi» et Thermolithobacteria, ont été ajoutées aux Firmicutes. La
morphologie et la physiologie des membres du phylum Firmicutes sont tres variées, ce qui
leur permet de vivre dans une grande diversit¢ d’environnements, tels que des habitats
hypersalins (De la Haba et al., 2011).
La classe Bacilli comprend 1’ordre Bacillales et trois familles : Bacillaceae qui contient les
genres : Bacillus, Alkalibacillus, Halobacillus, Lentibacillus et Virgibacillus. La famille
Plancoccaceae qui contient les genres Planococcus, Filibacter, Kurthia, Planomicrobium et
Sporosarcina, ainsi que trois genres transférés des Bacillaceae : Marinibacillus, Ureibacillus
et Jeotgalibacillus. La famille, Staphylococcaceae, regroupe un seul genre Salinicoccus qui
comprend des espéces halophiles (De la Haba et al., 2011).En ce qui concerne la classe
Clostridia, on retrouve I’ordre des Halanaerobiales ainsi que deux familles
Halanerobiaceae, qui regroupe trois genres : Halanaerobium, Halocella et Halothermothrix
et Halobacteroidaceae. Cette classe comprend une grande diversité d’espéces halophiles
provenant de divers milieux salins et hypersalins (De la Haba et al., 2011).
3.3 Phylum Actinobacteria

Le phylum Actinobacteria est composé de 5 classes, 19 ordres, 50 familles et 221 genres,
selon la derniére édition du Bergey’s Manual of systematic Bacteriology (Hozzein, 2015).
Jusqu’a présent, 219 genres ont ¢€té répertoriés dans 48 familles dans la classe des
Actinobacteria. Cette classe est divisée en quatre sous-classes : Acidimicrobidae,
Actinobacteridae, Coriobacteridae et Rubrobacteridae, avec seulement les Actinobacteridae
qui incluent des bactéries halophiles. Trois ordres sont présents dans la sous-classe
Actinobacteridae : Actinomycetales, Bifidobacteriales et Nitriliruptorales. Seuls les
Actinomycetales comprennent des bactéries halophiles (De la Haba et al., 2011). L’ordre des
Actinomycetales comprend les sous-ordres suivants de bactéries halophiles
Actinopolysporineae, Corynebacterineae,Glycomycineae, Micrococcineae,Pseudonocardineae

et Streptoporangineae (De la Haba et al., 2011).

3.4 Phylum Spirochetes
Les Spirochétes sont composés de quatre espéces modérément halophiles, toutes du

genre Spirochaeta (Akmoussi-Toumi, 2020). Ce genre comprend un ensemble de bactéries
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saccharolytiques libres, en forme d’hélice, relativement fréquentes dans les sédiments, les
boues d’eau douce ou marines et les tapis microbiens. Les espéces halophiles modérées
comprennent Spirochaeta halophila, les espéces haloalcaliphiles : Spirochaeta africana et
Spirochaeta alkalica.S. asiatica est une espéce strictement anaérobie, tandis que les trois
autres especes sont aérobies facultatives. Ce sont des chimioorganotrophes ayant un

métabolisme aérobie facultatif (De la Haba et al., 2011).

3.5. Phylum Thermotogae

Le phylum Thermotogae est constitué d’une seule classe : Thermotogae (Lanzilli et al.,
2020),qui n’a qu’un seul ordre, les Thermotogales. Les membres de cet ordre sont des
bactéries anaérobies en forme de batonnets avec des cellules entourées de gaines, retrouvées
dans des réservoirs de pétrole profonds et chauds situés dans les écosystemes marins ou
continentaux. L’ordre des Thermotogales est constitué d’une famille unique des
Thermotogaceae, dont il existe plusieurs genres. On retrouve dans certains de ces genres des
espéces marines ou Iégerement halophiles telles que Kosmotoga, Marinitoga, Thermosipho ou
Thermotoga, mais seul le genre Petrotoga comprend une espéce modérément halophile (De la
Haba et al., 2011).

3.6. Phylum Tenericutes
Ce phylum inclut la classe des Mollicutes, qui faisait précédemment partie du phylum

Firmicutes. On n’a récemment décrit qu’une seule espece modérément halophile associée aux
Mollicutes et intégrée au nouvel ordre des Haloplasmatales dans la famille des
Haloplasmataceae, en tant que nouvelle espece appelée Haloplasma contractile. Cette
bactérie est de type Gram négatif, non sporulée, avec des cellules pléomorphes,
habituellement formées d’un corps coccoide central avec une ou deux protubérances en forme
de tentacules. Elle est strictement anaérobie, dénitrifiante et fermentaire. Elle se développe
dans des environnements avec un pH neutre et a des températures allant de 10°C a 44 °C
(avec une température optimale de 30 a 37 °C). Il s’agit d’une espece halophile modérée car
sa croissance dépend d’un intervalle de NaCl entre 1,5 et 18 avec une croissance optimale a
8% de NaCl (De la Haba et al., 2011).

4. Caractéristiques physico-chimique de croissance optimale des bactéries halophiles

Les halophiles sont des organismes dont la croissance optimale dépasse une concentration

de 3 %. Lorsque la croissance optimale se produit entre 3 % et 15 % de sel, ils sont considérés
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comme des halophiles modérés. Lorsqu’elle se produit au-dela de 15 % de sel et jusqu’a la
saturation halite (34%), ils sont considérés comme des halophiles extrémes (Ventosa et
Arahal, 2011).

Les bactéries halophiles sont généralement halophiles modérées plutét que halophiles
extrémes. La température et la quantité de nutriments sont des facteurs essentiels pour évaluer
leurs besoins en sel (Mohammadipanah et al., 2015). Les besoins en sel et leur tolérance
peuvent différer selon les conditions de croissance, comme la composition du milieu et la
température (Hozzein, 2015), car de nombreuses especes veritables halophiles peuvent se
comporter comme des halotolérants dans des milieux complexes (Mohammadipanah et al.,
2015). Ainsi, il est nécessaire de spécifier la température de croissance dans la définition de la
plage de sel pour la croissance. Marinococcus halophilus, par exemple, se développe a des
concentrations faibles a partir de 0,01 M de NaCl a 20 °C, mais il est nécessaire d’avoir au
moins 0,5 M a 25°C pour une croissance optimale (Hozzein, 2015). Les caractéristiques
physico-chimiques de croissance optimale des bactéries halophiles sont mentionnées dans le
tableau 3.Certaines bactéries halophiles nécessitent généralement entre 3 et 4 semaines pour
atteindre leur croissance optimale mais elles n’ont pas toutes besoin de la méme plage de
concentration de sel pour leur croissance, Quelques-unes de ces bactéries se développent
mieux dans seulement une concentration de 0,2 a 0,5 M de sel, comme la majorité des
bactéries marines. Cependant, il existe egalement des bactéries halophiles qui nécessitent 1M
de sel au minium pour leur croissance et peuvent proliférer dans différentes concentrations de
sel alors que d’autres exigent au moins 2,5 M de sel pour une croissance optimale et le
maintien de la stabilité structurelle, comme pour le genre Halobacterium (Daoud et Ben Ali,
2020 ; Verma et al., 2020 ; Dutta et Bandopahyay, 2022).

Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques de la croissance optimale des bactéries halophiles.

Propriétés

physico-chimigues Conditions optimale de la croissance des bactéries halophiles Références

Les especes les plus connues d’halophiles se développent entre 25 et |Oren, 2016
45 °C, mais certaines peuvent tolérer des températures plus basses. Rajendran, 2015
Temperature Cependant, la température idéale pour favoriser la croissance des

bactéries halophiles est comprise entre 28 et 37 °C.

pH Elles développent mieux dans une gamme de pH 7.0 4 8.0 Rajendran, 2015

NaCl 5a20% de NaCl Javid et al., 2020

13



Revue bibliographique

5. Mécanismes d’adaptation des micro-organismes halophiles au stress salin

Les micro-organismes halophiles et halotolérants sont capables de s’adapter a une large
gamme de concentrations de sel (Lach et al., 2021). Dans un environnement trés salin, 1’eau
contenue dans une cellule se déplace vers I’extérieur, ce qui entraine une diminution du
volume cellulaire, lorsqu’il est trop élevé, peut entrainer la dormance ou la mort de la cellule.
D’autre part, lorsque la cellule se trouve dans un environnement a faible osmolarité, le flux
d’eau se déplacera en sens inverse, ce qui entrainera une turgescence de la cellule et méme sa
rupture si la limite d’¢lasticité de son enveloppe est dépassée. D’ou il est essentiel que la
cellule ajuste constamment sa pression osmotique intra-cytoplasmique en fonction de celle de
son environnement. On appelle osmorégulation tous les mécanismes qui permettent aux
cellules de réguler cette pression osmotique interne (Daoud et Ben Ali, 2020).
Deux stratégies d’adaptation différentes sont utilisées par les micro-organismes halophiles et
halotolérants pour s’adapter a des conditions de salinité aussi difficiles. La premiére
stratégie, appelée «high salt-in» qui consiste & accumuler des concentrations molaires de K*
et CI', tandis que la deuxiéme stratégic d’adaptation est appelée «low salt-in» et utilise les
osmolytes organiques qui sont soit synthétisés a 1’intérieur de la cellule ou accumuler a partir
du milieu externe (Verma et al., 2020).
5.1 Stratégie de « high salt-in »
Cette stratégie est spécifiqguement employée par les bactéries halophiles anaérobies de I'ordre
Haloanaerobiales et les archées halophiles aérobies de I'ordre Halobacteriales (Mukhtar et
al., 2020), ou les ions sont transportés a travers la membrane grace a des pompes a ions. Le
processus est connu sous le nom de stratégie «salt-in», qui consiste a accumuler des ions
inorganiques a des concentrations élevées dans le cytoplasme, en utilisant des antiporteurs,
des pompes, la production d’ATP, le transport vers I’intérieur et d’autres systémes présents
dans la membrane cellulaire. Généralement, le potassium (K") est le principal cation
intracellulaire plutét que le sodium (Na*) tandis que le chlore (CI) est le principal anion. Il est
important de souligner que les membranes de tous les micro-organismes halophiles
contiennent des antiporteurs Na'/H™ trés actifs qui en plus de maintenir de faibles
concentrations intracellulaires de Na®, jouent un role essentiel dans la régulation du pH
intracellulaire (Daoud et Ben Ali., 2020). Le KCI est couramment employé chez les membres
de la famille des Halobacteriaceae afin de maintenir un équilibre osmotique (Mukhtar et al.,
2020).
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5.2 Stratégie de «low salt-in»

La plupart des bactéries halophiles et halotolérantes ont adopté cette stratégie afin de
s’adapter a la pression osmotique externe en maintenant une concentration de sel beaucoup
faible que celle du milieu extérieur (Verma et al., 2020). La synthése de composés
organiques de faible poids moléculaire est un processus essentiel résister et s’adapter a des
conditions de salinité élevées. Ces composes renferment diverses catégories de molécules,
telles que des sucres, des acides aminés, des polyols et leurs dérivés. Ce processus
d’adaptation osmotique nécessite une grande quantité d’énergic par rapport a la stratégie du

«salt-in» (Mohammadipanah et al., 2015).

6. Applications industrielles des bactéries halophiles
Les bactéries halophiles ont un large éventail d'applications industrielles en raison de
leur capacité a prospérer dans des environnements a forte teneur en sel (Oren, 2010).

> Bio-remédiation : les bactéries halophiles peuvent dégrader des composés
aromatiques et d'autres polluants présents dans les eaux usées industrielles salines,
ce qui les rend utiles pour traiter les flux de processus contaminé (Mainka et al,
2021).

» Production d'enzymes: les micro-organismes halophiles produisent des enzymes
qui présentent des possibilités d’utilisation dans divers domaines industriels tels
que la transformation des aliments, la bio-remédiation environnementale, la
biosynthese des aliments fermentés, 1’industrie pharmaceutiques, les industries du
textiles et du cuir et sont aussi utilisées dans la fabrication d’acides gras
polyinsaturés, d’aliments pour animaux, de produits chimiques , de papier et de pate
a papier, de détergents, de préparations de sauce de poisson et de sauce soja, d’eaux
usées salines et de traitement des déchets provenant des champs pétroliféres ou la
lipase, la protéase et 1’amylase constituent un excellent choix dans les processus
industriels en raison de leur stabilité et de leur polyvalence(Tableau 4) (Bou
m’handi, 2021).

» Production de bioplastiques : certaines bactéries halophiles peuvent produire des
polyhydroxyalcanoates (PHA) biodegradables, qui peuvent é&tre utilisés pour
fabriquer des bioplastiques. Cela constitue une alternative durable aux plastiques a
base de pétrole. Parmi les différentes classes de PHA : le poly-3-hydroxy-butyrate
(PHB), le poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV), le poly-hydroxy-
valérate (PHV) (Dutta et Bandopadhyay, 2022).
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» Production de biocarburants : les archées et les bactéries halophiles ont été

explorées pour leur potentiel a produire des biocarburants comme I'hydrogene et le
méthane a partir d'eaux usées salines et d'autres matiéres premieres (Dutta et
Bandopadhyay, 2022).

Récupération des métaux : Certains halophiles peuvent accumuler et précipiter

des métaux lourds, permettant leur valorisation a partir des effluents industriels

(Dutta et Bandopadhyay, 2022).

> Applications pharmaceutiques : les micro-organismes halophiles et leurs

biomolécules ont des utilisations potentielles dans I'administration de

médicaments, d'agents antimicrobiens et dans le traitement des maladies

neurodégénératives (Dutta et Bandopadhyay, 2022).

Tableau 4 : Exemples d’enzymes produites par des micro-organismes halophiles

(Dutta et Bandopadhyay, 2022).

Enzymes Bactéries halophiles productrices d’enzymes
Amylase Haloarcula sp, Bacillus sp.
Protéase Halococcus agarilyticus, Halobacterium sp, Haloferax mediteranei, Natrial
bamagadii, Natronomonas pharaonic, Pseudoalteromonas sp.
Lipase Haloferax mediterranei, Marinobacter sp, Chromohalobacter canadensis,
Streptomyces sp.
Estérase Hararcula marismortui, Halomonas gudaonensis, Salinicoccus roseus
Uréase Haloarcula sp, Salicola sp, Idiomarina sp, Halomonas meridiana,
Xylanase Halorubrum saccharovorum, Gracilibacillus sp, Flammeovirga pacifica,
Chitinase Halobacterium salinarum
ADNase Bacillus stratosphericus, Pseudomonas halophila,

Thalassobacillus devorans
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1. Provenance des bactéries étudiées

Les bactéries halophiles étudiées, au nombre de cing, ont été fournies par notre
encadrante M™ MERIANE Ilhem, portant chacune les nomenclatures suivantes : S3, S7, S12,
S19 et S20.
2. Mise en culture des bactéries halophiles
2.1 Revivification des bacteries halophiles

Les tubes Eppendorff contenant les souches bactériennes ont été homogénéisés avec

’agitateur vortex. Le prélevement a été effectué a 1’aide d’une anse de platine préalablement
stérilisée & la flamme du bec Bassens et refroidie. L’ensemencement a été réalisé par la
méthode des stries serrées sur les milieux M1 pour les souches S12, S19 et S20 et M3 pour les
souches S3 et S7 préalablement préparés et autoclavés (annexe n°2) (Kumar et al., 2012 ;
Schneegurt, 2012 ; Sanogo, 2023) (figure 2) et coulés dans des boites de Pétri.
Les boites ont été ensuite incubées a 37 °C pendant 3 a 4 semaines (Verma et al., 2020).
Les cultures ont été surveillées regulierement pour détecter la croissance des colonies des

bactéries halophiles et les repiquer.

(A) (B)
Figure 2 : Photographies des milieux de culture utilisés pour la revivification des bactéries halophiles. (A :
milieu M1, B : milieu M3)

2.2 Repiquage et purification des bactéries halophiles

Dans des conditions stériles et a l'aide d'une anse de platine, une colonie bien isolée a été
prélevée et ensemenceée en stries serrées sur une nouvelle boite de Pétri contenant le milieu de
culture : M1 ou M3. Toutes les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures a 7 jours.
Aprés croissance, la pureté des colonies a été vérifiée en étudiant la forme, le contour,
I’aspect, la consistance, la surface et la couleur de chaque colonie. Un examen microscopique

a été également effectué
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3. Etude des caractéristiques physico-chimiques des bactéries halophiles
3.1 Ensemencement & différents températures
Les souches de bactéries halophiles ont été ensemencées sur des boites de Pétri contenant

les milieux M1 (pour S12, S19 et S20) et M3 (pour S3 et S7) puis incubées a différentes
températures : 4°C, 10°C, 20°C, 37°C, 40°C, 50°C et 60°C.

La lecture a été effectuée aprés 24 heures, 48h et poursuivie jusqu’au 106me jour
d’incubation. Des témoins négatifs ont été prépares et incubés dans des mémes conditions.
Un resultat positif indique une croissance bactérienne. Ce résultat positif a été interprété
comme suit :

+ : présence de quelques colonies.
++ : croissance faible.
+++ : croissance modéreée.
++++ : tres bonne croissance (envahissement de la boite).
3.2 Ensemencement a différents pH
Les souches de bactéries halophiles ont été ensemencées sur les milieux M1 et M3 dont le
pH a été préalablement ajusté a différentes valeurs. Ces milieux ont été de deux types :
liquides (pH 5 et pH 6) et solides (pH 7, pH 8, pH 9 et pH 10) (figure 3).
Des témoins négatifs ont été préparés et incubés dans des mémes conditions.
La lecture a été réalisée aprés 24 heures, 48h, 72h et poursuivie jusqu’au 10éme jour
d’incubation a 37°C.
Une croissance bactérienne indique un résultat positif et qui se traduit par la présence de
colonies sur un milieu solide et de turbidité sur un milieu liquide.
Le résultat positif a été interprété comme suit :
* Pour les milieux solides :
+ : présence de quelques colonies.
++ : croissance faible.
+++ : croissance modérée.
++++ : tres bonne croissance (envahissement de la boite).
* Pour les milieux liquides :

+ : croissance (turbidité).
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Figure 3 : Photographies de tubes contenant les milieux de culture liquides utilisés pour I’étude du pH (A :

milieu M1 et M3 (pH 5) B : milieu M1 et M3 (pH 6))

3.3 Ensemencement a différentes concentrations de NaCl

A T’aide d’une anse de platine préalablement stérilisée et refroidie, une colonie a été
prélevée et ensemencée sur les milieux M1 et M3 préalablement préparés a différentes
concentrations en NaCl : 0%, 0,5%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20% et 25% . Ensuite, toutes les
boites ont été incubées a 37°C.

L’examination s’est effectuée aprés 24 heures et poursuivie jusqu’au 10%m jour d’incubation.
Des témoins négatifs ont été préparés et incubés dans des mémes conditions.

Un résultat positif se traduit par un développement bactérien (présence de colonies).

Ce résultat positif a été interprété comme suit :

+ : présence de quelques colonies.

++ : croissance faible.

+++ : croissance modérée.

++++ : tres bonne croissance (envahissement de la boite)

4. Etude de caractéres enzymatiques des bactéries halophiles: recherche de la L-arginase
et la L-méthionase
Les tests enzymatiques sont des tests visant & démontrer la production d'une enzyme
Particuliére par une bactérie donnée (Sanogo, 2023).
L’étude des enzymes L-arginase et L-méthionase a été réalisée en utilisant un milieu de
base additionné de 1% de substrat: la L-arginine et la L-méthionine respectivement (figure 4),

dont la composition est mentionnée en annexe n°3. Le rouge de phénol, un indicateur coloré
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de pH a éte utilisé dans les deux milieux pour la détection de la production de ces enzymes.
Ensuite, les différents milieux ont été ensemencés avec une strie longitudinale de la bactérie
halophile pure puis incubés a une température de 37 °C.

Des témoins négatifs ont été préparés et incubés dans des mémes conditions.

La lecture s’est réalisée apreés 24h et poursuivie jusqu’aul Oéme jours d’incubation.

Un résultat positif traduit par un virage de couleur d’orange vers le violet, ou :

(+) : couleur observée au niveau de strie.

(++) : couleur observée au-dela de la strie.

(+++) : un virage total de la couleur au niveau de toute la boite de Pétri.

En fait, en cas de I’hydrolyse de I’arginine par 1’arginase, I’urée et I’ornithine se forment.
Ensuite, la dégradation de I’urée et la libération de I’ammonique alcalinise fortement le milieu
par un virage de couleur au rose fuchsia ou violet. En cas de 1’hydrolyse de la L-méthionine
par la L-méthioninase, la kétobutyrate, méthanéthiol et I’ammoniaque se forment.Ce dernier
est le responsable de 1’alcalinisation du milieu et puis aprés le virage de la couleur du milieu
de culture de I’orange au violet (Korram et Bansal, 2021 ; Mohamed et al., 2022).

Dans le cas d’absence du virage, le résultat est considéré comme négatif.

A) (B)

Figure 4 : photographie des milieux de culture utilisés dans les tests enzymatiques de bactéries halophiles.
A : milieux M1 additionné des deux substrats (L-arginine et L-méthionine), B : milieux M3 additionnés de

deux substrats (L-arginine et L-méthionine).
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Résultats et discussion

1. Revivification des bactéries halophiles
Les colonies ont pris entre 24 heures et 10 jours pour croitre sur les milieux M1 et M3, qui
contiennent les besoins nutritionnels nécessaires a la croissance de ces bactéries halophiles.
2. Repiquage et purification des bactéries halophiles
Apres 24h a 48h d’incubation, les colonies se sont bien développées et ont ét€¢ soumises a
une vérification de pureté par observation macroscopique et microscopique, puis comparées a

une étude préecédemment réalisée (Sanogo, 2023).

Souche n°3 Souche n°7 Souche n°19\

Figure 5: Photographies des colonies des souches 3,7 et 19 apres repiquage.

3. Etude des caractéristiques physico-chimiques des bactéries halophiles

3.1. Etude de Deffet de différents caractéres physico-chimiques sur la croissance de la
totalité des bactéries halophiles

3.1.1. Effet de la température sur la croissance des bactéries halophiles

Les résultats de la croissance des cing bactéries halophiles étudiées a différentes températures
sont mentionnés dans le tableau 5 et la figure 6.

D'apres ces résultats, on remarque que toutes les souches bactériennes ont pu croitre a une
température de 37°C et 40°C (100%). Aux températures de 4°C,10°C et 20°C, une seule
souche ont a été développée (20%). En revanche, aux températures de 50 °C et 60 °C, aucune

croissance n’a été observée.
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Tableau 5 : Effet de la température sur la croissance des bactéries halophiles aprées des 10 jours

d’incubation.
Souches Pourcentage | Pourcentage
Température & s7 S12 S19 S20 positif négatif
9] (%) (%)
4 - - - - + 20 80
10 - - - - + 20 80
20 - - - - + 20 80
37 + + + + + 100 0
40 + + + + + 100 0
50 - - - - - 0 100
60 - - - - - 0 100
Pourcentage de la
croissance (%)
120%
100% 100% 100% 100%
100%
0, 0, 0,
80% 80% 80% 80% _ Croissance
B Positive
40% |
20% |
0% 0% 0% 0% X
0% Température
(°C)

4 10 20 37 40 50 60

Figure 6 : Histogramme représentant le résultat de I’effet de la température sur la croissance des bactéries

halophiles.

D'apres ces résultats, on remarque que toutes les souches bactériennes ont pu croitre a
une température de 37°C et 40°C (100%). Aux températures de 4°C, 10°C et 20°C, une seule
souche ont a été développée (20%). En revanche, aux températures de 50 °C et 60 °C, aucune
croissance n’a été observée.

3.1.2 Effet du pH sur la croissance des bactéries halophiles
Les résultats de la croissance des cing bactéries halophiles étudiées a différents pH sont

mentionnés dans le tableau 6 et la figure 7
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Tableau 6 : Effet du parametre pH sur la croissance des bactéries halophiles aprés 10 jours d’incubation.

Souches Pourcentage Pourcentage
pH S3 s7 512 S19 S20 positif négatif
(%) (%)
5 + + - - - 40 60
6 + + 4 - - 60 40
7 + + + + + 100 0
8 + + + + + 100 0
9 + + + + + 100 0
10 + + + + + 100 0
Pourcentage de la
croissance %
120%
100% 100% 100% 100%
100%
80% Croissance
H Positive
60% 1 Négative
40%
20%
0% 0% 0% 0% pH
0%
5 6 7 9 10

Figure 7 : Histogramme représentant le résultat de I’effet du pH sur la croissance des bactéries

halophiles

Ces résultats montrent que toutes les souches ont pu croitre aux pH de 7, 8,9 et 10 (100%).

Aux pH acides, 60% des souches ont pu se développer a pH 6 et seulement 40% ont montré une

croissance a pH 5.

3.1.3. Effet du sel sur la croissance des bactéries halophiles

Le résultat de la croissance des cinq bactéries halophiles étudiées a différentes

concentrations de NaCl sont présentés dans le tableau 7 et la figure 8.
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Tableau 7 : Effet du sel sur la croissance des bactéries halophiles aprés 10 jours d’incubation.

NaCl Souches Pourcentage Pourcentage
(%) S3 S7 512 319 320 Positive Négative
(%) (%)
0 + - - + - 40 60
0,5 + + - + - 60 40
3 + + - + - 60 40
5 + + - + + 80 20
10 + + + + + 100 0
15 + + + + + 100 0
20 + + + - + 80 20
25 - - + - + 40 80

Pourcentage de la

croissance (%)
120%

100 100

100

80%

60%

60%

Croissance

60%

40 B Positiv
40% W Négativ
20%
0% NaOCI
0 0,5 3 5 10 15 20 25 (%)

Figure 8 : Histogramme représentant de I’effet du sel (NaCl) sur la croissance des

bactéries halophiles

D’aprés ces résultats on remarque que toutes les souches ont pu croitre a une concentration
de 10% et 15% de NaCl (100%); leur majorité ont démontré une croissance a 5 et 20% de
NaCl (80%). 60% des souches ont pu se développer aux concentrations 0.5% et 3% de NaCl.

Un faible pourcentage de croissance a été observé a 0% et 25% de NaCl.
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3.2 Etude de I’effet des parameétres physico-chimiques sur la croissance de chaque

souche.

3.2.1 Effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la souche n°3.

Le tableau n° 8 et la figure 9 indiquent les résultats de la croissance de la souche n°3
incubées a différentes températures, différent pH et différentes concentration de NaCl
pendant 10 jours.

Tableau 8 : Résultats de I’effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la souche
n°3 apres 10 jours.

Souche n°3
Période d’incubation
24h 48h 72h -4eme .5eme -6eme 7eme -8eme .geme :I:Oeme
jour | jour | jour | jour | jour | jour jour
Température (°C)
4 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -
37 e B o o T (R sy (R UFUIUFIS [ FUFUFUFIS [ FRrarar ++++
40 - - + ++ ++ NI U S SIa e 44+
50 - - - - - - - - - -
60 - - - - - - - - - -
pH
5 - - - - - - - - - +
6 = = - - - + + + + +
7 + + ++ ++ +4+4+ +4+ AN U s +4+++
8 = + + ++ ++ ++ +++ +4++ +4++ +4++
9 - + +4+4+ T P +4+4+ +4+ +4++ +4++
10 - - - + + + + + + +
NaCl (%)
0 Fhtt | At | A | A | A | A | A | e | ++++
0,5 ottt | At | A | A | | | A | e | et +4+++
3 = B [ e e B I = = = T [SISFIr [TV, ++++
5 - +4++ | | A | | | | | ++++
10 = + B e = = T iy G e e e -+
15 - - + + + ++ ++ +++ +++ | +++
20 = = = R I = T I o = S ETrirorigy) RRrRrSrarig, prarere
25 - - - - - - - - - -
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Concernant la température, la souche n°3 ne s'est développée qu'aux températures 37°C
(aprés 24h) et 40°C (apres 72 h) donc sa température optimale de croissance se situe 37°C et
40°C, ce qui nous permet de classer la bactérie comme mésophile.

Concernent le pH, la croissance a été faible et tres lente dans les milieux acides (5 et 6).
Elle a été bonne a excellent dans le milieu neutre (7) et les milieux alcalins (8 et 9).Ce qui
nous permet de classer la souche comme neutrophile et alcaliphile.

Concernant le NaCl, la croissance de la souche a été observée dans le milieu préparé avec
0%, 0.5%,3%,5%,10%,15% et 20% de NaCl. Elle a été excellente a 0% et 0.5% de NaCl dés
24h d’incubation et bonne a 3% et jusqu’au 20% NaCl, apres 48h a 4eme jour d’incubation ce

qui nous  permet de classe la souche comme halotolérante, Iégérement halophile et

modérément halophile.

S3 (T°:40°C) S3 (pH 6) S3 (pH 10) S3 (NaCl : 0%)

S3 (NaCl : 0,5%) S3 (NaCl :10%)

Figure 9 : Photographie représentant les résultats de ’effet de la température, du pH et de

NaCl sur la croissance de la souche n°3 aprés 10 jours d’incubation.
3.2.2 Effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la souche n°7.
Le tableau n° 9 et la figure 10 indiquent les résultats de la croissance de la souche
n°7 incubées a différentes températures, différents pH et différentes concentrations de
NaCl pendant 10 jours.
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Tableau 9 : Résultats de ’effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la souche n°7
apreés 10 jours.

Souche n°7
Période d’incubation
24h | 48h 72h 4éme 5éme 6éme 7éme 8éme géme 10éme
jour jour jour jour jour jour jour
Température (°C)
4 - - - - - - R R - -
10 - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -
37 ++ | At | At | et | R | | R | AR | At ++++
40 - - + + + + +++ +H++ | ++++
50 - - - - - - - - - -
60 - - - - - - - - - -
pH
5 + + + + + + + + + +
6 - + + + + s + + + +
7 | | A | A | A | A | A | | ++++
8 - - + ++ ++ +++ | A | | ++++
9 - - ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++
10 - - - - - + + ++ ++ ++
NaCl (%)
0 - - - - - - - - - -
0,5 - - - - - - - - - -
3 - - - +++ e B S S e ++++
5 - - + ++ +++ +H++ | A | | ++++
10 - + | A | A | A | A | | ++++
15 - - - - ++ +++ +++ +++ ++++ ++++
20 - - ++ +++ I I o N S B ++++
25 - - - - - - - - - -

Concernant la température, la souche n°7 ne s'est développée qu'aux températures a
37°C (apres 24h) et 40°C (aprés 72 heures d’incubation) donc sa température optimale de
croissance se situe entre 37°C a 40°C et elle considérée comme mésophile.

Concernent le pH, la souche n°7 a pu se développer a tous les pH testés, la croissance a
été bonne et révélée des 24h pour les pH(5 et 7), bonne aprés 48h pour le pH (6) et faible a
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modérée aprés 72h pour les pH(8 et 9) ; d’ou elle est considérée comme acidophile,
neutrophile et alcalitolérente.

Concernent le NaCl, la croissance de la souche n°7 a été bonne a excellente dans des
concentrations de 3%,5%,10%,15% et 20% de NaCl. La croissance a été absente a 0%,0.5% et

25% de NaCl. Ce qui nous permet de classer la souche comme légérement et modérément
halophile.

S7 (nH: 10) S7 (NaCl :15%) S7 (NaCl: 209)

Figure 10 : Photographie représentant les résultats de I’effet de la température, du pH et de NaCl

sur la croissance de la souche n°7 aprés des 10 jours d’incubation.

3.2.3 Effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la souche n°12.

Le tableau n°10 et la figure 11 indiquent les résultats de la croissance de la souche
n°12 incubées a différentes températures, différents pH et différentes concentrations de
NaCl pendant 10 jours.
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Tableau 10 : Résultats de I’effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la souche
n°12 apres 10 jours.

Souche n°12

Période d’incubation

24h | 48h | 72h | 4°™ jour | 5°™ jour | 6™ jour | 7°™ jour | 8°™ jour | 9°™ jour | 10°™ jour
Température (°C)

4 - - - - - - - - - -
10 | - - - - - - - - - -
20 | - - - - - - - - - -
37 | +++ | Attt | | A o+ o+ o+ o+ o+ o+
40 - - - - - + + + + ++
50 | - - - - - - - - - -
60 | - - - - - - - - - -

pH

5 - - - - - - - - - -

6 - - - - - - - - + +

7 + ++ ++ ++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++

8 - - - + ++ 4+ o+ o+ o+ o+

9 - - - ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++
10 | - - - + + ++ ++ 4+ 4+ 4+

NaCl (%)

0 - - - - - - - - - -
05| - - - - - - - - - -

3 - - - - - - - - - -

5 - - - - - - - - - -
10 = = = = - - - - + +
15 - - - - - - + + + +
20 | - = = - - - + + + +
25| - - - - - - + + + +

Concernant la température, la souche n°12 ne s'est développée qu'aux températures
37°C (aprés 24h) et 40°C (aprés le 6°™ jour d’incubation) donc sa température optimale de
croissance se situé entre 37°C a 40°C, ce qui nous permet de classer la souche comme
mésophile.

Concernant le pH, la croissance de la souche a été absente a pH 5 et trés faible a pH 6.
L’optimum de la croissance a été constaté dans ’intervalle de pH de 7 a 10, d’ou la souche

est considérée comme neutrophile et alcaliphile.

30




Résultats et discussion

Concernant le NaCl, la souche n’a pas pu se développer aux concentrations de
0%,0.5%,3% et 5% de NaCl. Sa croissance a été constatée dans ’intervalle de 10 a 25% de

NaCl d’ou la souche est considérée comme halophile modérée a extréme.

— £

y Phos \a > 4

~————

S12 (pH :9) S$12 (NaCl :15%)

Figure 11 : Photographie représentant les résultats de I’effet d’un pH 9et d’une concentration de

15% de NaCl sur la croissance de la souche n°12 aprés 10 jours d’incubation.

3.2.4 Effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la souche n°19.

Le tableau n°11 et la figure 12 indiquent les résultats de la croissance de la souche n°19
incubées a différentes températures, différents pH et différentes concentrations de NaCl
pendant 10 jours.

Tableau 11 : Résultats de I’effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la
souche n°19 apres 10 jours.

Souche n°19
période d’incubation
24h | 48h | 72h | 4% | BT gme | 7eme | geme | geme | qgfme
jour jour | jour jour | jour | jour | jour
Température (°C)
4 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -
37 ++ +++ +++ +++ B o B B T o o T T (T
40 - - - + + + + + + +
50 - - - - - - - - - -
60 - - - - - - - - - -
pH
6 - - - - - - - - - -
7 + + ++ ++ ++ +++ +++ | A | |
8 = - - - - - + ++ ++ ++

31



Résultats et discussion

9 - - - - - - - + + ++

10 - + + ++ ++ ++ FH++ | | |
NaCl (%)

0 + + ++ ++ +++ +++ +++ | | AR |
0,5 + F+ | | | | R | A | | A |

3 | | | | R | R | R | | R |

5 FH++ | bt | AR | AR | A | R | | A | | A
10 ++ T IE o o I o e o e e B o R o e IE
15 ++ e e R e i s B B o o e B e e
20 - - - - - - - - - -
25 - - - - - - - - - -

Concernant la température, la souche n° 19 ne s'est développée qu'aux
températures 37°C (aprés 24h) et 40°C (aprés le 4°™ jour d’incubation) donc sa
température optimale de croissance se situe entre 37°C a 40°C et elle est considérée
comme mésophile.

Concernant le pH, la souche n°19 n’a montré aucune croissance aux pH acides (5 et 6).
Sa croissance a été excellente aux pH de 7 et 10 et faible a montrée aux pH de 8 et 9 d’ou
elle est considérée comme neutrophile et alcaliphile.

Concernant le NaCl, la croissance de la souche n°19 a été extrément rapide (24h) et
excellente dans des concentrations comprises entre 0% et 15% de NaCl d’ou elle est

considérée comme halotolérante, halophile Iégere.

(S19) NaCl :5%

(S19) NaCl : 15%

(S19) NaCl : 10%

Figure 12 : Photographie représentant les résultats de I’dit de la température, du pH
et de NaCl sur la croissance de la souche n°19 apreés 10 jours d’incubation.
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3.2.5 Effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la souche n°20.
Le tableau n°12 et la figure n°13 indiquent les résultats de la croissance de la souche
n°20 incubée a différentes températures, différents pH et différentes concentrations de

NaCl pendant 10 jours.

Tableau 12 : Résultats de I’effet de la température, du pH et de NaCl sur la croissance de la

souche n°20 aprés 10 jours.

Souche n°20
Période d’incubation
24h 48h 72h 4eme 5eme Geme 7eme 8eme geme g_oem
jour jour jour jour jour jour jour
Température (°C)

4 - - - - - + + + + +

10 - - - - - + + + + +

20 - - - - + + + + + +
37 + ++ +++ +++ +++ B o e s e R s
40 + HH+ | At | | AR | AR | | R | |

50 - - - - - - - - - -

60 - - - - - - - - - -

pH

5 - - - - - - - - - -

6 - - - - - - - - - -
7 + + + + ++ ++ ++ ++ +++ +++
8 + +H++ | | ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ |+
9 ++ ++++ | | A ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ |+
10 + +H++ | | ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ |+

NaCl (%)

0,5 - - - - - - - - - -

3 - - - - - - - - - -
5 - - + ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++H++ |
10 - - + ++ +++ ++++ ++++ ++++ |
15 - +H+ | A | A ++++ ++++ ++++ ++++ +HH+ |

20 - - - - - + + + + +

25 - - - - - - - - - -
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Concernant la température, la souche n°20 a montré une croissance lente et faible dans
I’intervalle de 4°C a 20°C. Sa croissance a été rapide (24h) et excellente a 37°C et 40°C. Au-
dela de 40°C, aucune croissance n’a été décelée d’ou la souche est considérée comme
psychrotolérant et mésophile.

Concernant le pH, la croissance a €té bonne a excellente dans I’intervalle de pH de 7 a 10
d’ou elle est considérée comme neutrophile et alcaliphile.

Concernant le NaCl, la souche a montré une croissance bonne a excellent dans le milieu

préparé avec 5 a 15 % de NaCl, elle a été tres faible a une concentration de 20% de NaCl et

totalement absente a 0%, 0,5%, 3% et 25% d’ou elle est considérée comme halophile légére

et modéré.

S20 (pH :8) S20 (pH :9)

Figure 1 3 : Photographie représentant le résultats de I’dit de la température 40 et dupH 8 et
9 sur la croissance de la souche n°19 apres 10 jours d’incubation

Plusieurs chercheurs ont rapporté¢ D’aptitude des bactéries halophiles a croitre dans

certaines conditions physicochimiques (Javid et al., 2020 ; Reang et al., 2022 ).

Dans leur étude réalisée sur 15 souches isolées a partir des régions cotieres du Saurashtra
Gujart en Inde, Reang et al. (2022) ont testé leur capacité a se développer dans un intervalle
de températures allant de 2°C jusqu’au 45°C. Cette recherche a démontré que la totalité des
souches ont pu se développer aux températures 6°C et 35°C (100%), leur majorité ont été
capables de croitre a des températures de 18°C, 25°C et 45°C (93%). Aux températures 8°C,
4°C et 2°C le taux de la croissance a diminué progressivement pour atteindre 53% a la
température 2°C.

Concernant le pH, la croissance a été excellente a pH 6 (100%) considéré comme
pH optimal alors que la majorité des souches (73%) a été capable de croitre apH 8. A pH
2,4 et 10 53% des souches.

Concernent le NaCl testés, les souches ont pu tolérer les concentration suivants : 5%,
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10%,15%,20% et 25%, ou aux concentrations de NaCl 5%,10%,15% et 20% tous les souches

(100%) ont pu développer, par contre a 25% ont montré que 66% pu développer.

Dans une autre étude effectuée surl9 bactéries halophiles isolées a partir des sédiments
marins forestiers salins en Iran, Javid et al. (2020) ont testé 1’aptitude de ces souches a se
développer a des concentrations de chlorure de sodium (NaCl) allant de 0% jusqu’a 30 %.
Cette recherche a démontré que la totalité des souches ont pu se développer sans présence de
NaCl (100%), leur majorité ont été capables de croitre a des concentrations de 5 % et de 10 %
de NaCl (95%). A des fortes concentrations en NaCl la croissance de ces souches a diminué
remarquablement pour atteindre 42% a 15% de NaCl ,21% a 20% de NaCl et finalement 5% a

une concentration comprise entre 25% et 30% de NaCl.

4. Etude de caractéres enzymatiques des bactéries halophiles
Les résultats de la production des enzymes : L-méthionase et L-arginase sont présentés dans
la figure 13 et le tableau 13.

Tableau 13: Résultat de la production de la L-méthionine et L-arginase apeés 10jours

d’incubation.
Souches Pourcentage Positif Pourcentage Négatif
Enzyme (%) (%)
S3 S7 S12 S19 S20
L-méthionase + + - - - 40 60
L- arginase + + - - + 60 40
Production Production
M positive B positive
négative négative
L-méthionase L-arginase

Figure 14: production de la L-méthionase et L-arginase par les bactéries halophiles

D’apreés la figure n°13, on remarque que 60 % des souches ont pu dégrader la L-arginine
et donc produire la L-arginase, 40% des souches ont pu dégrader la L-méthionine et donc

produire la L-méthionase.
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(S20) L-arginase

Figure 15 : Photographies représentant la production de L-méthionase et la L-arginase par les
Souches S3, S7 et S20

Nombreux sont les chercheurs qui ont rapporté D’aptitude de bactéries halophiles a
métaboliser plusieurs et différents composés tels les sucres, les lipides, les protéines et les
acides aminés par production de divers enzymes d’importance industrielle comme I’amylase,
la protéase, la lipase et glutaminase...etc. (Gupta et al., 2016 ; Vigneshwari et al., 2021 ;
Ghosh et al.,2023).

Ces bactéries ont été isolees a partir de différents habitats salins tel le sol (Irshad et al.,
2014), les lacs (Drissi Kaitouni et al., 2020), les sebkhas (Hedi et al., 2014),1’environnement
marin (Mohamedin et al.,2018 ;Vigneshwari et al., 2021).

La diversité métabolique de ces bactéries est due certainement a leur génome qui contient
divers facteurs de transcription qui contrdle I’expression des genes qui leur permettent de

répondre a leurs besoins (Yu et al., 2024) .

La L-arginase et L-méthionase sont deux enzymes importantes en industrie alimentaire ou
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Résultats et discussion

Elles sont trés utilisées dans la production d’aréme plus particuliérement dans 1’industrie
laitiere : la fabrication des fromages tels que le Limberger, le camembert, le fromage bleu, le
cheddar, le livarot et le munster. Le méthanéthiol, I’un des produits de dégradation de la L-
méthionine par action de la L- méthionase peut réagir avec 1’acyl-coenzymet (Acyt-CoA) et
former plusieurs métabolites sulfureux comme le diméthylsulfide(DMDS) ; le
diméthyltrisulfide(DMTS) et les S- méthylthioesters utilisées comme agents aromatiques
(Mohamed et al., 2022).

Vigneshwari et al. (2021), ont rapporté la production de la L-arginase a partir des
genres Marinobacter et idiomarina. Yu et al. (2024),ont mentionné la production

de la L. methionase a partir de la bactérie halophile Halomonas elongata.
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Conclusion et Perspectives

La capacité des bactéries halophiles a se développer dans les habitats salins et
hypersalins, est une propriété captivante qui fait d'eux I'objet d'intenses recherches. En fait,
elles montrent une extraordinaire capacité d'adaptation aux conditions physicochimiques
extrémes régnant dans ces environnements en utilisant des mécanismes adaptatifs aux
situations de stress. L’objectif de notre travail a été d’étudier I’effet de trois parameétres
physico-chimiques (température, pH et NaCl) sur la croissance de quelques bactéries
halophiles, ainsi que tester leur aptitude & synthétiser deux enzymes : la L-arginase et la L-
méthioninase.

Les résultats rapportés dans la présente étude, ont montré que :

* Toutes les souches bactériennes ont pu croitre a une température de 37°C et 40°C (100%).
Aux températures de 4°C, 10°C et 20°C, une seule souche ont a été développée (20%). En
revanche, aux températures de 50 °C et 60 °C, aucune croissance n’a été observée.

* Toutes les souches ont pu croitre aux pH de 7, 8, 9 et10 (100%). Aux pH acides, 60% des
souches ont pu se développer a pH6 et seulement 40% ont montré une croissance a pH 5.

* Toutes les souches ont pu croitre a une concentration de 10% et 15% de NaCl (100%), et
leur majorité a démontré une croissance a 5 et 20% de NaCl (80%). 60% des souches ont pu
se développer aux concentrations 0.5% et 3% de NaCl. Un faible pourcentage de croissance a
été observe a 0% et 25% de NaCl.

* 60% des souches ont pu dégrader la L-arginine et donc produire la L-arginase, 40% des
souches ont pu dégrader la L-méthionine et donc produire la L-méthionase.

En perspective de cette étude, il est recommandé d'étudier la production des deux enzymes : la
L-methionase et la L-arginase par fermentation et puis procéder a leur purification et
caractérisation en raison de leur potentiel d'application dans diverses industries.
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Annexe n°1

» Matériel et produits utilisés

Matériel Produits utilisés

Autoclave 120°C Chlorure de sodium (NaCl)

Etuve de (37°C, 10°C, 20°C, 40°C, 50°C) | Chlorure de Calcium dihydraté (CaCl,-2H,0)
pH metre Chlorure de magnésium hexahydraté(MgCl,-
Bain marie 6H,0)

Vortex Sulfate de potassium (K,SOy)

Plaque chauffante agitatrice Sulfate de fer (FeSO,)

Balance

Réfrigérateur (4°C) Phosphate de monopotassium (KH,PO,)

Bec Bunsen Sulfate de magnésium (Mg SO,)

Tubes a essai Sulfate d’ammonium (NHy), SO4

Boites Pétri Extrait de levure

Béchers Agar

Eprouvettes graduées Eau distillée

Flacons Glucose

Pipettes pasteur
Anses de platine
Spatules

Barreaux magnétiques
Hotte a flux laminaire

Chlorure d’hydrogene(HCI)
Hydroxyde de sodium (NaOH)
L-arginine

L-méthionine

Peptone

Rouge de phénol

Annexe n°2

> Milieux de revivification des bactéries halophiles

Milieux M1
NaCl 1759
CaCl2 2H20 01g
MgCI2 6H20 209
K2S04 59
Extrait de levure 59
Eau distillee 1000 ml
Agar 2049
pH 7
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Milieu M3
NaCl 100 g
Glucose 49
MgSQO, 1 mM
FeSO, 0,0039 mM
(NH.), SO4 15 mM
KH,;PO4 100 mM
Eau distillee 1000 mL
Agar 209
pH 7,2

» Solutions de NaOH et HCI.

Les pH de ces milieux ont été ajustés grace a une solution de 1M de NaOH et de HCI.

1M NaOH : 10g de pastilles de NaOH dans 250 mL d’eau distillée.

1M HCI : 183,6 mL d’HCIl et 16,4 mL d’ecau distillée pour avoir 200 mL d’HCI .

Annexe n°3

> Milieu de base utilisé pour les tests enzymatiques

Milieux M 1
NaCl 1759
Peptone 59
Extrait de levure 30
Substrat (L-arginine ou L-méthionine) 10 g
Rouge de phénol 0,012%
Eau distillee 1000 mL
Agar 30 ¢
pH 7
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Milieux M 3
NaCl 100 g
Peptone 59
Extrait de levure 30
Substrat (L-arginine ou L-méthionine) 109
Rouge de phénol 0,012%
Eau distillé 1000 mL
Agar 3049
pH 7.2
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Résumé

La présente étude a été menée pour déterminer la capacité de cing souches de bactéries
halophiles a se développer dans certaines conditions physiologiques et & produire certaines
enzymes.

Les résultats rapportes dans la présente étude, ont montré que toutes les souches bactériennes
ont pu croitre a une température de 37°C et 40°C (100%).Aux températures de 4°C, 10°C et
20°C, une seule souche ont a été développée (20%). En revanche, aux températures de 50 °C
et 60 °C, aucune croissance n’a été observée.

Toutes les souches ont pu croitre aux pH de 7, 8, 9 etl0 (100%). Aux pH acides, 60% des
souches ont pu se développer a pH 6 et seulement 40% ont montré une croissance a pH 5.
Toutes les souches ont pu croitre a une concentration de 10% et 15% de NaCl (100%), et_leur
majorité a démontré une croissance a 5 et 20% de NaCl (80%). 60% des souches ont_pu se
développer aux concentrations 0.5% et 3% de NaCl. Un faible pourcentage de croissance a été
observé a 0% et 25% de NaCl.

60% des souches ont pu dégrader la L-arginine et donc produire la L-arginase, 40% des
souches ont pu dégrader la L-méthionine et donc produire la L-méthionase.

Mots clés : bactéries halophiles, température, pH, NaCl, L-arginase, L-méthioninase.



Abstract

The present study was conducted to determine the ability of five halophilic bacteria strains to
grow under some physiological conditions and to produce some enzymes.

The results revealed that all bacterial strains were able to grow at 37°C and 40°C (100%). At
temperatures of 4°C, 10°C and 20°C, only one strain grew (20%). However, at temperatures
of 50°C and 60°C, no growth was observed.

All strains were able to grow at pH 7, 8, 9 and 10 (100%). At acid pH, 60% of strains were
able to grow at pH6 and only 40% showed growth at pH 5.

All strains were able to grow at 10% and 15% NaCl (100%), and the majority grew at 5 and
20% NaCl (80%). 60% of strains were able to grow at concentrations of 0.5% and 3% NaCl.
A low percentage of growth was observed at 0% and 25% NacCl.

60% of strains were able to degrade L-arginine and thus produce L-arginase, 40% of strains
were able to degrade L-methionine and thus produce L-methionase.

Keywords: halophilic bacteria, temperature, pH, NaCl, L-arginase, L-methioninase
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Résumé

La présente étude a été menee pour déterminer la capacité de cing souches de bactéries halophiles a se
développer dans certaines conditions physiologiques et a produire certaines enzymes.

Les résultats rapportés dans la présente étude, ont montré que toutes les souches bactériennes ont pu croitre a
une température de 37°C et 40°C (100%). Aux températures de 4°C,10°C et 20°C, une seule souche ont a
été développée (20%). En revanche, aux températures de 50 °C et 60 °C, aucune croissance n’a été observée.
Toutes les souches ont pu croitre aux pH de 7, 8, 9 et10 (100%). Aux pH acides , 60% des souches ont pu se
développer a pH6 et seulement 40% ont montré une croissance a pH 5. Toutes les souches ont pu croitre a
une concentration de 10% et 15% de NaCl (100%), et leur majorité a démontré une croissance a 5 et 20% de
NaCl (80%). 60% des souches ont pu se développer aux concentrations 0.5% et 3% de NaCl. Un faible
pourcentage de croissance a été observé a 0% et 25% de NaCl.

60% des souches ont pu dégrader la L-arginine et donc produire la L-arginase, 40% des souches ont pu

dégrader la L-méthionine et donc produire la L-méthionase.

Mots-clés : bactéries halophiles, température, pH, NaCl, L-arginase, L-méthionase, parameétres physico-

chimiques.
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