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Introduction

L’environnement est un lieu de vie relativement stable identifi¢ par un certain nombre de

caractéristiques qui vont déterminer les conditions de vie des étres qui y vivront.

Un environnement est considéré extréme si ses facteurs physico-chimiques sont situés en
dehors de la gamme des environnements qualifiés de normaux. A 1’heure actuelle les principaux
paramétres physico-chimiques pris en considération pour classer les milieux extrémes sont : la
température, le pH, la teneur en eau, la pression et la concentration en sel (Cui et Dyall-Smith,
2021 ; Lach et al., 2021). Ces environnements sont souvent colonisés par des organismes
appelés « extrémophiles », bien adaptés a ces conditions physico-chimiques spécifiques. Les
premiers extrémophiles isolés font partie des halophiles, organismes qui ne peuvent croitre qu’en

présence de sel, généralement sous forme de chlorure de sodium (NaCl) (Toffin, 2020).

La diversité phylogénétique des halophiles existe dans les trois domaines de la vie : Eucarya,
Bacteria et Archaea, mais le domaine « Bacteria » regroupe la plus grande diversité des
halophiles (Daoud et Ben Ali, 2020).

Les bactéries halophiles représentent une source potentielle de molécules nouvelles, des
substances osmotiquement actives (solutés compatibles), des protéines, des enzymes
extracellulaires, des lipides et des polysaccharides, et elles constituent donc de véritables
candidates pour de nombreuses applications biotechnologiques et industrielles dans plusieurs
domaines : alimentaire, agronomique et industriel (Drissi et al., 2020).

Dans ce contexte, notre étude porte sur 1’étude des caractéres physico-chimiques et
enzymatiques de quelques bactéries halophiles. Elle est divisée en plusieurs parties : une
premiere partie qui représente les données bibliographiques liées aux bactéries halophiles et leurs
caractéristiques. Une deuxiéme partie consacrée a 1’étude de ’effet de trois parametres physico-
chimiques (température, pH, NaCl) sur la croissance des bactéries halophiles ainsi que leur
aptitude a produire deux diverses enzymes : la L-arginase et la L-méthioninase. Une troisiéme
partie qui consiste a discuter et comparer les resultats obtenus.

Une derniére partie qui soulignera la conclusion finale et les perspectives de cette étude.
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1/ Définition et classification des microorganismes halophiles

Les halophiles représentent une classe intéressante d’extrémophiles. Ce sont des organismes
qui aiment le sel et qui croissent dans des environnements salins. Les organismes halophiles
peuvent aussi se développer dans milieu hypersalin nécessitant au moins 0,2 M de chlorure de
sodium (NaCl) pour leur croissance. Ils peuvent étre classés comme légérement, modérément ou
extrémement halophiles en fonction de leurs besoins en NaCl.

Les légérement halophiles sont des micro-organismes qui peuvent croitre a des concentrations
de NaCl de 0,2 2 0,85 M (soit 1 a 5 %).

Les halophiles modérés se développent de maniére optimale a des concentrations comprises
entre 0,85 et 3,4 M de NaCl (soit 5 a 20%).

Les halophiles extrémes peuvent se développer de maniéere optimale a des concentrations de
NaCl de 3,4 a 5,1 M (soit 20 & 30 %).

Les organismes halotolérants ont la capacité de se développer dans environnements salins, et

méme en absence d'une forte concentration en sel (Mukhtaret al., 2020).
2/ Diversité taxonomique des microorganismes halophiles

Les organismes halophiles appartiennent aux trois domaines de la vie : Eucarya, Bacteria et

Archaea. Cependant, ils sont plus répandus dans les arbres phylogénétiques des procaryotes
(archées et bactéries) (Daoud et Ben Ali, 2020).
Depuis 2018, toutes les especes halophiles documentées ainsi que leurs informations de base ont
été rassemblées dans une base de données en ligne nommée HaloDom, selon laquelle, il existe
plus de 1000 espéces halophiles dispersées en 21,9% d'archées, 27,9% d'eucaryotes et 50,1% de
bactéries (Daoud et Ben Ali, 2020).

2.1/ Domaine des archées

Les archées halophiles sont classées dans deux grandes branches d’Euryarchaeota : les
Halobacteriales et les Méthanogénes.
Actuellement, la classe Halobacteria est regroupée en six familles et trois ordres, I'ordre des

Halobacteriales, des Haloferacaleset des Natrialbales (figure 01).
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Halobacteria/Halomebacteria

Halobacteriales

Haloferacales

Natrialbales

—

Halobacteriaceae Haloarculaceae Halococcaceae Halorubraceae Haloferacaceae Natrialbaceae
(12 genera, 36 spp.) (8 genera, 30 spp.) (1 Genwus, 9 spp.) (7 genera. S0 spp.) (8 genera, 37 spp.) (12 genera. 54 spp.)
Halobacterium Haloarcula Halococcus Halorubrum Haloferax Natrialba
(5 spp: vallismorrtis, (10 spp: vallismortis, (9 spp: morrhae. (36 spp: altkaliphilum, (12 spp: larsenii, (6 spp: asiarica. tatwanensis,
Jilantatense, rubrum, avgentinensis. dombrowskii, ef ense. / . s L prahovense, aegyprioca, magadii,
noricense. sall ) . quadrara, saccharolvticus. ortentale. californiense, minicoswmy, sulfurifontls. Iulunbeirensis.
amylolvtica, salaria, qingdaonensis, lipolyticum., E e drines. chudinovis, chahannaoensis)
Halorussus tradensis. hispamica. "”x"‘"f' Ticus. e=zemonlense. tibetense. denitrificans, gibbosii, .
(3 spp: rarus, ruber, Japonica, ::';" e "‘J”- salimmr, arcis, lucentensis, mediterranei, Natrinema
anmvlolvticus) rubripromontoriiy :nl(l;l')’d"/‘l':o‘:- % Inalophitum. cibi, ribrum, voicanii) (7 spp: efinarense, pallidum,
- sdharaense. persicum, ri. altunense. versiforme.

: thatlandensis) &ar! gari. » =
Haladaptatus Hal. pl N lutexam. aquaticum, Halobellus salaciae, pellirubrum)
(4 spp: pawcihalopiilus. (4 spp: Jitoreum, xinjlangense, kocurii, (7 spp: clavatues, lini,
titoreus. paliidirubidus. carisbadense, pelagicum, rebenquichense, inordinatus, Natronobacterium

cibarius)

Halalkalicoccus
(3 spp: jeotgali,
paucihaiophiius.
ribetersis)

Halarchaeum
(5 spp: acidiphilum,
racbrichorrm, salimms,
solikamskense.
nitratireducens)

Haloarchaeobius
(5 spp: amylohticus,
salinws, litorews. baliensis,
ircrensis)

Halorubellus

(2 spp: litorews, salimes)

Halomarina
(1 sp: oriensis)

Natronoarchaeum
(3 spp: mannareilvticar,

philippinense. rubrum)
Halovenus

(3 spp: aranensas, rubra,
salina)

Salarchaeum
(1 sp: japomicum)

Salinarubrum
(1 sp: lirorewm)

rubrvnt)

Halomicroarcula
(3 spp: peliucida,
limicola, salina)

Halomicrobium
(3 spp: mukohataei,
=howii, karesii)

Halorhabdus
(3 spp: rlamatea,
wrahensis, ridnickae)

Halorientalis
(3 spp: regularis, brevis,
persicus)

Halapricum
(1 sp: salinm)

Natronomonas
(3 spp: gomrsomensis,
moolapensis, pharaonic)

chaoviator, distribitm,
coriense, laminarice,
saccharovorum, terrestre,

saltoves. ravws, rofus,
lrorens)

D Hal icum
apanicum. vac g
sodomense, (2 spp: ragfiem,
lacusprafiod. borimquese)
halodvwrans, yviomanense,
rutilum, sfavense. Halogranum

tropicale)

Halopenitus
(3 spp: persicus. salims.
malekzadehii)

Halobaculum

(2 spp: gomarrense.
magnesiiphilion)
Halohasta

(2 spp: litorea.
litchfieldiae)
Halolamina

(5 spp: pelagica,
salifodinae, rubra, salina,
sediminis)

Salinigranum
(1 sp: rubrum)

Halonotius
(1 sp: preroides)

(4 spp: rubrum,
gelatinilyticum. salarim,
anpvlolvticim)

Halopelagius

(3 spp: longus. fulvigenes,

imordinatus)

Haloplanus

(6 spp: natans, vescus,
aerogenes, litorens,
salims, ruber)
Haloquadratum
(1 sp: walsbyi)

Halosarcina
(2 spp: pallida. limi)

(3 spp: gregorvi,
rexcoconense.
nitratireducens)

Natronorubrum
(6 spp: texcoconense.
sediminis, aibiense.
sulfidifociens. tibetense,
bangense)

Halovivax
(4 spp: asiaticus, cerims,
limisalsi, ruber)

Halobiforma
(3 spp: halotervestris,
nirratireducens. lacisalsi)

Halopiger

(6 spp: xanaduensis,
aswanensis, salifodinae,
goleamassiliensis,
dielfanassiliensis,
xanwaduensis)

Halostagnicola
(4 spp: bangensis,
alkaliphila, kewekuree,
larsenii)

Haloterrigena

(8 spp: murkmenica. longa,
limicola, hispanica, salina,
rhermorolerans,
saccharevitans. jeotgali)

Natronolimnobius
(2 spp: baerimensis.,
inmermongolicis)

Natronococcus
(4 spp: occulrus. rosens.
Jeotgali, armyviohticus)

Salinarchaeum
(1 sp: laminariae)

Figure 01 : Classification phylogénétique des archées halophiles appartenant a la classe Halobacteria
(Kumar et Tiwari, 2019).

L'ordre des Halobacteriales compte actuellement le plus grand nombre d'espéces au sein du
groupe, il est divisé en trois familles : Halobacteriaceae, Haloarculaceae et Halococcaceae.
La famille des Halobacteriaceae est la plus grande famille de la classe Halobacteria, dans
laquelle on trouve le genre le plus étudié : Halobacterium et I’espéce Halobacterium salinarum
dont le métabolisme nécessite un environnement a forte teneur en sels. La plupart des espéces

sont pigmentées en rouge en raison d'une teneur élevée en pigments caroténoides C-50 dans
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leurs membranes (a-bactériorubérine et dérivés) et qui assurent aux cellules une protection
contre les stress photos-oxydatifs, accompagnés dans certains cas d'un pigment rétinien violet
appelée la bactériorhodopsine, et une pompe membranaire a protons qui assurent le
déplacement de ces protons hors de cellule a traves la membrane toute en capturant 1’énergie
lumineuse, le gradient de protons résultant est ensuite converti en énergie chimique (Wu et al.,
2022).

Le second ordre qui contient un grand nombre d’espéces est celui des Haloferacales, qui est
réparti en deux familles : les Haloferacaceae et les Halorubraceae, suivi de ’ordre des

Natrialbales, qui comprend la seule famille des Natrialbaceae (Wu et al., 2022).

2.2/ Domaine des bactéries

Le domaine Bacteria regroupe la plus grande diversité des halophiles représentée par des

especes halotolérantes et halophiles modérées que des halophiles extrémes (Menasria, 2020).
Les bactéries halophiles sont hautement diversifiées en termes d’espéces qui présentent une large
gamme d'activités métaboliques. Elles peuvent étre soit a Gram positif soit a Gram négatif,
phototrophes ou hétérotrophes, et se présentent sous forme de bacilles, de coccis ou de cellules
spiralées, allant des aérobies aux strictement anaérobies (Kothe, 2021).
La plupart des bactéries halophiles appartiennent aux phylas: Bacillota (anciennement
Firmicutes), Actinobacteriota (Actinobacteria), Pseudomonadota (anciennement
Proteobacteria), Fusobacteriota (anciennement Fusobacteria), Bacteroidota (anciennement
Bacteroidetes) et Spirochaetota (anciennement Spirochaetes) et Cyanobacteria (Le&o et al.,
2023 ; Sdnchez-Porro, 2023).

2.2.1/ Le phylum Bacillota

Les Bacillota (Firmicutes) représentent un phylum de bactéries dont la plupart sont a Gram
positif, ayant une forme ronde ou en batonnet, dans lequel on trouve principalement les genres
Bacillus, Clostridium et Aquibacillus, appartenant a la famille des Bacillaceae. Les espéces
Aquibacillu shalophilus et Aquibacillus sediminis sont des bactéries modérément halophiles
isolées d'environnements hypersalins, elles sont des batonnets, a Gram positif, mobiles et

strictement aérobies (Galisteo et al., 2023).
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2.2.2/ Le phylum Actinobacteriota

Le phylum Actinobacteriota comprend des bactéries largement étudiées et connues comme de
productrices de plusieurs substances bioactives a potentiel biotechnologique, notamment en
médecine, ayant des activités antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antivirus, antifongiques,
antiallergiques, antibactériennes, antitumorales et cytotoxiques. Ces especes d'actinobactéries
halophiles appartiennent aux plusieurs familles telles que : Nocardiaceae, Pseudonocardiaceae,

Streptomycetaceae, Micromonosporaceae... etc (Xie et Pathom-aree, 2021).

2.2.3/ Le phylum Pseudomonadota

Les bactéries appartenant au phylum Pseudomonadota dominent les milieux naturels qui sont
fréguemment soumis a des impacts anthropiques. Ce phylum comprend plusieurs classes comme
Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria et Hydrogenophilalia, dont plusieurs genres sont
pathogenes tels que Pseudomonas et Vibrio mais aussi des bactéries impliquées dans la fixation
biologique d’azote tel le genre Rhizobium (Le&o et al., 2023).

2.2.4/ Le phylum Fusobacteriota

Actuellement, les Fusobactéries sont divisées en deux familles : Les Leptotrichiaceae et les
Fusobacteriaceae, qui comprennent les genres marins et aquatiques Psychrilyobacter,
Ilyobacter, Propionigenium et Cetobacterium. Ces bacteéries, peu étudiées, sont des anaérobies, a
Gram négatif, non sporulées, généralement non mobiles, qui prennent la forme d'un batonnet

effilé, telles que I’espéce Psychrilyobacter atlanticus (Brennan et Garrett, 2019).

2.2.5/ Le phylum Bacteroidota

Les Bacteroidetes sont des batonnets chimio-organotrophes, & coloration de Gram négatif, qui
ne forment pas d'endospores et sont soit immobiles, soit mobiles par glissement. Le phylum
comprend les classes Bacteroidia, Cytophagia et Flavobacteria.

Ces bactéries sont largement répandues dans I'environnement, c’est I’exemple de la famille
Cyclobacteriaceae qui a été uniqguement trouvéee dans des environnements hypersalins.

La grande variété d'habitats reflete I'importance des Bacteroidetes dans les processus
biogéochimiques et leur spécialisation fonctionnelle dans la décomposition des peptides et des

polysaccharides (Hahnke et al., 2016).
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2.2.6/ Le phylum Spirochaetota

Dans ce phylum on trouve la famille des Spirochaetaceae qui comporte le genre Spirochaeta
ayant une espece halophile et anaérobie obligatoire nommée Spirochaeta sinaica, qui se présente
sous forme d’hélice mobile, a pu se développer a des concentrations de NaCl de 2 a 12 %
(croissance optimale a 7 %), a des températures de 10 & 32 °C (optimum & 28 °C) et a un pH de 6
a 8,5 (optimum a pH 7,0 - 7,5) (Dubinina et al., 2015).

2.2.7/ Le phylum Cyanobacteri ou Cyanobacteriota

Les halophiles sont trouvés parmi les cyanobactéries, qui sont des bactéries
photosynthétiques halophiles isolées de la surface de sediments de milieux hypersalés ou elles
forment des tapis microbiens. Il s’agit surtout de cyanobactéries et de bactéries anoxygéniques
pourpres, des genres Ectothiorhodospira et Chromatium isolés d’un lac hypersalin alcalin situé
dans le Nevada (Big Soda lake) (Hernandez-Maldonado et al., 2016).

2.3/ Domaine des Eucaryotes

Bien que les organismes procaryotes soient trés majoritaires dans les écosystemes hypersaleés,
des microorganismes eucaryotes peuvent étre retrouves dans ces environnements sauf que ces
halophiles sont rares (Besse, 2016).

Parmi les champignons filamenteux on trouve les genres Hortaea, Wallemia et Aureobasidium
(Wang et al., 2020 ; Plemenitas, 2021). Quant aux levures, on trouve le genre Debaryomyces
(Cacciarella, 2021), mais les eucaryotes halophiles les mieux étudiés sont les algues vertes du
genre Dunaliella, dont certaines sont oranges plutdt que vertes car elles accumulent des quantités
massives de p-carotene. Dunaliella est d’une grande importance écologique dans les lacs salés et

soutient ainsi la vie des communautés hétérotrophes (figure 02) (Pagels et Guedes, 2023).

Figure 02 : Exemple d’une algue halophile : Dunaliella salina.

https://121clicks.com/wp-content/uploads/2021/08/dunaliella_salina paolo pettigiani 01.jpg
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3/ Facteurs physico-chimiques affectant la croissance des microorganismes halophiles

Les environnements hypersalins ne sont pas caractérises uniquement par une teneur élevée en
sel mais aussi d'autres extrémes conditions physico-chimiques environnementales comme la
haute pression, la haute température, les pH extrémes, les concentrations élevées de composés
toxiques et de métaux lourds, la faible disponibilité d'oxygene, le rayonnement UV et la haute
intensité lumineuse...etc. (Salma, 2020 ; Cui et Dyall-Smith, 2021 ; Lach et al., 2021).

3.1/ pH

La plupart des microorganismes halophiles et halotolérants sont neutrophiles et alcaliphiles.
Les neutrophiles croissent mieux a des pH de 6,8 a 7,5 tandis que les alcaliphiles croissent a des
pH de 8 a 10 en utilisant des carbonates pour maintenir le pH (Al-Rubaye et al., 2017).

3.2/ Température

La plupart des microorganismes halophiles et halotolérants croissent de maniere 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 halophiles capables de tolérer des
températures aussi €levées 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).

3.3/ Salinité

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

3.4/ Oxygene

Les systemes hypersalés sont des environnements anoxiques en dehors de la surface des eaux,
car les températures ¢€levées et les fortes salinités limitent la solubilisation de I’oxygene et

engendrent des zones favorables a la prolifération d’une flore anaérobie (Pimbert, 2016).
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Paradoxalement, 1’aérobiose est assez largement représentée a la surface de ces environnements,
aussi I’agitation des eaux de surfaces par le vent permet 1’aération et donc la disponibilité

d’oxygene pour les microorganismes aérobies (Buhungu et al., 2018).
4/ Mécanismes d’adaptation des microorganismes halophiles

La survie des micro-organismes dans un environnement salin nécessite que les cellules
maintiennent leur pression osmotique intracellulaire, qui doit étre au moins isosmotique ou
hyperosmotique, et empéchent la perte de 1’eau a travers les membranes perméables (Verma et
al., 2020). Pour s'adapter a des conditions de salinité aussi difficiles, les micro-organismes
halophiles et halotolérants utilisent deux stratégies différentes appelées : high-salt-in et low-

salt-in.

4.1/ La stratégie ‘“high-salt-in”’

L’accumulation d’ions inorganique dans le cytoplasme cellulaire permet de maintenir des
concentrations salines intracellulaires extrémement élevées (Trung, 2020). Elle concerne
spécifiqguement les bactéries aérobies du genre Salinibacter et les bactéries anaérobies de 1’ordre
des Halanaerobiales et également des archées aérobies (Hamad et al., 2021). Dans la plupart
des cas I’ion K™ et I’ion CI" sont respectivement les ions majoritairement accumulés (Verma et
al., 2020). La régulation de la concentration en ions est possible grace a ’action coopérative de
plusieurs protéines de transport « pompes ioniques (Na*/H*) », transporteurs couplés (acide
aminé/ Na®), uniport (K*) ...etc (figure 03) (Verma et al., 2020).
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Figure 03 : la stratégie high-salt-in exercée a travers la membrane cellulaire d’une bactérie halophile
(Verma et al., 2020).
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4.2/ La stratégie ‘‘low-salt-in”’

Ce mécanisme d'adaptation est principalement maintenu par les solutés organiques ou
osmolytes, qui sont principalement produits soit par synthése endogéne soit par import a partir
du milieu extracellulaire. Ces solutés sont des molécules organiques, polaires, de faible poids
moléculaire, hautement solubles dans I’eau a de fortes concentrations et dont la plupart ne
possedent pas de charges nettes (zwiterrions ou composés non chargés neutres). La plupart des
cellules utilisent différents solutés plutdt qu’un systéme basé sur un seul soluté organique (acides
aminés, sucre, polyols) (tableau 01). L’accumulation des solutés compatibles n’empéche pas la
conservation d’une faible concentration ionique intracellulaire d’ions K* et CI- grace au transport

actif (Verma et al., 2020).

Tableau 01 : Exemples de solutés organiques zwittérioniques synthétisés par des procaryotes
(Verma et al., 2020).

Solutés Especes productrices

Glycine-bétaine Halorhodospora halochloris,
Methylarcula terricola, Methylophaga sp., Sporosarcina pasteurii,
Brevibacterium sp., Chromohalobacter sp.

Vibrio cholera, Halorhodospora halochloris, Halomonas elongata, H.
variabalis, Chromohalobacter salexigens, C. israelensis, Methylophaga
Ectoine alcalica, Halobacillus halophilus, Micrococcus sp., Bacillus spp., Rhodovulum

sulfidophilum, Brevibacterium sp.

Hydroxy -éctoine Halomonas elongata, Nocardiopsis halophila, Sporosarcina sp.

B-glutamine Methanohalophilus portucalensis, Methanosarcina thermophila,

Methanothermus thermolithotropicus.

5/ Intéréts biotechnologiques des microorganismes halophiles
5.1/ Applications de la bactérie halophile

5.1.1/ Domaine agroalimentaire

Les bactéries halophiles sont couramment utilisées pour attenuer le stress salin et améliorer la

croissance des plantes. Ces bactéries halotolérantes a potentiel agronomique sont utilisées dans le

9



Partie | : Revue bibliographique

contréle biologique des phytopathogeénes, la production de biostimulants et la fabrication de
biofertilisants (Dutta et Bandopadhyay, 2022).
Elles sont également utilisées en industrie alimentaire, notamment dans la préparation d'une

sauce a base de soja ou d’une sauce a base de poisson appelée “nuoc mam” (Anwar et al., 2020).

5.1.2/ Clonage moléculaire

Dans le cadre de la biologie moderne, il est concevable de réaliser des transferts génétiques
permettant de donner des capacités de résistance au sel et & la sécheresse a des céréales comme le
blé, le riz ou I'orge, tenant compte de I'information génétique générée par le séquencage de
génomes de bactéries halophiles, c’est ’exemple de la souche Halobacillus trueperi SS1, une
bactérie halophile extréme qui a été exploitée pour isoler et cloner des genes de tolérance au sel
(Gupta et al., 2020).

2.1.3/ Biorémédiation

Les environnements salins et hypersalins sont fréguemment contaminés par des composés
organiques en raison d’activités industrielles, ou le niveau de la toxicité est élevé (Lefebvre,
2020). Une alternative pour surmonter ce probléme est l'utilisation de bactéries halophiles
adaptées a ces conditions. Plusieurs études ont montré la dégradation bactérienne de composés
aromatiques en conditions salines en utilisant des genres de bactéries halophiles tels Halomonas
sp (Monzon, 2018). Des archées halophiles appartenant au genre Halobacterium sont capables
de métaboliser des hydrocarbures (Besse, 2016). Récemment, une souche archéenne halophile
Haloarcula sp s’est montrée capable de se développer en conditions aérobies sur 1’acide 4-
hydroxybenzoique comme source unique de carbone et d'énergie (Tsagogiannis et al., 2024).
D’autres espéces halophiles telles que Dietzia maris et Halomonas eurihalina ont été reportées
comme capables de dégrader des hydrocarbures et quelques composants de pétrole brut (Venilet
al., 2021).

5.2/ Application des métabolites produits par la bactérie halophile

5.2.1/ Enzymes

Les enzymes halophiles sont utiles dans de nombreux domaines tels que l'industrie

alimentaire, les détergents a lessive et les industries textiles en raison de leur stabilité et de leur

10
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polyextrémophilie, ce qui leur permet de fonctionner mieux dans des environnements extrémes
de haute salinité. Ces enzymes sont utilisées également dans le domaine alimentaire, de la
production d’énergie et dans la détoxification des pesticides...etc (tableau 02) (Vigneshwar et
al., 2023).

Tableau 02 : Exemples d'enzymes produites par les microorganismes halophiles et leurs
applications en biotechnologie (Vigneshwar et al., 2023).

Microorganismes Enzymes Application
Halobacterium sp Protéase Traitement du cuir, alimentaire,
Halococcus agarilyticus produits laitiers
Gracilibacillus sp Xylanase Industrie papetiére.
Haloferax mediterranei Lipase Détergent, pharmaceutique.
Bacillus sp Amylase Industrie brassicole, alimentaire.
Marinobacter L-arginase Synthése d’aromes

5.2.2/ Solutés compatibles

Quelques composés comme la glycine, la bétaine et 1’éctoine porte un grand intérét
notamment dans les industries pharmaceutique et cosmétique di a leur potentiel protecteur

protégeant la peau contre les radiations UV (Jadhav et al., 2018).

5.2.3/ Pigments caroténoides

La couleur observée dans les environnements hypersalins et synthétisée par des
microorganismes halophiles notamment Dunaliella et Salinibacter ruber, s’appelle la
salinixanthine. Ce pigment est utilisé comme antioxydant, colorant alimentaire et source de

provitamine A (Sricharoen et al., 2023).

5.2.4/ Exo-polysaccharides

Ces composés sont utilisés dans plusieurs domaines :

- Environnementale : dans la détoxification des métaux et représentent donc une méthode de
dépollution biologique a faible co(t.

- Alimentaire : comme agents gélifiants ou émulsifiants.

- Clinique : grace a leurs immunostimulantes, antitumorales, anti-inflammatoires.

11
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- Cosmétique : comme molécules antiage (agent hydratant, raffermissement de la peau, lissant,
antirides, de reparation cellulaire, de régénération de cellules dermique et de protection contre les
UV) (Biswas et Paul, 2017).

12
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1/ Provenance des bactéries halophiles

Les souches bactériennes halophiles étudiées, au nombre de six ont été fournies par notre
encadrante M™ MERIANE llhem. Chacune avait un code spécifique : S1, S2, S5, S10, S13, S18.

2/ Revivification des bacteéries halophiles

Deux milieux de culture appelés M1 et M3 (Sanogo, 2023) ont été prépares dans le but de

revivifier les bactéries halophiles (leur composition est mentionnée en annexe) (figure 04).

A partir des tubes Eppendorf et en utilisant une pipette Pasteur stérile, une goutte de milieu de
culture liquide contenant 1’inoculum a été prélevé puis étalé sur le milieu de culture solide de la
revivification par la méthode de stries a 1’aide d"une anse de platine préalablement stérilisée a la
flamme du bec Bunsen.

Les boites de Pétri ont été incubées a 37 C° pendant 15 jours.

Figure 04. Photographie des milieux de culture utilisés pour la revivification.
(De gauche a droite : M1 (2 flacons) et M3 (2 flacons)).

3/ Repiquage et purification

Dans des conditions stériles, une colonie bien isolée et représentative de chaque souche
destinée a étre repiquée a été prélevée a aide d’une anse de platine stérile et étalée en stries sur

une nouvelle boite de Pétri contenant les milieux de culture M1 et M3. Ces hoites de Pétri ont
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été incubées a 37 C°. La pureté des colonies développées a été vérifiée par 1’é¢tude de leurs

caractéres macroscopiques et microscopique (Sanogo, 2023).
4/ Etude des caractéres physico-chimiques des bactéries halophiles

4-1/ Effet de différents pH sur la croissance des bactéries halophiles

Les six souches bactériennes ont été ensemencées sur les milieux M1 et M3 préalablement
préparés puis ajustées a différentes valeurs de pH (annexe). Les milieux de culture ont été
liquides (préparés dans des tubes a essai) pour le pH 5 et le pH6, et solides (prépares puis coulés
dans des boites de Pétri) pour le pH 8, 9 et 10 (figure 05).

A l’aide d’une anse de platine préalablement stérilisée a la flamme du bec Bunsen, une colonie
bien isolée a été prélevée puis introduite dans des tubes contenant le milieu de culture liquide
puis ce dernier a été homogénéisé en utilisant 1’agitateur Vortex. La méthode des stries a été
réalisée sur les milieux de culture solide en prélevant a 1’aide d’une anse de platine
préalablement stérilisée a la flamme du bec Bunsen, un fragment de colonie pure, qui a été étalé
prudemment sur toute la surface de milieu de culture.

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

La lecture s’est réalisée a partir de 24h jusqu’a 10 jours successives d’incubation a 37C°.

Toute croissance a signifié un résultat positif, symbolisée par un (+).

Les résultats positifs obtenus ont été traduits comme suit :

(+) : présence de quelques colonies.
(++) : croissance faible.
(+++) : croissance modérée.

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

14
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(A) (B)

Figure 05. Photographies des milieux de culture liquides et solides utilisés pour I’étude du parametre pH.
(A) : M1, pH 9, (gauche) et M3, pH 9 (droite), (B) : M1, pH 5 et 6 (gauche) et M3, pH 5 et 6(droite).

4-2/ Effet de différentes concentrations en NaCl sur la croissance des bactéries halophiles

La croissance des souches bactériennes en présence de différentes concentrations en NaCl a
été mise en évidence sur un milieu de culture solide ensemencé par la méthode des stries. I
s’agit également des miliecux M1 et M3 préparés avec 0%, 0.5%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%
et 30% de NaCl (annexe) (figure 06).

Un témoin négatif pour a été préparé chaque milieu de culture.

L’incubation s’est réalisée a 37 C°, avec une lecture réguliere effectuée a partir de 24h pendant

10 jours successivement.

Un résultat positif se traduit par une croissance bactérienne, ou :

(+) : présence de quelques colonies.
(++) : croissance faible.
(+++) : croissance modérée.

(++++) : tres bonne croissance (envahissement de la boite de Pétri).
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Figure 06. Photographie des milieux de culture utilisés pour I’étude du parametre NaCl.
(A droite : M1 & 25% de NaCl, au centre : M3 & 0.5% de NaCl et & gauche : M3 & 10% de NaCl).

4-3/Effet de différentes températures sur la croissance des bactéries halophiles

Les souches bactériennes halophiles ont été ensemencées sur les milieux M1 et M3 (figure
07), coulés en boites de Pétri en utilisant la méthode des stries, puis incubées a différentes
températures : 4°C, 10°C, 20°C, 37C°, 40C°, 50°C et 60 C°.

Un témoin négatif a été préparé pour chaque milieu de culture.
La lecture a été effectuée quotidiennement pendant 10 jours.

Un résultat positif se traduit par une croissance bactérienne, ou :
(+) : présence de quelques colonies.

(++) : croissance faible.

(+++) : croissance modérée.

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

Figure 07. Photographie des milieux de culture utilisés pour I’étude du parameétre température.
(A droite : M3 pour T : 4C°, au centre : M1pour T: 40C° et & gauche : M3 pour T: 50C°).
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5/ Etude enzymatique : recherche de la L-arginase et de la L-méthionase

Les tests enzymatiques sont principalement réalisés afin de détecter la présence d’une
enzyme donnée (Hassabo et al., 2022).
Deux enzymes : la L-arginase et laL-méthionase ont été recherchées. Pour cela, 1% de deux
substrats L-arginine et L-méthionine ont été ajoutés aux milieux de culture de base (annexe),
dans lesquels le rouge de phénol a éte utilisé comme un indicateur coloré de pH (figure 08).
Un témoin négatif pour chaque milieu de culture a été préparé.
L’ensemencement s’est réalisé par une strie longitudinale au centre de milieu de culture contenue
dans la boite de Pétri. L’incubation a été effectué¢e a 37C°.
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, ’urée et 1’ornithine se forment.
Ensuite, la dégradation de 1’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, méthanethiol et ’ammoniaque se forment. Ce dernier est le
responsable de I’alcalinisation du milieu et puis apres le virage de la couleur du milieu de culture
de I’orange au violet (Hassabo et al., 2022).

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

Figure 08. Photographie des milieux de culture utilisés pour I’étude des tests enzymatiques.

(A droite : M3 additionné de la L-arginine et a gauche : M3 additionné de la L-méthionine).

17



Partie 11 :
Résultats et discussion



Partie 111 : Résultats et discussion

1/ Revivification, repiquage et purification

Apres 15 jours d’incubation, toutes les souches se sont développées dont leur développement a
été marquée par une vitesse et un taux de croissance différents.

Les colonies repiquées ont été obtenues apres 24h a 3 jours d’incubation a 37°C. Elles ont été
pures et compatibles avec les colonies précédemment obtenues (Sanogo, 2023).

Les photos ci-dessous montrent les résultats du repiquage et de la purification de quelques

souches (figure 08).

Souche n°10 Souche n°® 2

Figure 09 : Photographies de deux souches halophiles : 2 et 10, aprés repiquage et purification (apres 48h

d’incubation).

2/ Etude des caractéres physico-chimiques des bactéries halophiles

2.1/ Etude de Deffet de différents caractéres physico-chimiques sur la croissance de la

totalité des bactéries halophiles étudiées

2.1.1/ Effet du pH sur la croissance des bactéries halophiles

Les résultats de D’effet de différents pH sur la croissance des six bactéries halophiles sont

démontrés dans le tableau n° 3 et la figure n°10
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Tableau 03 : Les résultats de I’étude de I’effet du paramétre de pH sur la croissance des bactéries
halophiles aprés 10 jours d’incubation.

Souches Pourcentage de la
croissance (%)
pH
1 2 5 10 13 18 Positive | Négative
5 + - - + - - 33 67
6 + - - + + - 50 50
7 + + + + + + 100 0
8 + + + + + + 100 0
9 + + + - + + 83 17
10 + + + - + + 83 17
~ 100
x
3 90
& 80
&
S 70
[S]
< 60 Croissanc
S 50
S u Positive
S 40 o
& = Négative
2 30
3
a 20
10 I I
0
5 6 7 8 9 10

pH

Figure 10 : Les résultats de ’étude de I’effet du paramétre de pH sur la croissance des bactéries halophiles

aprés 10 jours d’incubation.
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D’apreés ces résultats, on remarque que toutes les souches ont pu développer a pH 7 et a pH 8

(100%). Leur majorité ont pu croitre a pH 9 et 10 (83%). Aux pH acides, la croissance a
remarquablement diminué pour atteindre 50% a pH 6 et 33% a pH 5.

2.1.2/ Effet de la concentration en NaCl sur la croissance des bactéries halophiles
Les résultats de I’effet de différentes concentrations de NaCl sur la croissance des six bactéries

halophiles sont mentionnés dans le tableau n° 4 et le figure n°11 :

Tableau 04 : Les résultats de I’étude de I’effet du paramétre de NaCl sur la croissance des bactéries
halophiles aprés 10 jours d’incubation.

Souches Pourcentage de la croissance
(%)
NaCl — —
1 2 5 10 13 18 Positive Négative
(%)
0 + - - + - + 50 50
0,5 + - + + - + 67 33
3 + + + + - + 83 17
5 + + + + - - 67 17
10 - + + + + - 67 33
15 - + + + + - 67 33
20 - + + + - - 50 50
25 - - - - - - 0 100
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Crmssance
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Concentration de NaCl (%)
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Figure 11 : Les résultats de I’étude de I’effet du paramétre de NaCl sur la croissance des bactéries halophiles

apreés 10 jours d’incubation.

D’aprés ces résultats, on remarque que la majorité des souches bactériennes halophiles (83%) ont
pu croftre & une concentration de NaCl de 3%. 67% des souches ont montré une croissance a des
concentrations de 0.5%, 5%, 10% et 15% de NaCl. La moitié des souches (3) ont pu se
développer dans le milieu préparé sans NaCl et le milieu préparé avec une concentration de NaCl

de 20%. Finalement, aucune souche n’a pu développer a une concentration de 25%de NaCl.

2.1.3/ Effet de la température sur la croissance des bactéries halophiles

Les résultats de ’effet de différentes températures sur la croissance des six bactéries halophiles
sont déemontrés dans le tableau n°5 et la figure n° 12.
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Tableau 05 : Les résultats de I’étude de I’effet de la température sur la croissance des bactéries
halophiles aprés 10 jours d’incubation.

Température Souches Pourcentage de la croissance
°C) (%)
1 2 5 10 13 18 Positive Négative
4 - - - - - + 17 83
10 - + - - - + 33 67
20 - + - - - + 33 67
37 + + + + + + 100 0
40 + + + + + + 100 0
50 - - - + - - 17 83
60 - - - - - - 0 100
100

90

80
7
6 Croissance
5
M Positive
4
M Négative
3
2
4 10 20 37 40 50 60

Température (°C)

o

o

o

Pourcentage de la croissance (%)
o o o o o

Figure 12 : Les résultats de I’étude de I’effet de la température sur la croissance des bactéries halophiles
aprés 10 jours d’incubation.
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D’apres ces résultats, on remarque que toutes les souches ont pu développer aux températures de
40C et 37C (100%). 33% ont pu croitre aux températures de 10°C et de 20°C. Aux
températures extrémes, la croissance a remarquablement diminué : 17% ont pu développer aux

températures de 4°C et de 50 Cet aucune croissance n’a été observée a la température de 60°C.

2.2/ Etude de P’effet de différents caractéres physico-chimiques sur la croissance de chaque
souche halophile étudiée

2.2.1/ Etude de I’effet du pH, NaCl et température sur la croissance de la souche n°1
Les résultats de 1’étude de ’effet du pH, NaCl et température sur la croissance de la souche n°1

sont mentionnés dans le tableau n°6.

Tableau 06 : Les résultats de I’étude de différents parametres physico-chimiques sur la croissance
de souche n°1 apres 10 jours d’incubation.

Souche n°1

pH Temps d’incubation (jours)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 - - - - - - - - +
6 - - - - - - - - - +
7 + ++ +++ +++ +H++ | | A | A | A | A
8 - - - - - - + ++ ++ ++
9 - - - - - - - + + +
10 - - - - - - - + + +

NaCl (%)
0 +H++ | At | | HEEE | | | AR | | R |
0,5 +H++ | | A | A | A | | | | |
3 +H++ | At | | HEEE | | | AR | | R |
5 +H++ | | A | A | A | | | | |
10 - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -
25 - - - - - - - - - -
Température

(°C)
4 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -
37 + ++ +++ +++ | A | | | | A | Rt
40 - - - - - - - + + +
50 - - - - - - - - - -
60 - - - - - - - - - -
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Concernant le pH, la croissance de la souche n°1 a été lente pour la majorité des pH
testés. Aux pH 5 et 6, les colonies sont apparues aprés 10 jours d’incubation. A pH 7,
les colonies se sont apparues aprés 24h d’incubation. Aux pH 8, 9 et 10, ’apparition
de quelque colonie a été constatée aprés le 7°™ jour d’incubation (pH 8) et apreés le
8°M€ jour d’incubation (pH 9 et 10). Ce qui nous permet de classer la souche comme

neutrophile et alkalitolérante.

Concernant le NaCl, la croissance de la souche a été extrémement rapide et excellente
dans le milieu M3 préparé sans NaCl (0%), et aussi & une concentration de 0,5%, 3%
et 5%. Au-dela de 5%, la souche n’a pas pu se développer. Ceci nous permet de

classer la souche comme halotolérante et Iégerement halophile.

Concernant la température, la souche ne s’est développée qu’aux températures 37°C

(aprés 24h) et 40°C (apres le 8°™ jour d’incubation). Ce qui nous permet de classer la

souche comme mésophile.

0,5%NaCl pH 8 15% NaCl

Figure 13 : Photographies de résultats de la croissance de la souche n°l aux 0,5% et 15% de NaCl
aprés 7 jours d'incubation, et a pH 8 aprés 10 jours d'incubation.

2.2.2/ Etude de Deffet du pH, NaCl et température sur la croissance de souche
n°2
Les résultats de 1’étude de I’effet du pH, NaCl et température sur la croissance de la

souche n°2 sont mentionnés dans le tableau n°7.
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Tableau 07 : Les résultats de I’étude de différents parametres physico-chimiques sur la
croissance de souche n°2 apreés 10 jours d’incubation.

Souche n°2

pH Temps d’incubation (jours)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 - -
6 - -
7 +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
8 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
9 ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
10 + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

NaCl (%)
0 - -
0,5 - -
3 - +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
5 - ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
10 - ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
15 - - - - + ++ +++ +++ +++ +++
20 - - - - ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
25 - - - - - - - - - -
Température

(°C)
4 - - - - - - - - - -
10 - + + + + + + + + +
20 - + + + + + + + + +
37 +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
40 - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++++
50 - - - - - - - - - -
60 - - - - - - - - - -

Concernant le pH, la croissance de la souche n°2 a été rapide a pH 7 (24h
d’incubation). Aux pH 8§, 9 et 10, les colonies sont apparues aprés 48h d’incubation.
Aux pH 5 et 6, la souche n’a pas pu se développer. Ce qui nous permet de classer la

souche comme neutrophile et alkalitolérante.

Concernant le NaCl, la croissance de la souche a été rapide dans le milieu M3 prépare
avec les concentrations 3%, 5% et 10% de NaCl. Aux concentrations de 15% et 20%
de NaCl, les colonies sont apparues aprés 5 jours d’incubation. Aux concentrations de
0%, 0,5% et 25% de NaCl, la souche n’a pas pu se développer. Ceci nous permet de

classer la souche comme légérement halophile et halophile modérée.

Concernant la température, la croissance de la souche a été excellente aux

températures 37°C (apres 24h) et 40°C (aprés 3 jours). Aux temperatures 10°C et

20°C, I’apparition de quelques colonies a été constatée apreés 48h d’incubation. Au
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dela de 40°C, la souche n’a pas pu croitre. Ce qui nous permet de classer la souche

comme psychrotolérante et mésophile.

pH 8 20% NaCl T:40°C

Figure 14 : Photographies de la croissance de la souche n°2 aux pH 8 (aprés 3 jours), 20%NaCl
(apreés 7 jours d'incubation ), et 40°C (apres 10 jours d'incubation).

2.2.3/ Etude de Ieffet du pH, NaCl et température sur la croissance de souche
n°5
Les résultats de 1’é¢tude de I’effet du pH, NaCl et température sur la croissance de la

souche n°5 sont mentionnés dans le tableau n°8.

Concernant le pH, la croissance de la souche n° a été trés rapide et bonne a pH 7
(24h). Sa croissance a été lente aux pH alcalins : aprés la 7°™ jours d’incubation au
pH 8 et le 9°™ jours d’incubation aux pH 9 et 10. Aucune croissance n’a été constatée

aux pH acides (5 et 6). Ce qui nous permet de classer comme neutrophile

Concernant le NaCl, la croissance de la souche a été rapide et excellente dans le

milieu M3 préparé a une concentration de 10%NaCl (48h d’incubation). Aux
concentrations de 0,5%, 3%, 5% et 15%de NaCl, la croissance faible a été observée
aprés 6 jours d’incubation. A 20%de NaCl, la croissance a été excellente (constatée

aprés 6 jours d’incubation). Ceci nous permet de classer la souche comme halophile

modérée et halophile extréme.
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Tableau 08 : Les résultats de I’étude de différents parametres physico-chimiques sur la
croissance de souche n°5 aprés 10 jours d’incubation.

Souche n°5
pH Temps d’incubation (jours)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 - - - - - -
6 - - - - - -
7 + ++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
8 - - - - - + ++ ++ ++
9 - - - - - R -
10 - - - - - - -
NaCl (%)
0 - - R - R R - R - -
0,5 - - - - - ++ ++ ++ ++ ++
- - + + + ++ ++ ++ ++ ++
- - - - ++ ++ ++ ++ ++
10 - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
15 - - - - - ++ ++ ++ ++ +++
20 - - - - - ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
25 - - - - - - - - - -
Temp érature
(°C)
4 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -
37 + ++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
40 - + + + + + + + + +
50 - - - - - - - - - -
60 - - - - - - - - - -

Concernant la température, la souche ne s’est développée qu’aux température 37°C

(aprées 24h) et 40°C (apres 48h d’incubation). Ce qui nous permet de classer la souche

comme mésophile.

pH 8 | 20%NaCl 10% NaCl

Figure 15 : Photographies de la croissance de la souche n°5 aux pH 8, 20%NaCl et 10%NaCl
apreés 7 jours d'incubation.
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2.2.4/ Etude de I’effet du pH, NaCl et température sur la croissance de souche
n°10
Les résultats de 1’étude de I’effet du pH, NaCl et température sur la croissance de la

souche n°10 sont mentionnés dans le tableau n°9.

Tableau 09 : Les résultats de 1’étude de différents parametres physico-chimiques sur la
croissance de souche n° 10 apres 10 jours d’incubation.

Souchen® 10
pH Tempsd’incubation (jours)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5 + + + + + + + + + +

6 + + + + + + + + + +

7 - + ++ +++ |ttt | bbb | b | bR | R | bRt

8 - - + + + + +++ | A+ |
10 - - - - - - - - - -

NaCl (%)

0 +H++ |ttt | bR | R | bR | bR | bR | bR | bR |
0,5 ++++ | A+ | A | A | A | | | A | |

3 ++++ | A+ | A | A | A | | | A | |

5 +H++ |ttt | bR | R | bR | bR | bR | bR | bR |
10 e o o S o o S o B [ S B S T o I
15 - - + + ++ ++4++ | | | A |
20 - - - - - - +++ +++ | ++++ |
25 - - - - - - - - - -

Tempgérature
°C)

4 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -
37 - + ++ +4++ | A | b | A | | |
40 - - - - + + + + + +
50 - + + + + + + + + +
60 - - - - - - - - - -

Concernant le pH, la croissance de la souche n°10 a été observée apres 24h
d’incubation aux pH acides (pH 5 et 6). A pH 7, la croissance a été bonne aprés le
4°M¢ jour d’incubation. Aux pH alcalins, la croissance a été faible (pH 8) ou absente
(pH 9 et 10). Ce qui nous permet de classer la souche comme acidophile et

neutrophile.
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Concernant le NaCl, la croissance de la souche a été extrémement rapide et excellente
dans le milieu M3 préparé sans NaCl (0%), et aussi aux concentrations de 0,5%, 3%,
5% et 10% de NaCl. Aux concentrations de 15% et 20%de NaCl, la croissance a été
excellente aprés le 6°™ jours d’incubation et le 9°™ jours d’incubation
consécutivement. Finalement aucune souche n’a pu développer a une concentration de
25%. Ceci nous permet de classer la souche comme halotolérante et halophile

Iégére & modérée.

Concernant la température, la souche ne s’est développée qu’aux températures 37 Cet
50°C (aprés 24h jour d’incubation) et a 40 (aprés 5 jours d’incubation). Ce qui nous

permet de classer la souche comme mésophile et thermotolérante

3% NaCl

Figure 16 : Photographies de la croissance de la souche n°10 aux pH 6 (apres 3 jours
d'incubation), 3%NacCl, 50°C (aprés 10 jours d’incubation).

2.2.5/ Etude de Ieffet du pH, NaCl et température sur la croissance de souche
n°13
Les résultats de 1’étude de 1’effet du pH, NaCl et température sur la croissance de la

souche n°13 sont mentionnés dans le tableau n°10.
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Tableau 10 : Les résultats de I’étude de différents parametres physico-chimiques sur la
croissance de souche n° 13 aprés 10 jours d’incubation.

Souche n°13
pH Temps d’incubation (jours)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 - - - - - - - - - -

6 - - - - - - - - + +

7 - - + + ++ ++ +++ +++ | At

9 + + + + + + ++ ++ +++ ++++

10 + + + + + + + + ++ +++
NaCl (%)
0 - - - - - - - - - -

05 - - - - - - - - - -

3 - - R R R - - R - -

5 - - R R R - - R - -

10 - - - - - - + + + +

15 - - - - - - + + + +

20 - - - - - - - + + +
25 - - - - - - - - - -
Température

(°C)
4 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -

37 - - + + ++ ++ +++ +++ +H++ |

40 - - - - - - - + + +
50 - - - - - - - - - -
60 - - - - - - - - - -

Concernant le pH, aucune croissance de la souche n’a été constatée aux pH acides (5
et 6). A pH 7, la croissance a été bonne (observée d’aprés le 3°™ jour d’incubation).
Aux pH alcalins, les colonies sont apparues aprés 24h (pH 9 et 10) et 7°™ jour
d’incubation (pH 8). Ce qui nous permet de classer la souche comme neutrophile et

alkaliphile.

Concernant le NaCl, la souche ne s’est développée qu’aux concentrations de 10 %et

15%NaCl (apres 7 jours d’incubation) et 20 % NaCl (aprés 8 jours d’incubation). Aux
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concentrations de 0%, 0,5%, 3% et 5%NacCl, la souche n’a pas pu se développer.

Ceci nous permet de classer la souche comme halophile modérée.

Concernant la température, la souche ne s’est développée qu’aux températures 37°C
(aprés 3 jours) et 40°C (apres le 8°™ jour d’incubation). Elle a été bonne a 37°C, ce

qui nous permet de classer la souche comme mésophile

15%NaCl

Figure 17 : Photographies de la croissance de la souche n°13 aux pH 10 et 15% NaCl (apres 10
jours), et 40°C (apres 7 jours d’incubation).

2.2.6/ Etude de I’effet du pH, NaCl et température sur la croissance de souche
n°18
Les résultats de 1’é¢tude de ’effet du pH, NaCl et température sur la croissance de la

souche n°18 sont mentionnés dans le tableau n°11.

Concernant le pH, la croissance a été absente dans les pH acides (5 et 6). A pH 7, la
croissance a été bonne. Aux pH alcalins (8, 9 et 10) la croissance a été lente mais

bonne. Ce qui nous permet de classer la souche comme neutrophile et alkaliphile.

Concernant le NaCl, la souche ne s’est développée qu’aux concentrations de 0%
(aprés 24h), 0,5% et 3%de NaCl (apres 3 jours d’incubation). Ceci nous permet de

classer la souche comme halotolérante et Iégérement halophile.
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Tableau 11 : Les résultats de I’étude de différents parametres physico-chimiques sur la
croissance de souche n° 18 apreés 10 jours d’incubation.

Souchen®18
pH Temps d’incubation (jours)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5 - - - - - - - - - -

6 - - - - - - - - - -

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

8 - - - - + + + + ++ ++

9 - - + + + + +++ +++ +++ |+t
10 - - - - - - + + ++ +++

NaCl (%6)

0 + + + + + + ++ +++ | |
0,5 - - + + + + + ++ ++ +++

3 - - + + + + + + ++ +++

5 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - -
25 - - - - - - - - - -

Température
(C)

4 - - - - - - + + + +
10 - - - - - + + + + +
20 + + + + + + + + + +
37 + + + ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
40 - + + + + + ++ ++ ++ ++
50 - - - - - - - - - -
60 - - - - - - - - - -

Concernant la température, les colonies sont apparues aux températures 37°C (apres
24h d’incubation) et 40°C (apres 48h d’incubation). L apparition de quelques colonies
a eté constatée aux températures 4°C (aprés 7 jours d’incubation), 10°C (aprés 6 jours
d’incubation) et a 20°C (aprés 24h d’incubation). Ce qui nous permet de classer la

souche comme psychrotolérante et mésophile.
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Figure 18 : Photographies de la croissance de la souche n°18 aux pH 9, pH 10, et a température
40°C apres 10 jours d’incubation.

L’aptitude des bactéries halophiles a se développer dans des diverses conditions
physico-chimiques constitue une étape clé dans leurs identification et classification
(Jin et Kirk, 2018 ; Sanchez-clementé et al., 2018 ; Hassabo et al., 2022 ; Pérez-
inocencio et al., 2023 ; Bernardit et al., 2024).

Pérez-inocencio et al., 2023, ont testé I’aptitude de 20 bactéries isolées a partir d’une
rhizosphére de la plante Sesuvium verrucos a se développer dans un intervalle de pH
compris entre 5 et 11. Leurs résultats ont montré que la croissance de la majorité de
ces bactéries halophiles a été optimale dans I’intervalle de 6 a 11, et ont été alors
classées comme neutrophiles-alcaliphiles. 40% (8 souches) ont été classées comme
des acidotolérantes vu qu’elles ont pu se développer a un pH de 5. Finalement, une
seule souche a été exclusivement neutrophile puisqu’elle a développé a pH 7
uniquement.

Dans un cette méme étude, ces bactéries halophiles ont été testées pour leur capacité a
se développer dans des différentes concentrations de NaCl allant de 0% a 25%. Leurs
résultats ont montré que la totalité (100%) des souches ont été légérement a
modérément halophiles (ou 95% ont eté halophiles légeres et 65% ont eté leurs
majorités halophiles modérées), leur majorité (85%) ont été des halotolérantes
puisque leur croissance a été observée en présence ou en absence de NaCl.

Finalement, les halophiles extrémes ont représenté une minorité (40%).

Dans une autre étude réalisée par Parashad et al., 2020, I’aptitude de 4 souches
bactériennes halophiles isolées a partir des sols de plages in Guyana a croitre a des
températures de 10C°, 37C° et 45C° a ete testée. La totalité des souches (100%) ont
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présenté une croissance optimale a 37C° (mésophiles), 50% a des températures
supérieures a 45C°(thermophiles). Finalement, aucune souche n’a été classée comme

psychrophile.
3/ Recherche de la production de la L - arginase et la L —methioninase

Les résultats de la production des enzymes recherchée par des bactéries halophiles

sont mentionnées dans le tableau n° 12 et le figure n° 19.

Tableau 12 : Les résultats de la production des enzymes L-arginase et L-méthioninase
par les bactéries halophiles aprés 10 jours d’incubation.

Souches Pourcentage de la
production
L’enzyme .
) enzymatique (%)
recherchée
1 2 5 10 13 18 Positive Négative
L-arginase + + + + - - 67 33
L-méthioninase + + - + - - 50 50
80
g
2 70
©
£
& 60
b5
§ — M positive
) M negative
3
o 20
g
g 10
3 0
o

L-arginase L-methioninase
Enzymes recherchees

Figure 19 : Les résultats de la production des L-arginase et L-méthioninase par les souches
halophiles aprés 10 jours d’incubation.

34




Partie 111 : Résultats et discussion

Témoin L-méthioninase L — méthioninase positive Témoin L - arginase L - arginase positive

Figure 20 : Photographies démontrant la production de la L - méthioninase et la L - arginase par

la souche n°1.

L - méthioninase Témoin L-méthioninase L - arginase negative Témoin L - arginase

(A) (B)

Figure 21 : Photographies démontrant ’absence de la production de la L - méthioninase et la L -
arginase par la souche n°13 (A) et la souche n°18 (B)

La L- arginase et la L-méthioninase sont deux enzymes importantes en industrie
alimentaire ou elles sont utilisées dans la production d’arémes, plus particuliérement
dans I’industrie laitiere : fabrication des fromages tels que le limberge, le camembert,
le fromage bleu, le cheddar, le livarot et le munster. Le méthanethiol, I’'un des
produits de la dégradation de la L-méthionine par I’action de la L-méthioninase peut
réagir avec I’acyl-coenzyme A (acylCoA) et former plusieurs métabolites sulfureux
comme la dimethylusulfide (DMDS), dimethyltrisulfide (DMTS) et les S-
methylthioesters utilises comme agents aromatiques (Hassan Mohamed et al., 2022).
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Partie 111 : Résultats et discussion

De rare travaux ont été menées sur les deux enzymes: la L-arginase et la L-
méthioninase a partir des bactéries halophiles et méme leur production a été faible
comparée a d’autres enzymes produites, c’est ’exemple de I’étude réalisée par
Zolfaghar et al., 2019, qui ont isolé 110 souches bactériennes halophiles a partir de
différents environnements salins en lIran, parmi lesquelles une seule souche a pu

produire la L-arginase, et a été identifite comme Planococcus sp.
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Conclusion et perspectives

Les bactéries halophiles sont des bactéries extrémophiles, ayant des caractéristiques

singuliéres qui ont suscités l'attention des scientifiques pour connaitre et comprendre leur

comportement dans leurs environnements naturels. La maitrise et la compréhension de leurs

mécanismes physiologiques et métaboliques permet des applications biotechnologiques a des

fins multiples et variées.

L’objectif de notre travail a été d’étudier I’effet de trois parametres physico-chimiques

(température, pH, et NaCl) sur la croissance de quelques bactéries halophiles, ainsi que tester

leur aptitude a synthétiser deux enzymes : la L-arginase et la L-méthioninase.

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

La majorité des bactéries halophiles étudiées (83%) ont tendance a étre des
neutrophiles-alcaliphiles, tandis que les acidotolérantes sont minoritairement
présentes.

La réponse des bactéries halophiles aux différentes concentrations de NaCl, nous a
aidé a déduire que les bactéries halotolérantes et légérement a modérément halophiles
sont les dominantes.

Leur majorité a pu croitre a une température de 37C°, ce qui nous permet de les
classer comme meésophiles.

L’¢étude de I’aptitude a produire la L-arginase et la L-méthioninase montre que la
moitié (50%) des souches bactériennes halophiles testées avait la capacité de produire

ces deux enzymes.

En perspective pour ce travail, il est recommandé :

De procéder a la production et I’extraction des enzymes L-arginase et L-méthioninase,
car leurs utilisation ouvert la voie vers une biotechnologie future: médicale,
alimentaire, industrielle....

D'étudier I’aptitude des bactéries halophiles a tolérer d’autres paramétres physico-

chimiques.
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Milieux de culture des bactéries halophiles

Milieu M1
NaCl 175¢g
CaCl.-2H20 0.1g
MgCl2-6H20 20g
Extrait de levure 59
K2S0O4 59
Agar 209
Eau distillée 1000 ml
pH 7

Milieu M3
NaCl 100g
Glucose 4g
MgSOa4 0.129
FeSOa4 0.00069g
(NH4)2 SO4 1.98g
KH2PO4 13.61g
Agar 209
Eau distilleé 1000 ml
pH 7




Milieu de base utilisé pour les testes enzymatiques

M1 ( L-argininase)

NaCl 1759
Peptone 59
Extrait de levure 39
L-arginine 109
Rouge de phénol 0.012g
Eau distillée 1000ml
Agar 309
pH 7

M1 (L-méthioninase)

NaCl 175¢g
Peptone 5g
Extrait de levure 39
L-méthionine 10g
Rouge de phénol 0.012g
Eau distillée 1000mL
Agar 309
pH 7




M3 (L-argininase)

NaCl 100g
Peptone 59
Extrait de levure 39
L-arginine 109
Rouge de phénol 0.012g
Eau distillée 1000ml
Agar 309
oH 7.2
M3 (L-méthioninase)
NaCl 100g
Peptone 5g
Extrait de levure 3¢
L-méthionine 10g
Rouge de phénol 0.012g
Eau distillée 1000ml
Agar 30g
pH 7,2

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

1M HCL : 183.6 ml d’HCL et 16.4 ml d’cau distillée pour obtenir 200mL.

Solutions pour ajustement de pH




Résumes



Résumé

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

Ces souches ont été inoculées sur milieux M1 et M3 :

* Incubée a 4C°, 10C°, 20C°, 37C°, 40C°, 50C° et 60C° pour étudier leur tolérance a la température.

* Préparés et ajustés a plusieurs pH : 5, 6, 7, 8, 9 et 10 pour étudier leur tolérance au pH.

* Préparés avec 0%, 0,5%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20% et 25% de NaCl pour étudier leur aptitude a
croitre dans des conditions salines.

Elles ont été également inoculées sur deux milieux contenant de la L-arginine et de la L-méthionine
comme substrats pour détecter leur capacité a produire les enzymes L-arginase et L-méthioninase
consécutivement.

Les résultats de notre étude ont révélé que :

Toutes les souches ont pu se développer a pH 7 et pH 8 (100%). Leur majorité a pu croitre a pH 9 et
10 (83%). Aux pH acides, la croissance a remarquablement diminué pour atteindre 50% a pH 6 et
33% apH 5.

La majorité des souches bactérienne (83%) ont pu croitre a une concentration de NaCl de 3%. 67%
des souches ont montré une croissance a des concentrations de 0.5%, 5%, 10% et 15% de NaCl. La
moitié des souches ont pu se développer dans le milieu préparé sans NaCl et le milieu préparé avec
une concentration de NaCl de 20%. Finalement, aucune souche n’a pu se développer a une
concentration de 25% de NaCl.

Toutes les souches ont pu développer a une température de 40°C (100%). 33% ont pu croitre aux
températures de 10°C et de 20°C. Aux températures extrémes, la croissance a remarquablement
diminué : 17% ont pu développer a température de 4°C et 50°C et aucune croissance n’a été
observée a la température de 60°C.

La majorité des souches ont pu produire la L-arginase (67%) et leur moitié ont pu produire la L-

méthioninase (50%).

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

physico-chimiques.



Abstract

The present study was conducted to determine the ability of six halophilic bacteria stains to grow

under some physiological conditions and to produce some enzymes.

These strains were inoculated onto M1 and M3 media:
e Incubated at 4C°, 10C°, 20C°, 37C°, 40C°, 50C° and 60C° to study their temperature
tolerance.
e Prepared and adjusted to several pH: 5, 6, 7, 8, 9 and 10 to study their pH tolerance.
e Prepared with 0%, 0.5%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20% and 25% of NaCl to study their saline
aptitude.

They were also inoculated onto two media containing L-arginine and L-methionine as substrates to

detect their ability to produce L-arginase and L-methioninase enzymes consecutively.

The results revealed that:

All strains were able to grow at pH 7 and pH 8 (100%). The majority were able to grow at pH 9 and
10 (83%). At acidic pH levels, growth significantly decreased, reaching 50% at pH 6 and 33% at pH
5.

Most bacterial strains (83%) were able to grow at a NaCl concentration of 3%. 67% of the strains
showed growth at NaCl concentrations of 0.5%, 5%, 10%, and 15%. Half of the strains were able to
grow in the medium prepared without NaCl and the medium prepared with a NaCl concentration of
20%. Finally, no strain was able to grow at a NaCl concentration of 25%.

All strains were able to grow at a temperature of 40°C (100%). 33% were able to grow at
temperatures of 10°C and 20°C. At extreme temperatures, growth significantly decreased: 17% were
able to grow at temperatures of 4°C and 50°C, and no growth was observed at 60°C.

Most of the strains were able to produce L-arginase (67%) and half of them were able to produce L-

methioninase (50%).

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

chemical parameters.
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Etude des caractéristiques physico-chimiques et enzymatiques de
guelques bactéries halophiles.

Memoire pour I’obtention du dipléme de Master en Microbiologie appliquée.

La présente étude a été menée pour déterminer la capacité de six souches de bactéries halophiles a se
développer dans certaines conditions physiologiques et a produire certaines enzymes. Ces souches ont été
étudiées pour leur tolérance a différentes températures (4C°, 10C°, 20C°, 37C®, 40C°, 50C°, 60C°®), pH (5, 6,
7, 8,9, 10) et concentrations de NaCl (0%, 0,5%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%). Elles ont aussi été testées
pour leur capacité a produire les enzymes L-arginase et L-méthioninase en utilisant la L-arginine et la L-
méthionine comme substrats.

Les résultats de notre étude ont révélé que toutes les souches ont pu se développer a pH 7 et pH 8 (100%).
Leur majorité a pu croitre a pH 9 et 10 (83%). Aux pH acides, la croissance a remarquablement diminué pour
atteindre 50% a pH 6 et 33% a pH 5. La majorité des souches bactérienne (83%) ont pu croitre a une
concentration de NaCl de 3%. 67% des souches ont montré une croissance a des concentrations de 0.5%, 5%,
10% et 15% de NaCl. La moitié des souches ont pu se développer dans le milieu préparé sans NaCl et le
milieu préparé avec une concentration de NaCl de 20%. Finalement, aucune souche n’a pu se développer a
une concentration de 25% de NaCl. Toutes les souches ont pu développer a une température de 40°C (100%).
33% ont pu croitre aux températures de 10°C et de 20°C. Aux températures extrémes, la croissance a
remarquablement diminué : 17% ont pu développer a température de 4°C et 50°C et aucune croissance n’a
été observée a la température de 60°C. La majorité des souches ont pu produire la L-arginase (67%) et leur

moitié ont pu produire la L-méthioninase (50%).

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