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INTRODUCTION

Introduction Générale

L'intérét grandissant pour les micro-organismes thermophiles est dd a leur faculté de
résister et de fonctionner dans des milieux a haute température, sans se dénaturer. Les
enzymes qu'ils génerent possedent des caractéristiques remarquables, y compris une stabilité
thermique exceptionnelle, une forte résistance & des agents chimiques hostiles et a des
fluctuations extrémes de pH, contrairement aux enzymes mésophiles. Ces attributs leur
donnent une grande possibilité d'utilisation dans différents domaines industriels, comme la

biotechnologie (Hussin et al., 2011).

On reconnait aux sources chaudes d'étre des milieux naturels favorables a la colonisation des
thermophiles. Ces environnements different selon leurs attributs géologiques et leurs
caractéristiques physico-chimiques, en particulier les gradients thermiques (Pandey et al.,
2015).

L'Algérie détient un potentiel géothermique considérable, principalement situé dans la partie
nord-est du pays, région ou se trouvent la plupart de ces manifestations. On a dénombré plus
de 240 sources thermales dans cette région, dont plusieurs affichent des températures élevées,
parfois dépassant les 45 °C. Cette abondance de géothermie constitue un avantage naturel

considérable pour la nation(Saibi, 2009).

L'objectif de cette étude est d'isoler des bactéries thermophiles productrices d'enzymes a partir
de la source thermale de Hammam Grouz, dans la wilaya de Mila. Cela s'inscrit dans I'effort
de mettre en valeur les microorganismes extrémophiles pour leurs usages possibles en

biotechnologie et dans le secteur industriel. L'étude est structurée en quatre grandes parties :

0 La premiere partie est une synthese bibliographique portant sur les micro-organismes
thermophiles. Elle est divisée en deux chapitres le premier traite des environnements extrémes
ou ces organismes se développent, tandis que le second explore leurs applications
biotechnologiques et industrielles des bactéries thermophiles.

0 La deuxiéme partie décrit la partie expérimentale dédiee a l'isolement, I'identification
et la caractérisation des bactéries thermophiles.

0 La troisieme partie présente les résultats obtenus, suivis de leur interprétation et
discussion scientifique.

0 Une conclusion globale est présentée, accompagnée d'une réflexion sur des

perspectives a venir.
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Chapitre 1 : Les environnements extrémes

Chapitre 1 : Les environnements extrémes.
1. Les environnements extrémes :

1.1. Définition des eaux thermales :

L'eau thermale est une eau souterraine provenant de profondeurs importantes,
naturellement réchauffée par le gradient géothermique de la Terre. Tout au long de son
parcours vers la surface, elle passe par diverses strates géologiques, se charge en minéraux,
oligoéléments et substances chimiques, et développe des propriétés physico-chimiques et
biologiques particuliéres. Elle représente un veéritable écosystéme hébergeant des micro-
organismes adaptés a des conditions extrémes. Ces éléments sont cruciaux pour la dynamique
biologique de l'eau et participent a ses vertus curatives. Ainsi, I'eau thermale se présente
comme une ressource naturelle précieuse pour le domaine médical, tout en constituant un
environnement vivant possédant un grand potentiel dans le secteur de la biotechnologie
(Lebaron, 2020).

1.2. Origine des eaux thermales :

% Eaux thermales superficielles, dites « neptuniennes » Les eaux neptuniennes sont des
eaux de surface issues des précipitations. En s’infiltrant dans la roche ou les sédiments,
I’eau de pluie se charge en minéraux. Ces eaux thermales froides affichent une température
comprise entre 7 et 15 °C. Elles sont donc majoritairement utilisées en usage interne pour
des cures de boisson.

¢ Eaux thermales profondes, dites « plutoniennes » :
Les eaux plutoniennes résultent de la condensation des gaz magmatiques pendant leur

ascension vers la surface terrestre. L'émergence des eaux profondes se produit
généralement a une température variant de 30 a 50 °C, voire jusqu'a 80 °C. Ces sources
d'eau chaude, également appelées « hyperthermales », sont plutét recommandées pour les
inhalations, les douches et les bains de courte durée (Lefebvre, 2021) .

% Eaux thermales mixtes :
Ces eaux thermales sont le produit de l'interaction entre les eaux superficielles et les eaux

de profondeur. lls ont une température équilibrée, située entre 25 et 34 °C, idéale pour des

bains thermaux de longue durée (Lefebvre, 2021) .
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1.3. Classification des sources thermales :

1.3.1. Classification selon la température d'apparition :

Une classification selon la température permet de distinguer différents types d’eaux :
> Les eaux froides : température inférieure a 20 °C
> Les eaux tiedes, dites hypothermales : température comprise de 20 a 35 °C.
> Les eaux chaudes, dites mésothermales : température comprise entre 35 °C et 45 °C.
> Les eaux trés chaudes, dites hyperthermales : température supérieure a 45 °C
(Pissochet, 2021).

1.3.2. Classification selon la prédominance ionique :

La classification repose sur la composition en minéraux typiques, c'est-a-dire sur
I'existence et la magnitude de différents anions et cations, vu que les sels se dissocient
complétement dans I'eau. Les eaux minerales sont initialement catégorisees selon la présence
d'un anion « notable », soit par sa concentration, soit par ses propriétés chimiques. On
procede ensuite a I'établissement de subdivisions au sein de ces divisions, en fonction des
cations présents.

Une seconde classification peut également étre utilisée : en effet, il est d’usage courant de
séparer les eaux fortement minéralisées des eaux faiblement minéralisées, qui se caractérisent

notamment par une résistivité (Sanders, 2006).
% Les eaux bicarbonatées (Eaux carbogazeuses) :

Sodiques, Calciques ou mixtes (Sodacalciques). Ces eaux contiennent une quantité
excessive de dioxyde de carbone provenant des profondeurs et devraient avoir des vertus

thérapeutiques (effets sur le systeme digestif, respiratoire et circulatoire) (Sanders, 2006) .

% Les eaux sulfatées : Les ions sulfates sont associés au calcium et au magnésium (en
plus faible quantité). On distinguera les eaux sulfatées calciques, les eaux sulfatées
sodiques et les eaux sulfatées mixtes (sodium et chlorure) (Schwenke, 2007).

% Les eaux sulfurées : Sodiques ou a dominance calcique. Ces eaux se distinguent par la
présence d'hydrogene sulfuré et de sulfures acides. Au stade du griffon, une biomasse
gélatineuse se développe, appelée « barégine » ou « glairine », qui donne a ces eaux une
texture particuliére favorisant la pratique du massage. (Sanders, 2006).

%+ les eaux chlorurées :
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Sodiques fortes et froides ou sodiques faibles et chaudes Le constituant essentiel de ces
eaux est le chlorure de sodium (Sanders, 2006).

% Eaux Ferrugineuses :

Eau riche en fer, bien qu'elle soit généralement associée a des bicarbonates ou des
sulfates. On les recommande dans des situations d'anémies sidéropéniques et d'autres
formes d'anémies. Parce que cette catégorie d'eau est percue comme ayant des propriétés
de reconstitution. L'utilisation des eaux ferrugineuses est recommandée pour l'obésité, les
rhumatismes, les troubles hépatiques et biliaires, ainsi que pour certaines maladies de la
peau et des anomalies dans le développement de I'enfant (Bekkouche, 2016).

Le Tableau 1, illustre les criteres de classification des eaux thermales.

Tableau 1:Critéeres de classification des eaux thermales selon leur concentration ionique (Schwenke,
2007).

Concentration ionique

Appellation Critére
Sulfurée Sulfures> 0,3mg/I
Sulfatée Sulfates >200mg/I

Chlorure > 250mg/I et

Chlorurée sodique Sodium> 200mg/L

Hydrogénocarbonate > 1g/l

Bicarbonatée gazeuse Et CO2 > 250mg/1

Ferrugineuse Fer bivalent> 0,5 mg/I

1.2.3. Le classement Classification en fonction de la conductivité :

La conductivité électrique d'une eau, représentant la conductance du courant électrique,
est directement liée a la température. Elle est également dépendante du nombre d'ions présents
dans cette eau, ce qui en fait un indicateur clé pour évaluer sa minéralisation globale. Pour
que toutes les valeurs soient comparables, il faut ajuster les mesures a une température
standard de 20 °Selon Issaddi (1992), les sources minérales et thermales de I'Algérie sont

réparties en quatre catégories :
— Groupe 1 : la conductivité inférieure a 2000 ps/cm

— Groupe 2 : la conductivité située entre 2000 et 7000 ps/cm
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— Catégorie 3 : la conductivité se situe entre 7500 et 15000 ps/cm
— Groupe 4 : la conductivité excéde 15000 ps/cm (Foued, 2018)

1.2.4. Selon I'acidité ou la basicité :

Le pH est un indicateur qui définit le caractere acide ou alcalin d'une eau. Les mesures du
pH indiquent que toutes les sources thermales présentent des valeurs proches de la neutralité :
de 6,3 a Hammam N'Bails comme seuil le plus bas, et jusqu'a 7,4 a Hammam EI Chellal

comme seuil le plus élevé.

1.4 .Les sources thermales terrestres :

Une source chaude est définie comme une source résultant de l'apparition d'eaux
souterraines réchauffées par des processus géothermiques venant de la crodte terrestre. On
retrouve les systemes géothermiques dans divers environnements géologiques et leur
existence n'est pas forcément associée au volcanisme. L'eau issue d'une source chaude est soit
réchauffée par la chaleur géothermique, c'est-a-dire la chaleur générée a partir du sous-sol
terrestre dans une région sans activité volcanique, soit en étant mise en contact avec du
magma (roche fondue). Dans les régions sans activité volcanique, les eaux souterraines
pénétrent profondément dans la crodte terrestre ou elles rencontrent des roches qui se
chauffent a cause du gradient géothermique. Dans les régions volcaniques, caractérisées par
une activité tectonique, la proximité du magma génere un gradient thermique éelevé qui peut
réchauffer I'eau a un point ou elle devient surchauffée. La pression se crée et contraint l'eau a
remonter vers la surface de la Terre par les pores et les fissures de la cro(te terrestre, ou elle
peut émaner sous forme de source chaude (sources thermales) ou de geysers. Lorsque le
fluide chaud pénétre la surface terrestre, il provoque la dissolution de minéraux dans les
régions voisines, entrainant ainsi une minéralisation significative. Les eaux thermales
affichent généralement des concentrations élevées de plusieurs éléments et peuvent étre
fortement saturées en divers minéraux. Cela concerne généralement H, S, CO, des composés
organiques de faible masse moléculaire, CH, H, NH et des oligo-éléments. (Satyanarayana et
al., 2013).

De nombreux endroits a travers le monde abritent des systémes thermiques terrestres, tels que
I'lslande, le parc de Yellowstone aux Etats-Unis, la Nouvelle-Zélande et le Japon, figure

1. Leur contenu en minéraux, en nutriments et leur teneur en gaz varient grandement, avec un
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pH qui fluctue de 1 & 10. Ainsi, les communautés microbiennes résidant dans ces zones
thermiques, caractérisées par leurs conditions physiques et géochimiques variées, présentent
également une grande diversité. Sur le territoire algérien, on compte plus de 240 sources
thermales, qui sont géographiquement dispersées entre le Nord (hotamment dans les zones de
I'Oranie, de la Kabylie et du Constantinois) et le Sud (dans la région orientale du Sahara
algérien). Les températures enregistrées a l'apparition fluctuent entre 22°C et 98°C. A
Hammam Bouhnifia, dans I'Ouest, les températures atteignent 68°C, tandis qu'a Hammam EI
Bibans, au Centre, elles montent jusqu'a 80°C. Dans la région Est, a Hammam Maskoutaine,
on enregistre méme 98°C. Dans la zone méridionale, certaines sources thermales atteignent
parfois plus de 50°C.(Belhaine and Latreche, 2016).

Voici quelques exemples sur les sources thermales au japon, aux états unis et en Algérie :

Figure 1 : Hammam Debbagh de
Figure 2 : Parc de Yellowstone, Etats-Unis Guelma (Algérie)

. PSR =

Figure 3 : Source d’eau chaude,
Beppu, a la mer “Hell”, Japon ;
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1.4.1. Fumeroles et solfatares terrestres :

Il est courant d'observer des zones de fissures, de bouches et d'évents émettant de la
vapeur, du sulfure d'hydrogene, du dioxyde de carbone et divers autres gaz lors de
I'exploration des régions volcaniques. On désigne généralement ces phénomenes sous le terme
de « fumeroles ». Sur des volcans en activité, leur température peut fluctuer de 100 a 1
000 °C. Les gaz peuvent se déplacer a une vitesse dépassant 150 m.s™'. En régle générale, les
émissions ne renferment plus de gaz hautement corrosifs (HF, HCI) ; néanmoins, du SO: peut
étre présent en abondance dans certaines fumeroles. Il est possible que les volumes de gaz
atteignent plusieurs milliards de métres cubes. Lorsque I'nydrogéne sulfuré (H2S) s'oxyde
partiellement avec I'O2 de I'atmosphere, il se convertit en partie en vapeur de soufre,
susceptible de se cristalliser en magnifiques formes pres des évents. Les fumeroles sont
principalement caractérisées par I'émission de gaz. Elles surviennent généralement en méme
temps que les eruptions volcaniques et subsistent assez longtemps aprés celles-ci. On

identifie deux catégories de fumeroles :

% Les fumeroles seches : dont la température varie entre 500°C et 1 000°C et qui sont
abondantes en H2, SO2, F et Cl ;

¢+ Les fumeroles acides : avec une température se situant entre 300°C et 500°C, riches
en H20, CO2, H2, SO2, H2S et HC | (Detay and Thomas, 2013) .

Il faut distinguer les solfatares des fumerolles, car ils se caractérisent par leurs
émissions de gaz soufre. Habituellement, les solfatares se trouvent dans des zones de
solfatares qui englobent des sols, des eaux superficielles et des boues chauffées. Ces éléments
sont le résultat d'activités volcaniques (chambres magmatiques) localisées sous ces zones.
Bien que les champs de solfatares soient constamment des milieux chauds, avec des
températures pouvant atteindre 100 °C et une forte teneur en soufre, leur composition
chimique peut cependant varier considérablement et est influencée par la géologie locale. On
les trouve principalement en Islande, en Italie et au parc de Yellowstone aux Etats-Unis

(Thiroux, 2019). Des exemples sont illustrés dans les figures 4 et 5.
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Figure 4 : Les fumerolles sulfureuses Figure 5 : Solfatare en Islande

1.4.2. Les geysers

Les geysers sont des formations géologiques de taille réduite, composées de roches
fissurées et poreuses capables de retenir de I'eau, qui produisent sporadiquement des jets d'eau
et de vapeur a la surface des structures. On distingue deux catégories de geysers basées sur
leur forme géométrique. Le premier type de geysers, dit de fontaine ou de bassin, correspond
a des systémes ou l'eau chaude affleure en surface sur une relativement grande étendue et dont
les éruptions sont violentes. Le second type fait référence a des geysers de colonne ou de
cbne qui possédent une ouverture en surface relativement petite, généralement coiffée d'un

petit monticule (Cros, 2011). Des exemples sont illustrés dans les figures 6 et 7.

Figure 7 : Geyser d’El Tatio, Chili Figure 6 : Geyser Pohutu, Nouvelle-
Zélande
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1.5. La diversité microbienne des sources thermales

L'identification des procaryotes hyper thermophiles & la fin des années 1970 a coincidé avec
I'établissement du domaine Archaea, « le troisieme domaine du vivant », grace aux recherches
novatrices de Karl Woese. Les microorganismes procaryotes hyper thermophiles et thermophiles,
prélevés dans les zones géothermales terrestres et marines, appartiennent aux deux domaines que sont
Bacteria et Archaea. Ces procaryotes présentent une grande variété de caractéristiques physiologiques
et métaboliques (Maude, 2000).

1.5.1. Les bacteries

Plusieurs lignées de micro-organismes thermophiles appartenant au regne des Bacteria
incluent des espéces mésophiles et thermophiles. Par ailleurs, trois lignées fondamentales
(Thermotogales, Thermodesulfobacteriales et Aquificales) ne comptent que des espéces
thermophiles ou hyperthermophiles. Parmi les cyanobactéries, des especes telles que
Chloroflexus et Synechococcus se caractérisent par une phototrophie modérément
thermophile. Des genres tels que Thermoanaerobacterium, Caminicella et Tepidibacter sont
des bactéries anaérobies fermentaires au sein des Gram positives. Le groupe Thermus-
Deinococcus comprend des chimioorganotrophes aérobies qui ont été isolés de milieux
chauds. On a recemment découvert des especes de la classe Epsilon des protéobacteéries, telles
que Caminibacter, dans des systéemes hydrothermaux en profondeur, qui utilisent le soufre,
les nitrates ou lI'oxygene. Les Thermotogales comprennent des especes telles que Thermotoga
et Fervidobacterium, qui prosperent dans des environnements chauds ou pétroliers, avec une
température idéale d'environ 80°C. Ces organismes sont dotés d'une membrane qu'ils
appellent « toga ». Le Thermodesulfobacterium et le Thermodesulfatator sont des
sulfatoréducteurs thermophiles, capables de vivre a 70 °C. Les Aquificales, tels que I'Aquifex
ou le Desulfurobacterium, sont les bactéries les plus thermophiles identifiées jusqu'a présent
(atteignant 95 °C). Elles sont chimiolithoautotrophes et exploitent Hz, le soufre ainsi que des
accepteurs comme O: ou NOs. De plus, elles font partie des rares organismes

hyperthermophiles aérobies (Byrne, 2008).

1.5.2. Les Archées

Les deux principaux embranchements du domaine des Archaea, les Euryarchaeota et les
Crenarchaeota, comprennent de nombreuses espéces qui sont thermophiles et
hyperthermophiles. Dans le groupe des Crenarchaeota, les hyperthermophiles se situent a la

racine de l'arbre phylogénétique et comprennent principalement des micro-organismes
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chimiolithotrophes autotrophes, avec quelques especes chimiorganotrophes. Les
Euryarchaeota englobent une variété physiologique d'Archaea hyperthermophiles comme les
Methanoarchaea qui générent du méthane et des especes chimioorganotrophes. Trois autres
embranchements prennent aussi place dans l'arbre des Archaea : l'embranchement des
Korarchaeota qui rassemble un groupe de micro-organismes non cultivés, dont la position a la
base de larbre des Archaea et leur découverte dans une source chaude du parc du
Yellowstone suggéerent une nature thermophile. Il 'y a également les Nanoarchaea tels que le
Nanoarchaeum equitans ainsi que les Thaumarchaea, récemment identifiés comme une lignée

distincte englobant les Crenarchaeota mésophiles (Byrne, 2008).

1.5.3. Les algues

On a référence des algues thermophiles, qui peuvent supporter des conditions extrémes
comme des températures, une lumiére, un pH et une valeur nutritive extrémes, dans des
écosystemes distincts a l'éechelle mondiale.  Les espéces d'algues thermophiles les plus
couramment observees incluent Mastigocladus laminosus, Galdieria sulphuraria, Cyanidium
caldarium, Leptolyngbya, Arthronema ainsi que les variétés de Synechococcus et
Thermosynechococcus.  Ces especes possedent des adaptations morphologiques et
fonctionnelles aux températures élevées. Certaines de ces especes disposent d'enzymes
résistantes a la chaleur, alors que d'autres affichent une concentration en GC supérieure aux

formes mésophiles d'algues (sadeepa et al., 2024) .

1.5.4. Eucarya

Dans le systeme des eucaryotes, on ne trouve pas d'organismes Vvéritablement
thermophiles au sens strict du terme, c'est-a-dire qui peuvent se développer de maniére
optimale a des températures atteignant ou dépassant les 60 °C. Pour illustrer, la levure
Candida thermophila se développe de maniere optimale a une température comprise entre 30
et 35 °C, sa croissance étant maximale a 51 °C. Ainsi, AamoEchineba thermarum, un type
d'amibe, prospére particulierement bien a 50 °C, ce qui en fait lI'un des eucaryotes les plus
résistants a la chaleur connus. Le ver Alvinella pompejana, qui a €té trouvé sur les parois de
cheminées hydrothermales en activité, a été vu prés de zones ou la température atteint 100 °C.
Cela a d'abord suggéré une tolérance thermique hors du commun. Néanmoins, des tests

réalisés en laboratoire ont démontré que cette espéce ne tolére pas des températures excédant
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50 °C, au-dela desquelles ses tissus se détériorent rapidement. Donc, la température maximale

connue a laquelle les eucaryotes peuvent survivre semble étre d'environ 50 °C (Prieur, 2014).

Archaea

©
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Bacteria & , » s & Eucarya

a2
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Neomycota

protoz0d

Microsporidia

Thermotogales

Figure 8 : Arbre phylogénique du vivant d’aprés Woese modifié d’aprés Stetter
(2006) (Stetter, 2006) (Byrne, 2008).

1.6. Parameétres physico-chimiques influencant la composition des

communautés microbiennes thermophiles

1.6.1. Température :
Les bactéries thermophiles, qui sont des microbes capables de vivre et de survivre a des
températures allant de 45 °C a 122 °C, constituent un élément crucial pour la croissance

microbienne (Benzerfa et al., 2021).

1.6.2. Le PH :

Le développement des bactéries thermophiles est affecté par les fluctuations du pH,
certaines d'entre elles prospérant dans une plage de pH avoisinant la neutralité, entre 6,5 et
7,4. La majorité des bactéries thermophiles se multiplient dans des milieux acides ou le pH
varie de 0 a 4, ainsi que dans des espaces alcalins ou le pH dépasse 9. On les désigne

respectivement comme étant des acidophiles et des alcalophiles (Benzerfa et al., 2021) .
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La croissance des bactéries thermophiles est affectée par les fluctuations du pH, certaines
d'entre elles prospérant a un pH proche de la neutralité, soit entre 6,5 et 7,4. La majorité des
bactéries thermophiles se multiplient dans des milieux acides ou le pH varie de 0 a 4, ainsi
que dans des espaces alcalins ou le pH dépasse 9. On les nomme respectivement acidophiles

et alcalophiles.(Laouamri, 2024).

1.6.3. La salinité :
C'est généralement du chlorure de sodium (NaCl) ou la concentration en sel qui

influence la prolifération des bactéries (Benzerfa et al., 2021).

1.7. Mécanismes de survie dans les environnements chauds

Un certain nombre de meécanismes adaptatifs et/ou de molécules exclusifs aux
thermophiles permettent la vie a des températures élevées. L'examen de biomolécules
essentielles chez les bactéries thermophiles a mis en évidence des variations structurales
discrétes au niveau des proteines, des acides nucléiques et des lipides (MAOUCHI and
MEDJEDOUB, 2020).

1.7.1. Les protéines :

La stabilité des protéines chez les microorganismes thermophiles dépend de plusieurs
facteurs, variant d'un microorganisme a l'autre. La constitution en acides aminés des protéines
thermostables ne révele pas de caractéristiques distinctives. Les enzymes traditionnelles
perdent généralement leur activité au-dela de 60 °C, tandis qu'une grande partie des enzymes
thermophiles demeure stable et fonctionnelle a des tempeératures bien plus élevées. La
déamination des chaines latérales de I'asparagine et de la glutamine, ainsi que la rupture des
ponts disulfures, se manifeste a des températures supérieures a 80 °C. Le processus de
repliement des protéines est un élément crucial pour la thermostabilité. On a observé certaines

caractéristiques partagées par les protéines thermostables :
— une faible exposition aux solvants

— un accroissement de I'nydrophobicité au centre de la protéine, ce qui réduit sans doute

le danger de dépliement

— Un accroissement de la concentration de I'enzyme repliée, contribuant a réduire les

cavités du centre hydrophobe.
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— une réduction de la longueur des boucles superficielles

— la présence de liaisons hydrogéne entre les résidus polaires et un nombre accru de

liaisons ioniques en surface (Postic, 2005).

1.7.2. Acide nucléique :

Les nucléotides, qui contiennent des bases puriques (adénine, guanine) ou pyrimidiques
(cytosine, thymine), composent les acides nucléiques. Car le lien entre la cytosine et la
guanine est plus fort (trois liaisons hydrogéne) que celui entre I'adénine et la thymine (deux
liaisons), l'idée a longtemps prévalu qu'un taux élevé de GC garantissait une plus grande
stabilité de I'ADN, surtout chez les organismes thermophiles. Cependant, plusieurs de ces
entités n'affichent pas necessairement un taux de GC supérieur a celui des mésophiles. Cela
indique que la résistance de I'ADN face a la chaleur élevée dépend surtout de changements
chimiques ou de structures stabilisatrices specifiques (Vavitsas et al., 2022).

Les archees hyperthermophiles disposent d'une gyrase inversée, I'ADN topoisomeérase de type
I, qui genere des super-tours positifs dans I'ADN. Cela aide a raffermir la double hélice
d’ADN et a la protéger contre la dénaturation thermique. On n'a identifié les gyrases inverses
que chez les microorganismes qui prosperent a des températures optimales supérieures a
65 °C, et elles sont systématiquement présentes chez les archées et les bactéries avec des
températures optimales de croissance dépassant les 80 °C. Ce super-enroulement pourrait
préserver les parameétres structurels et thermodynamiques de I'ADN a des niveaux analogues a

ceux des mésophiles( Postic, 2005).

1.7.3. La membrane cytoplasmique :

La membrane cytoplasmique des micro-organismes thermophiles doit aussi étre
résistante a la chaleur. En regle générale, la bicouche lipidique qui la compose se dénature
sous l'effet de la chaleur. Dans les organismes thermophiles, ce processus est contrarié par la
biosynthése de membranes qui contiennent plus d'acides gras saturés et a chaine linéaire, et
moins d'acides gras insaturés. Les acides gras saturés créent un milieu plus hydrophobe que
les acides gras insaturés, et les acides gras de longue chaine présentent une température de
fusion supérieure a celle des acides gras de courte chaine. Dans lI'ensemble, ces deux facteurs

renforcent la stabilité de la membrane (Vavitsas et al., 2022).
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2.1. Importance de bactérie thermophile en biotechnologie

Grace a leur aptitude a vivre et opérer dans des conditions de chaleur élevée, les
bactéries thermophiles sont essentielles en biotechnologie. Elles générent des enzymes
résistantes a la chaleur qui demeurent efficaces en dépit de la chaleur, ce qui les rend d'une
importance cruciale pour divers processus industriels. On utilise ces bactéries dans la gestion
des résidus, la fabrication de biocarburants, I'assainissement des sols et des eaux polluées,
ainsi que pour diverses applications dans le secteur agroalimentaire. Ils possedent une
résistance innée aux conditions extrémes, ce qui diminue également les dangers de
contamination, faisant d'eux des instruments efficaces pour I'élaboration de technologies

écologiques, durables et rentables économiquement (Atalah et al., 2019).

2.2. Caractéristique specifique des enzymes thermostables :

Les enzymes thermostables sont des enzymes qui peuvent résister a des températures
hautes, atteignant jusqu'a 50 °C, sans que leur structure ou leurs propriétés specifiques soient
affectées. On a identifié leur capacité a améliorer le taux de conversion a haute température
comme un élément crucial pour optimiser I'efficacité des opeérations industrielles. L'un des
avantages majeurs de l'utilisation d'enzymes thermostables pour réaliser des procedures a
haute température est la reduction du risque de contamination microbienne. En outre, ces
derniéres participent a la diminution de la viscosité du substrat, a I'amélioration des vitesses
de transfert et a l'accroissement de la solubilité lors des réactions. Les enzymes thermostables,
telles que les cellulases et les xylanases, présentent un potentiel industriel important en tant
que biocatalyseurs. Leur intérét grandissant est surtout observé dans les domaines de la

biodégradation et des biocarburants (Che Hussian and Leong, 2023).

2.3. Comparaison avec les enzymes mésophiles

Les enzymes générées par les micro-organismes mésophiles et thermophiles varient
considérablement en termes de stabilité et de température optimale de fonctionnement.
Spécifiquement, les enzymes produites par les organismes thermophiles et hyperthermophiles,
nommeées thermozymes, ont généralement une stabilité thermique élevée. Elles sont capables
de résister a une inactivation irréversible a haute température et manifestent une performance

optimale dans un intervalle de 60 a 125 °C, contrairement aux enzymes mésophiles qui
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atteignent leur activité maximale entre 20 et 45 °C(Suresh et al., 2021) (Li et al., 2005) . Voir
le Tableau 2.

Tableau 2:Comparaison entre enzyme mésophile et thermophile.

Enzyme thermostable Enzyme mésophile
Température Elevé jusqu'a 120 °C Entre 20 A 45 °C
Sources Microorganisme thermophile Microorganisme mésophile

Microorganisme extermophile

Application Industrie alimentaire, détergent, | Application dans les procédés de
biocarburant conversion chimie-enzymes,

application d'importance

commerciale
Structure Plus compacte, et les liaisons | Plus stable que les thermophiles
plus fortes
Avantage Reésistance a la chaleur, vitesse | Produire des enzymes

de réaction élevée, plus de | thermostables par édition
stabilité génetique, capable de survivre

dans des conditions extrémes

2.4. Intéréts industriels et scientifique :

Les enzymes générées par les bactéries thermophiles ont une importance primordiale en
biotechnologie industrielle, grace a leur performance optimale a des températures élevées. Ces
enzymes, appelées thermozymes, offrent des substituts efficaces aux enzymes traditionnelles,
notamment grace a leur robustesse et leur performance dans des conditions
environnementales séveres. Cela les rend particulierement appropriees pour les processus
industriels a haute température. Ces caractéristiques remarquables ont attiré I'attention
grandissante des chercheurs et des professionnels de l'industrie, stimulant une recherche
détaillée sur les micro-organismes aptes a survivre dans des conditions thermiques extrémes.
Cette revue souligne les nombreuses utilisations des bactéries thermophiles dans différents

domaines industriels, comme :
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I’industrie des enzymes, 1’industrie pharmaceutique, la production de protéines unicellulaires,
la bioconversion des déchets, ’exploitation pétroli¢re, la production de biocarburants (Kumar

and Singh, 2011).

2.5. Principales enzymes d'intérét industriel :

Les enzymes jouent un réle crucial en tant que catalyseurs biologiques dans le domaine
de la biotechnologie. Etant donné leur caractéristique unique et leur performance dans des
conditions de température et de pH modérés, elles facilitent l'accélération de plusieurs
réactions chimiques sans étre épuisées. Grace a leur forte activité catalytique et leur stabilité
dans divers environnements, ils se présentent comme des instruments privilégiés pour les
procédes biotechnologiques actuels. En outre, certaines enzymes ont la faculté d'agir sur
divers substrats, étendant ainsi leur domaine d'application. On a identifié une vaste gamme
d'enzymes d'intérét industriel, chacune ayant un réle crucial dans des secteurs technologiques

particuliers (Katsimpouras and Stephanopoulos, 2021) .

2.5.1. Protéase thermostable :

» Utilisations en industrie agroalimentaire

Dans l'industrie agroalimentaire, les protéases sont cruciales, en particulier pour I'nydrolyse
des protéines dans des processus comme le raffinement de la viande, la production de produits
laitiers ou la préparation du pain. Cependant, l'efficacité des enzymes traditionnelles est
restreinte par les conditions de chaleur extréme présentées dans certains processus industriels.
L'emploi de protéases thermostables offre une solution a cette limitation en raison de leur
aptitude a maintenir leur activité méme a des températures elevées. Par exemple, une protéase
dérivée de Bacillus alcalophilus a démontré une solide stabilité thermique, ce qui lui confére
un avantage pour des processus tels que la pasteurisation ou I'extrusion. Ces enzymes aident
donc a améliorer les performances industrielles, a diminuer les dépenses et a perfectionner les

propriétés sensorielles des aliments hautement protéinés (Zhao and Liu, 2024).
» Utilisations pharmaceutiques :

L'intérét pour les protéases thermostables grandit dans le domaine pharmaceutique grace a
leur aptitude a maintenir leur activité en présence de conditions extrémes de température et de
pH. Ces derniéres, notamment générées par des bactéries telles que Bacillus subtilis et
Bacillus licheniformis, sont mises en ceuvre dans la conception de systémes d'administration

de médicaments, spécifiguement ceux visant des protéines précises pour des traitements
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anticancer ou thrombolytiques. Elles interviennent aussi dans la gestion des blessures
chroniques sous forme de gels ou d'onguents, stimulant la réparation des tissus grace a leurs
vertus anti-inflammatoires modérées. Dans leur forme orale, leur encapsulation résistante a
l'acide permet de maintenir leur activité enzymatique jusqu'a l'intestin, favorisant ainsi la
digestion des protéines et l'assimilation des acides aminés. En outre, les protéases peuvent
servir de biomarqueurs pour une détection précoce du cancer. Certaines recherches indiquent
qu’elles améliorent l'efficacité des antibiotiques face aux biofilms pathogenes, ce qui fait

d'elles des instruments prometteurs pour I'élaboration de thérapies novatrices (Ananta, 2024).

2.5.2. Amylases
> Textile

Dans l'industrie du textile, les amylases sont couramment employées lors du processus
de désencollage, une phase essentielle du finissage. L’amidon, habituellement utilisé comme
substrat d'encollage pour solidifier les fils pendant la phase de tissage, est par la suite retiré
par méthode humide. Ces enzymes décomposent précisément I’amidon sans nuire aux fibres
textiles et sont prisées pour leur performance et leur spécificité (de Souza and de Oliveira
Magalhaes, 2010).

> Application en bioénergie
-Production d'alcool carburant :

Le biocarburant liquide le plus couramment utilisé est I'éthanol. L'amidon, grace a son
co(t abordable et a sa disponibilité comme matiere premiere dans la majorité des régions du
globe, est le substrat le plus couramment utilisé pour la production déthanol. Dans ce
processus, I'amidon est d'abord mis en solution, puis il est soumis a deux phases enzymatiques
pour obtenir des sucres pouvant étre fermentés. Le processus de transformation de lI'amidon en
éthanol passe par la liquéfaction et la saccharification, étapes durant lesquelles I'amidon est
transformé en sucre grace a un micro-organisme amylolytique ou a des enzymes comme l'a-
amylase. Cela est suivi d'une fermentation ou le sucre se transforme en éthanol grace a un
agent microbien capable de fermenter, tel que la levure Saccharomyces cerevisiae (de Souza
and de Oliveira Magalhdes, 2010) .

2.5.3. Cellulase :

> Textile
Les cellulases, largement employées dans le processus de finition humide des textiles, sont

particulierement utilisées pour les tissus a base de cellulose afin d'améliorer leur texture et
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leur apparence. Elles sont principalement utilisées pour le biostoning des jeans et le bio
polissage du coton. Lors du biostoning, les extrémités des fibres en surface sont détachées, ce
qui facilite I'élimination de la couleur par abrasion mécanique. Cette méthode, qui remplace
I'utilisation de la pierre ponce, minimise les dégats aux fibres et est plus écologique.

Le bio polissage, habituellement incorporé aux phases de traitement humide (désencollage,
dégraissage, blanchiment, teinture, finition), favorise le lissage du tissu, réduit le boulochage
et enhance la douceur, la luminosité des couleurs et la capacité¢ d’absorption de I’humidité.
Les cellulases a forte concentration en endoglucanases sont particulierement performantes
pour ces usages, car elles suppriment les microfibrilles superficielles qui conferent un aspect
fade et pelucheux aux tissus apres de multiples lavages (Sharada et al., 2014).

» Application en bioénergie :
- Gestion des déchets:
La biomasse est le seul moyen énergetique primaire domestique, durable et renouvelable qui
peut produire des combustibles liquides pour les transports. Depuis longtemps, la
transformation des déchets cellulosiques en produits dérivés bénéfiques est considerée comme
une démarche souhaitable. L'¢limination des déchets solides municipaux de type cellulosique
par des méthodes qui favorisent également la production d'énergie est d'un intérét specifique.
Il y aurait des benéfices doubles : d'une part, il y aurait une diminution de la quantité de
déchets cellulosiques et de leurs impacts environnementaux ; d'autre part, le polluant serait
transformé en une source dénergie alternative, participant ainsi a la réduction de notre
dépendance grandissante aux energies fossiles (Sharada et al., 2014).
-Production de bioéthanol :
Le bioéthanol est fabriqué a partir de biomasse grace a I'hydrolyse enzymatique de la
cellulose, qui se transforme en sucres pouvant étre fermentés. Ce processus fait appel aux
cellulases, des enzymes modulaires qui fractionnent la cellulose indissoluble en
oligosaccharides solubles, et ensuite en glucose. Par la suite, ce glucose peut étre fermenté par
des micro-organismes pour produire de I'éthanol. Le rendement final de production de
bioéthanol (Ranganathan et al., 2022).

2.5.4. Lipases thermophiles
» Industrie cosmétique :
Aujourd'hui, les lipases sont reconnues comme l'une des enzymes les plus cruciales pour les

applications dans le domaine de la biotechnologie. Dans le secteur cosmétique, elles ont une
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double fonction : d'un coté, elles servent d'ingrédients actifs dans les formulations dites «
fonctionnelles », aidant a maitriser la production de sébum et & améliorer la texture cutanée ;
de l'autre, elles sont employées comme biocatalyseurs pour la synthese de divers composés
specifiques tels que des esters, des ardmes et des agents actifs. Ces applications servent a
améliorer les caractéristiques sensorielles et la biodisponibilité des produits (Schumr and
Thum, 2013).

» Biodégradation des graisses :

Les lipases se distinguent par leur mécanisme d'action spécifique et leur sélectivité de
substrat en tant qu'enzymes particuliéres. En fonction de leur environnement microscopique,
elles peuvent se comporter comme des hydrolases dans un contexte aqueux, décomposant les
triglycérides en acides gras et en glycérol, ou comme des catalyseurs dans le domaine de la
synthése organique, contribuant a des réactions telles que l'estérification, l'alcoolyse ou
l'acidolyse. Les lipases, grace a leur capacité d'adaptation, possédent une régio- énantio- et
chimios électivité marquée, ce qui les rend particulierement attrayantes pour les usages
industriels. En plus des triglycérides, certaines lipases ont la faculté d'hydrolyser des
phospholipides, des esters de cholestérol et méme certains esters synthétiques. Sur le plan
phylogénétique, les lipases représentent une famille d'enzymes variées, provenant d'origines
animale, végétale ou microbienne, ce qui amplifie grandement leurs possibilités d'application
(Fickers et al., 2008).

2.5.5. Enzyme xylanases :

La xylanase est une enzyme hydrolytique qui favorise la rupture des liaisons
glycosidiques B-1,4 du squelette du xylane, un élément principal de I'némicellulose retrouvé
dans les parois cellulaires des végétaux. Elle attire de plus en plus d'attention grace a ses
multiples applications industrielles, particulierement dans les domaines du papier et de la pate
a papier, de la boulangerie, de la fabrication de biocarburants et de I'industrie agroalimentaire.
Des études ont démontré que des micro-organismes comme Bacillus subtilis, Aureobasidium
pullulans, Aspergillus niger et Trichoderma viride peuvent générer cette enzyme en grandes
quantités lorsqu'ils sont cultivés dans des conditions de culture favorables (Liu and Kokare,
2017) .

2.5.6. Adn polymérase :
Le processus biologique essentiel de réplication exacte de I'ADN parental est préservé

dans toutes les espéces vivantes. L'ADN polymérase est essentiel pour tous les organismes,
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car elle est indispensable a la réplication et a l'entretien de leur génome. Les ADN
polymérases occupent aussi une place importante en biologie moléculaire et en
biotechnologie contemporaine, facilitant des méthodes telles que le clonage de I'ADN, la
réaction en chaine par polymérase (PCR), le séquencage de I'ADN, l'identification des
polymorphismes nucléotidiques simples (SNP), l'amplification de I'ensemble du génome
(WGA), la biologie synthétique et le diagnostic au niveau moléculaire. Toutes ces
applications s'appuient sur la compétence des polymérases a répliquer I'ADN, générant ainsi

un produit qui reflete fidelement I'entrée de départ (Gardner and Kelman, 2014).

2.6. Application biotechnologie des enzymes thermophiles :

Grace a leur aptitude a supporter une vaste gamme de températures extrémes, les enzymes
générées par les bactéries thermophiles ont un potentiel considérable dans le domaine de la

biotechnologie industrielle.

2.6.1. Boulangie :

Parmi les nombreuses applications agroalimentaires des enzymes thermophiles, la
boulangerie constitue un domaine clé ou I’a-amylase thermostable joue un rdle essentiel dans
I’amélioration de la qualité du pain. Cette enzyme est intégrée a la pate du pain pour
transformer I'amidon de la farine en dextrines plus petites, qui seront par la suite soumises a
une fermentation par les levures. Cette opération accélere le processus de fermentation et
diminue la viscosité de la pate, ce qui optimise sa texture et sa consistance. En outre, la
génération de sucres simples tels que le glucose et le maltose enrichit le godt, colore la croGte
et ameéliore les caractéristiques du grillage. L'activité enzymatique a également une fonction
anti-raisinant, contribuant a un cceur plus tendre et améliorant la durée de conservation des
produits finis. Actuellement, des variantes thermostables de cette enzyme, notamment ceux
issus de Bacillus stearothermophilus, sont commercialisés et freqguemment employés dans les

compositions utilisées pour I'industrie de la boulangerie (Guerrand, 2017) .

2.6.2. Brasserie :

Gréace a leur aptitude a générer des enzymes thermostables, les bactéries thermophiles
occupent une place significative dans l'industrie de la brasserie. Des enzymes comme l'a-
amylase, la B-amylase, la protéase et la B-glucanase jouent un role dans diverses phases du
processus de brassage, y compris la transformation de I'amidon en sucre, la décomposition des

protéines et I'éclaircissement du molt. Des especes thermophiles telles que Bacillus
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licheniformis, Geobacillus stearothermophilus et Thermus thermophilus sont aptes a générer
ces enzymes actives sous haute température, ce qui les rend particulierement appropriées aux
conditions thermiques du procédé de brassage. L'emploi de ces enzymes résistantes a la
chaleur contribue a accroitre I'efficacité du processus enzymatique, a optimiser la production
de sucres fermentescibles, a diminuer la viscosité du moQt et a produire une biére plus claire
et plus stable (Gomaa, 2018) .

2.6.3. Production de sirops de glucose :

La majorité des méthodes industrielles de transformation de I'amidon se basent sur son
hydrolyse enzymatique, produisant des sirops de glucose qui sont par la suite utilisés comme
substrats fermentaires pour générer des produits chimiques comme I'éthanol, la lysine et
I'acide citrique. Cette hydrolyse s'effectue frequemment grace a un mélange d'enzymes, en
particulier la pullulanase et la glucoamylase, pour garantir une décomposition intégrale de
I'amidon. Cependant, les enzymes couramment employees dans ces processus, comme la
pullulanase, l'isoamylase, la 3-amylase et la glucoamylase, sont généralement mésophiles et
affichent une stabilité thermique restreinte, surtout quand la température dépasse les 60 °C.
Cette faible résistance a la chaleur limite son utilisation dans les processus industriels a haute
température, ce qui explique l'attrait grandissant pour les enzymes thermostables dérivées de

micro-organismes thermophiles (Janevski et al., 2014).

2.7. Application en bioremédiation et dépollution :

2.7.1. Traitement des hydrocarbures :

L'efficacité de la bioremédiation concernant la pollution par les hydrocarbures dans les
milieux terrestres et aquatiques dépend de la performance de microorganismes, en particulier
des bactéries thermophiles, qui sont capables de décomposer ces contaminants méme dans des
conditions environnementales adverses comme des températures élevées ou des
environnements peu accueillants. Geobacillus thermoleovorans est un exemple emblématique
; il s'agit d'une bactérie thermophile qui peut survivre a des températures dépassant les 60 °C
et produit des enzymes thermostables, dont des lipases, qui sont indispensables pour la
décomposition des hydrocarbures complexes dans les sols contaminés. En outre, ces bactéries
ont la capacité de générer des biosurfactants qui fonctionnent comme des agents de
solubilisation, favorisant I'amélioration de la biodisponibilité et de la décomposition des
hydrocarbures. Par conséquent, l'utilisation de la bioremédiation assistée par la chaleur

représente une approche prometteuse pour la décontamination des sols et des environnements
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affectés par les hydrocarbures. Les procédes optimisés a haute température sont
particulierement adaptés aux rejets industriels émis entre 50 et 130 °C et aux sols pollués
excaveés, traités dans des réacteurs a boues, ce qui favorise une biodégradation accélérée et

étend l'efficacité des technologies de dépollution. (Perfumo et al., 2006).

2.7.2. Gestion des déchets :

En général, les déchets, qui sont riches en composés organiques comme les glucides,
les lipides et les protéines, constituent une proportion significative des résidus domestiques et
industriels. L'accumulation de ces derniers représente un enjeu environnemental substantiel,
tout en étant une ressource potentielle pour la valorisation biologique. L'emploi d'enzymes
hydrolytiques, notamment celles dérivées de micro-organismes thermophiles, propose une
solution prometteuse pour la biodégradation et la conversion efficace de ces résidus. Les a-
amylases thermophiles, par leur aptitude a hydrolyser les polysaccharides complexes a des
températures élevees, se demarquent parmi ces enzymes. Cette caractéristique favorise une
meilleure solubilité des substrats et accélere les réactions enzymatiques. Ces caractéristiques
thermotolérantes de 1'a-amylase les rendent particulierement appropriées pour les processus
de traitement des dechets dans des conditions extrémes, ou les enzymes mésophiles

traditionnelles perdent leur efficacité (Msarah et al., 2020).
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e —
Le présent travail a été réalise durant la période de Février & Mai 2024 au niveau du
laboratoire pédagogique de Microbiologie genérale au sein de la faculté des Sciences de la

Nature et de la Vie de I’Université Constantine 1

3.1. Description du site d’échantillonnage :

La station thermale de Hammam Grouz, est une source thermale majeure du nord-est de
I’ Algérie. Elle se trouve a environ 45 km au sud-ouest de la ville de Mila.

Cette source, utilisée depuis épogue romaine, est reconnue pour ses propriétés curatives et son
importance historique.

Elle se trouve geologiqguement dans une zone tectoniquement active, abondante en minéraux
ferreux, ce qui confére a ses eaux une teinte rougeatre due a la grande concentration de fer et
au dépot d’oxydes autour des zones de source. Elle est situé¢ a la daira de Oued Athmania
figure 9 et 10.
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Figure 9 : Zone de prélévement Figure 10 : Situation géographique d’Oued EI
Athmania (Google Earth, 2025).
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3.2.Echantillonnage

Entre mars et mai 2025, des échantillons d'eau ont été collectés a partir d'une seule source
thermale située a Hammam Grouz (Oued Athmania). On a appliqué la méthode de collecte
manuelle, qui consiste a plonger directement le récipient de prélevement jusqua une
profondeur de 15 cm au-dessus du niveau de la surface (figurel2). Des mesures directes de la
température et du pH ont été réalisées a l'aide d'un pH-métre portable HANNA (H18424)
(figure 11). Les échantillons ont été acheminés dans une glaciaire maintenue a 4 °C. Toutes
les expérimentations ont eu lieu dans le laboratoire pédagogique de microbiologie de la

faculté des Sciences naturelles et de la Vie a l'université Mentouri-Constantine 1.

i i Figure 12 : Photo d’échantillon.
Figure 11 : PH metre portable hanna
(H18424).

3.3. Isolement, purification et conservation des isolats :

L’isolement des souches a été effectué sur deux milieux de culture différents. GN, le milieu
TSA. Les milieux GN et TSA sont des milieux non sélectifs.

L’incubation est faite a 37°C, et 50 C° L’isolement est effectué par étalement de 0,1 ml de
I’échantillon dans les boites de pétri. L’incubation des boites de Pétri a lieu pendant 24 heures

a 48 heures. De chaque milieu quelques colonies d’aspect différent ont été prélevées et
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purifiées par repiquages successifs sur les mémes milieux solides. Les souches pures sont

conservées a 4°C.

3.3.1. Les milieux de cultures utilisés
e Milieu GN : La gélose nutritive est un milieu de culture solide et milieu de culture
microbienne tres favorable a la croissance bactérienne, Le pH de la GN est de 7,2.
e Lemilieu TSA : (Tryptic Soy Agar) est un milieu de culture solide nutritif largement
utilisé en microbiologie pour la culture générale de bactéries et certains champignons.

C’est un milieu polyvalent, non sélectif et non différentiel. (Figure 13).

Figure 13 : Les milieux de culture utilisée (TSA et Gélose Nutritive)

3.4. Identification :

3.4.1. Etude Macroscopique :
L'observation des colonies a l'échelle macroscopique permet de réaliser une premiére
caractérisation, avec une possibilité d'orienter les résultats lors du processus d'identification.

Thomas et ses collaborateurs (1970). Les Paramétres d’identification sont :

e Lataille de colonies (Petite, moyenne, grande).
e LaForme (Circulaire, irréguliere, filamentaire, rhizomorphe...).

e Elévation (Plate, bombée...).
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e Couleur de la colonie (Blanche, creme, jaune, rose, rouge...).
e Aspect de surface (Lisse, rugueuse, brillante, mate, muqueuse, séche...).

e Transparence (Transparente, translucide, opaque).

3.4.2. Observation microscopique :

3.4.2.1. Coloration de gram :

La méthode de coloration Gram est une technique de coloration différentielle la plus
couramment utilisée en microbiologie. Elle offre la possibilité d'identifier les bactéries
contenues dans un échantillon selon leurs formes (en paires, en groupes, en chaines...) et leur
faculté a réagir en présence de colorants. Cette technique de coloration permet une
caractérisation precise des bactéries en les classifiant selon leur réaction a la coloration de

Gram positif ou a Gram négatif, ainsi qu’en bacilles ou en Coques selon leur morphologie.

3.2.2.2.Etapes de la coloration de Gram :
e 1) Préparation du frottis :

Un échantillon de suspension bactérienne a été prélevé avec une pipette Pasteur et
déposé sur une lame porte-objet propre. La goutte a ensuite été répartie de maniere
homogeéne sur I'ensemble de la surface de la lame, soit par des gestes circulaires, soit
par des mouvements d'avant en arriere.

e 2) lafixation :

La lame, une fois séchée a l'air libre, a été manipulée avec une pince stérile et
exposée plusieurs fois a la flamme bleue d'un bec Bunsen. Cette phase de flambage a
servi a fixer le frottis bactérien sur la lamelle.

e 3) Coloration primaire :
Sur frottis fixé, la lame a été recouverte de violet de Gentiane pendant 1 minute. Ensuite
le violet de Gentiane a été lavé a I'eau distillée stérile.
e 4) Mordancage :
La lame a été recouverte de Lugol pendant 1 minute. Ensuite la lame a été lavée a
I’eau distillée.
e 5) Décoloration :
La lame a été décolorée a I’alcool jusqu’a ce qu’elle devienne claire. Puis rincée avec de

I’eau distillée.
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e 6) Contre-coloration :

La lame a été recouverte de Fuchsine pendant 30 secondes & 1minute.Ensuite lavée a
I’eau distillée et séchée en utilisant papier absorbant.L'observation a été effectuée en
plagant une goutte d'huile d'immersion sur le frottis, avec un objectif x100. Par
conséquent, les bactéries Gram-positives seront visibles en violet tandis que les

bactéries Gram-négatives se présenteront en rose/rouge.

3.5. Mise en evidence des enzymes extracellulaires

3.5.1. Test de Pactivité protéolytique (protéase)
e Principe : Ce test sert a identifier la production de protéases effectuée par les
bactéries, Ces enzymes décomposent la caséine contenue dans le lait.
L'activité protéasique se manifeste par une zone dégagée entourant la colonie, signalant la

décomposition de la protéine.
* Méthode : Nous avons utilisé 2 méthodes

» Premiére méthode

L’activité protéasique a été évaluée a 1’aide d'un milieu solide a base de lait écréme
liquide et d'agar. Pour cela, 15 g d'agar ont été dissous dans 100 ml d'eau distillée, puis
stérilisés a 121 °C pendant 15 minutes. En paralléle, 100 ml de lait écréemé liquide ont été
stérilisés separément a 115 °C pendant 15 minutes. Aprés refroidissement des deux solutions
a environ 45 °C, elles ont été mélangées de facon aseptique, puis coulées dans des boites de
Peétri stériles. Une fois le milieu solidifié, les souches bactériennes ont été ensemencées en
quatre points sur la surface de chaque boite. Les boites ont ensuite été incubées a deux
températures (37 °C et 50 °C) pendant 24 h a 48 h (Delarras, 2007).

» Deuxiéme méthode :

Pour L’activité protéasique, deux milieux de culture ont été préparés : 100 ml de gélose
nutritive (GN) et 100 ml de tryptic soy agar (TSA). Apres stérilisation des milieux a 121°C
pendant 20 minutes, ceux-ci ont été laissés a refroidir a environ 45-50°C. A ce stade, 02 mL
de lait écréme liquide stérilisé ont été ajoutés a chaque milieu. Le mélange a été homogéneéisé
délicatement, puis versé dans des boites de Pétri stériles (15-20 mL/boite). Apres
solidification, les souches bactériennes ont été déposées en surface sous forme de 4 points

distincts par boite. Les boftes ont ensuite été incubées a 37°C et 50 °C pendant 24 a 48 heures.
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L’apparition d’un halo clair autour des colonies indique une hydrolyse de la caséine,

témoignant de la production de protéases par la souche testée (Ulucay et al., 2022).

3.5.2. Test de ’activité lipolytique (lipase)
% Principe

Ce test se base sur I'emploi de composés comme le Tween 20 et le Tween 80 en tant
que substrats lipidiques. Quand une souche génere des enzymes lipolytiques qui hydrolysent
les liaisons ester des Tween, entrainant ainsi la libération d'acides gras. Ces acides gras, en
interagissant avec les ions présents dans I'environnement, créent des zones opaques ou irisées
perceptibles autour des colonies. La présence de ces halos sert d'indicateur visuel de l'activité
lipasique. Cette technique offre donc une sélection primaire aisee et efficace des micro-
organismes susceptibles de générer des lipases. Cette technique offre donc une selection
primaire aisée et efficace des micro-organismes susceptibles de générer des lipases (Samad et
al., 1989).

% Methode

Une gélose nutritive (GN) sterile a été préparée en amont dans un flacon de 200 ml, puis
séparée en deux portions de 100 ml. Pour la premiére, nous avons ajouté 2 ml de Tween 20, et
pour la seconde, 2 ml de Tween 80, dans le but de créer deux milieux séparés pour évaluer
I'activité lipolytique. Suite a 'nhnomogénéisation, les milieux ont été répartis dans des boites de
Pétri aseptisées. L’ensemencement a été effectué par la déposition de quatre gouttes de la
culture bactérienne sur chaque bofte (technique de semis en spot). Les boites ont par la suite
été placées en incubation a une temperature de 37°C et 50°C pour une durée de 24 a 48 heures
(Ulucay et al., 2022).

3.6. Caractérisation biochimique par la galerie Api 20 E :
La galerie API 20E est un systéeme biochimique standardisé développé par la société francaise
bio Meérieux pour l'identification des entérobactéries et autres bacilles a Gram négatif non

exigeants.

% Principe :
La galerie APl 20E se compose d'une bandelette en plastique qui comporte 20 microtubes
contenant des substrats déshydratés. Chaque microtube est associé a un test biochimique
précis pour examiner des activités enzymatiques ou des aptitudes métaboliques spécifiques

des bactéries.
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1. Préparation de la galerie :
> Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée
ou déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
> Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
» Placer la galerie dans la boite d'incubation.
2. Préparation de ’inoculum :
» Ouvrir une ampoule de suspension medium (ou un tube d’eau distillée stérile). Prélever
une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé.
» Réaliser une suspension bactérienne faible (opacité 0,5 sur 1’échelle Mc Ferland)
3. Inoculation de la galerie :
> Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension bactérienne
pour les autres tests, remplir uniquement les tubes. Créer une anaérobiose dans les tests :
ADH, LDC, ODC, URE, H2SH2S en remplissant leur cupule d'huile de vaseline. La
lecture de la galerie est récapitulée dans le tableau 3, ci-dessous.
Il est important de mentionner que la lecture de notre galerie api 20F est essentielle Nous
avons utilisé un logiciel nommé UPBM api le lab, dont l'adresse est la suivante

(https://lab.upbm.org/) . C'est un programme informatique Pratique pour la consultation de la

galerie APl 20F, car il facilite lidentification précise du microorganisme ainsi que le

pourcentage correspondant (Figure 14).

Bienvenue sur le service UPBM le Lab’ |~ Outils les plus demandés :

Identifieur “api”
L'UPBM met ici gracieusement a disposition des outils numériques a destination

des sections biotechnologiques. Elle publie également des annales corrigées .
Gamme étalon
pour les éléves et étudiants. et propose pour les enseignants une série de

ressources variées (banque de séguences pédagogiques, trimestriel, liste de

P © Derniers outils ajoutés :

Découvrir 'TUPBEM

Compteur de colonies

Vous étes enseignant en biotech en France et vous appréciez ces services ? Vous souhaitez

PCR
rejoindre notre communauté et accéder 4 de nombreuses autres ressources ? Rejoignez-

nous et adhérez a 'UPBM !
Rejoindre I'UPEM &) Publications :

L'UPBM é&dite et publie des annales corrigées dg
biotechnologiques, rédigées par des correcteur:

modique :

BTS de Biotech

Bac STL Biotech

Figure 14 : Photo de l’interface du logiciel UPBM LE LAB API.
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Tableau 3:Tableau de la lecture de galerie api 20E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E

Microtube Substrat : Caractére recherché Révélateur Lecﬂ;_r:ndir?c?‘e o irlxdirec?e Résultet Résultat +
(si nécessaire) -
BNPS -2 | o Lecture directe 0 8
ONPG | Nitro-Phényl- :
Balidtoside galactosidase )
ADH | Arginine hrginine Dihydrolase M
e e ysine Décarboxylase | Rouge de , A ®
LG ) Lysine mithine Décarboxylase | phanol Lecture directe o5
0DC | Ornithine )
i ; () =
Oy | Citrate Utlisation du citrate BBT |Lecture directe ™~
&
Thiosulfate de o ' w
HS | qodium Production d'H,S Felll Lecture directe
. . ; Rouge de : i i i i
URE | Urée Uréase Phénol Lecture directe q
Cecture marrece
Tryptophane
TDA | Tryptophane drgspang)inase o
Lecture indirecte -~ &
Tryptophanase ou 9
IND | Tryptophane f - noyction diindole
— production d'acétoine Leclure Indrecte ®
LSS TR e (3-hydroxybutanone
" — ®
s gelatinase articules de ;
@ Gélatine i Lecture directe l
\J
GALFEJ Aa Substrat Utilisation de substrats ' ®
b carbone carbonés (glucides) BRT Lecture directe
Zymogramme (glucide) =
Lecture indirecte .
NO,/N, | Nitrates (NOy) | Nitrate réductase g
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3.7. La physico-chimie de la source thermale :

La source thermale de Hammam Grouz, localisée dans la zone d'Oued Athmania (Mila),
est réputée pour sa température relativement faible, se situant autour de 35 °C. Cette
température est nettement plus élevée que celle généralement observée dans les nappes
phréatiques peu profondes a cette altitude, ce qui justifie son appellation de source thermale.

Il est probable que ce réchauffement soit associé a l'existence de courants géothermiques
souterrains, qui transferent leur chaleur & I'eau lorsqu'elle traverse les strates rocheuses en
profondeur. L'apparition de cette eau a la surface est déterminée par la composition

géologique et les conditions hydrogéologiques spécifiques a la région (Kresic, 2010).
pH : 7 :82 mesuré a ’aide d’un pH-meétre portable.
3.8. L’isolement :
Nous avons choisi la source thermale d'Oued Athmania (Grouz), vu qu’elle n’a pas fait

I’objet d’études microbiologiques antérieures. Les étapes d’ensemencement sur les différents

milieux sont illustrées en (figure 15).

Figure 15 : Ensemencement de [’eau sur milieux GN et TSA.
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Les résultats de I’isolement des colonies bactériennes contenues dans notre échantillon d’eau

thermale sur les milieux utilisés sont illustrés dans les figures 16 et 17.

&=
>

=

Figure 16 : Photo des colonies isolées sur le milieu GN et TSA a

température 50°C.
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Figure 17 : Photo des colonies isolées sur le milieu
GN et TSA a température 37° C.

» Conditions d’incubation

Les boites de Pétri ont été incubées dans une étuve a deux températures distinctes, L’incubation

a été effectuée en conditions aérobies pendant 24 a 48 heures.

3.9. Purification :

La purification est une étape cruciale préalable a I’identification bactérienne, car elle permet
I’obtention de colonies bien distinctes et isolées, condition indispensable pour garantir une
identification rigoureuse et fiable. Les photographies ci-dessous présentent les resultats de la
purification de plusieurs souches de bactéries thermophiles isolées de la source thermale

d’oued Athmania (grouz), cultivées sur les milieux GN et TSA.

La purification a été réalisée a ’aide de la technique des stries d’épuisement (quatre cadrant),

répétée 2 a 3 fois jusqu’a I’obtention de colonies homogénes.
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Figure 18 : Photographies des souches isolées de la source thermale

hammam grouze.

Le Tableau ci-dessous montrent les résultats de la purification de quelques souches de

nos bactéries tableau 4

Tableau 4 : Les résultats de la purification

Souche Forme Taille La couleur Texture, aspect
S1 Irréguliére Large Blanchatre, Brillant a mat
beige clair
S2 Irréguliere Large Blanchatre Mugueuse
S3 Irréguliere Large Blanchatre Cotonneuse
S4 Irréguliere Large Creme a Lisse
jaunatre pale
S5 Circulaire Petite Creme jaunatre | Lisse, mat a
légerement
brillant
S6 Circulaire Petite Creme a jaune Lisse, tres claire
S7 Circulaire a moyenne Creme pale Crémeuse, lisse
Iégerement
irrégulieres
S8 Irréguliere Large Creme a Crémeuse et
jaunatre pale légerement
brillante
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3.9.1. La conservation des souches :
Les tubes inclinés sont des tubes a essai contenant un milieu solide (généralement a base
d'agar), que l'on incline lors de la solidification pour former une surface plane oblique. Nous

avons utilisé pour conserver des cultures pures des micro-organismes figure 19.

'l‘n"v’r"r " i
5 e |

iy
a¥ L

Figure 19 : Conservation sur les tubes incliné.

3.10. Identification :

3.10.1. Identification microscopique :
Afin d’illustrer ces observations, une photographie générale des lames colorées est présentée
ci-aprés, montrant I’aspect microscopique des échantillons aprés coloration de Gram, comme

le montre la Figure 20

, \'\l\‘ S | “ 3 3 ' .
Figure 20: Photographie générale montrant l’ensemble des lames colorées
apres coloration de Gram.
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Le tableau suivant (Tableau 5) présente la synthése des résultats obtenus apres la réalisation
de la coloration de Gram sur les souches bactériennes isolées. Il regroupe les informations
principales observées au microscope, notamment la forme cellulaire et aspect et le mode de
regroupement .Ce tableau permet une lecture globale et comparative des caractéristiques

morphologiques des isolats.

Tableau 5 : Résultats de la coloration de Gram pour les souches
bactériennes isolées.

Boite Lames Formes Gram+ Aspect Mode de
regroupement
Lame 1 Cocci _ Lisse Isolée en paires
Biote 1
Lame 2 Bacilles _ Lisse Isolée en paires
Lame 4 Cocci - Lisse
Isolée en amas
Biote2 | Lame5b Baccilles - Lisse Isolée en paires
Lame 6 Cocci _ Lisse Isolée en paires
diplocoques
Lame 7 Cocci + Lisse Isolée en amas
Boite 3
Lame 8 Bacilles _ Lisse Isolée en paires
Biote 5 Lame 9 Bacilles _ Lisse Isolée en paires
Biote 6 Lame 10 Bacilles + Rugueux Courts chaines
Biote 7 Lame 11 Coccobacille - Lisse Isolés en paires
bacilles + Rugueux Courts chaines
Biote 8 Lame 12
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3.10.2. Identification microscopique

Enfin, des micrographies réalisées au microscope optique a immersion (objectif x100)
permettent de visualiser en détail les formes cellulaires et la nature de la paroi bactérienne,
confirmant les résultats obtenus par la méthode de Gram. Comme illustré dans la Figure 21

ci-dessous.

TSA 37 °C

GN 37 °C
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TSA50°C

GN50°C

Figure 21 : Aspects microscopique de souches sélectionnées, apres observation a
I'immersion (x100).
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L’observation microscopique apres la coloration de Gram a permis d’identifier les types de
bactéries isolées selon leur réaction au colorant et leur morphologie.

Les bactéries Gram positives gardent la couleur bleue apreés le processus de coloration, tandis
que les bactéries Gram négatives se colorent en rose.

3.1.1. Mise en évidence des enzymes extracellulaires

La présence de ces activités hydrolytiques a été examinée en faisant appel aux substrats
suivants : la caséine, le tween 20 et le tween 80. Nous avons effectué des tests de ces activités
enzymatiques sur 9 isolats que nous possédons. Sur les 9 isolats examinés, 5 isolats ont

montré une activité protéolytique et lipolytique.

3.1.1.1. Le test de protéasique (protéase)

e Pour la premiére méthode : L’activité protéolytique se manifeste par la formation
d’un halo clair autour des colonies, résultant de la dégradation de la caséine présente
dans le milieu. Toutes les variétés testées ont montré un halo de clarification,
indiquant une activité protéolytique positive, avec des résultats plus marqués a 50 °C,
ce qui confirme leur capacité a produire des protéases thermostables. Les résultats

obtenus sont regroupés dans le figure 22 et 23.
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GN (XS) TSA (S)

GN (xs) protéase + TSA (s) protéase +

Figure 22 : Les résultats de test protéasique a tempeérature 37 °C.
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TSA (A) 50°C Protéase TSA (B) 50°C ,Protéase GN 1.1 50°C Protéase

positive (+) positive (+) négative (+)

Figure 23 : Le résultat du test protéolytique pour la premiére méthode a 50
°C
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Pour la deuxiéme méthode : La production de protéases a été démontrée par la formation de
halos de clarification autour des colonies cultivées sur milieux contenant du lait écrémé ; Les

résultats obtenus dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Activité protéolytique observées chez les souches bactériennes isolées.

Souche S1 S2 S3 S4 S5

Caséine + +

Remarque : + : activité enzymatique observée (présence de halo) ;
— I aucune activité détectée

37°C TSA 50°C GN

Figure 24 : Le résultat du test protéolytique pour la deuxieme méthode.

3.11.2. Le test de ’activité lipolytique :
L’activité lipolytique a été observée par la formation d’un halo opalescent ou blanchatre
autour des colonies, indiquant 1’hydrolyse des lipides.Certaines souches ont présenté une

activité lipolytique positive, avec des halos bien visibles ,autre souches absence d’activité

lipolytique .
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GN 37°C Lipase positive (+) GN 50°C Lipase positive (+)

Figure 25 : Résultats de tests lipolytiques.

Les résultats de test lipolytique sont présentés dans le tableau 7 suivant :

Tableau 7 : Résultats des tests lipolytiques enzymatiques des souches isolées.

Souche Tween 20 Tween 80
S4 37°C + /
S550°C / +
S6 50°C + /
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S737°C

S8 37°C

S950°C

S10 50°C

1.2. Résultats de la galerie API 20E :
Nous précisons que la température d’incubation est de 37°C et de 50 °C. Les résultats de la
galerie API 20NE réalisée sur les bactéries thermophiles isolées de la source thermale de

hammam Grouz, figure 26.

( '
v A, Y AR
: Auan N0 SORARHA 8AC MELTAM nA
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T b
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Figure 26 : Galries api 20E appliquée sur le milieu GN ; TSA a température de 37°C et 50°C.
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Tableau 8 : Résultats de la galerie API 20 E A température 50°C.

Souche GN R2 50°C TSAA50°C
ADH + -

LDC - -

OoDbC - _

CIT + B

H2S - -

URE + -

TDA + +
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IND -

VP -

GEL +

GLU +

MAN -

INO -

SOR -

RHA -

SAC -

MEL -

AMY -

ARA -

e Souche Set XS 37°C

Tableau 9:Résultats de GALRIE API E a température 37°C .

Souche

GN S37°C

GN XS 37°C

OPGN

ADH

LDC

OoDC

CIT

H2S

URE
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TDA

IND

VP

GEL

GLU

MAN

INO

SOR

RHA

SAC

MEL

AMY

ARA

La lecture des résultats obtenus apres 24h d’incubation sont les suivants, figure 27:
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Aneuribaccillus aneurunilyticus

Orcgorobactrum anthropi

~
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Les calculs proposent (cliquez sur @ pour vair les détails du prefil) :
©. Ancurinbaci -

@ avec une
614%

ilité de 61.4 % (trés bonne identification)

Sporosarcina pasteurii

Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil

1. Ochrobactrum anthropi @ avec une probabilité de 52.1 % (trés bonne identification)

52.1%

Bordetella/alcalignes
/Moraxella spp

~
o =
<8 I g v w w o< g 4 20 Z oz & gy o Z o = ©
we zZ z g o E & 2 &8 e o 2 4 c:qwsﬁx-‘-‘ov a I v z z < o > o 2y 9 =
g 3 = ] z > z oz ] = ERBEZoe g2 ] g = -] 5=
2 §82c80:5pPpe2>58c52z2823:2%¢% L .us38B58EE2 8332883353858 :22¢833
(1 ]
vy
g
o = o =
82 €8 I g Y _ vwuwga 4 0 Z o x &y 2z - B 0% v z < > \ @ 0 u
=% Zz z o o £ & & e o 2 2 T 2 53 x£0 3 v ra2g0, g3 <9223 a 3 x ~0 % 55
38 $§822385Ff3P2>9vo5=z2dadzq3e02zz2 8 3 5$EpPz5833z8333%52z22:83%
4 o) - ® 0 @0
- @ 8] N EEEERERE @@ 0O ® @ @ ® ® & @ @ @
? O 0 0 0O 0O 0O []
Calcul direct @) | Caleul avec exclusion(s) @) Légende

Les calculs proposent (cliquez sur @ pour vair les détails du profil) :
1. Sporosarcina pasteurii @ avec une probabilité de 100 % (excellente identification)
100%

(©) UPBM 2017-2025

Y]

Les calculs propesent (diquez sur @, pour voir les détails du prafil)
1. Bordetella/Alcaligenes/Moraxella spp (Brucella spp possible) @ avec uns probabilité de 993
% (excellente identification)
93%
Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont &iim

Figure 27 : GALRIE APl 20E appliquée sur le milieu GN ;TSA a température de 37°C et

50°C sur site UMPG
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Discussion

L'analyse des profils biochimiques joue un role crucial dans I'identification phénotypique des
bactéries, surtout pour la caractérisation de souches provenant d'environnements extrémes tels
que les sources thermales. Dans le contexte de ce projet, divers isolats bactériens
préalablement choisis pour leur potentiel a générer des enzymes extracellulaires ont été
soumis & un test d'identification en utilisant la galerie APl 20 E. Cet instrument, fréquemment
employé dans l'analyse des bacilles Gram-négatifs, facilite la détection de diverses activités
fermentatives et enzymatiques pour déterminer une empreinte métabolique spécifique a
chaque souche. L'analyse des profils biochimiques a été effectuée en utilisant le logiciel
UPBM API, qui simplifie l'interprétation des données phénotypiques et améliore la précision
de l'identification bactérienne.

Les résultats des essais de la galerie APl 20E indiqués dans le tableau 9 nous ont conduit a
identifier des genres bactérien différent. Parmi les souches isolées, une seule a montré un
caractére clairement thermophile Aneurinbacillus aneurinilyticus, avec une croissance
optimale a des températures élevées. Les deux souches restantes ont montré une croissance
uniquement a 37°C, Orchrobactrum antharopi, Bordetella/alcaligenes/maroxella spp .
e Résultats des identifications

1. Aneurinbacillus aneurinilyticus avec un bon pourcentage d’identification de de 61,4%
2. Sporosarcina pasteurii  avec excellante identification 100%

3. Orchrobactrum antharopi trés bonne identification de 52,1%

4 .Bordetella/alcaligenes/maroxella spp avec excellante identification 99,3%

Parmi les caractéristiques observées chez les différentes souches bactériennes isolées

¢ Aneurinibacillus aneurinilyticus, également nommeée Bacillus aneurinolyticus est un
micro-organisme thermophile qui peut proliférer a des températures allant de 40°C a 60°C, sa
température idéale étant autour de 50°C. Elle se trouve majoritairement dans des habitats
chauds et a forte teneur organique, comme les sources thermales naturelles et les sols
géothermiques. Cette bactérie, capable de générer des enzymes thermostables comme les
lipases, suscite un grand intérét pour de nombreuses applications industrielles, y compris dans

les secteurs cosmétique, alimentaire et pharmaceutique (Ulucay et al., 2022).
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elLe genre Ochrobactrum regroupe des bactéries environnementales fréquemment
isolées a partir du sol et de milieux aquatiques. Il s’agit de bacilles Gram négatif, aérobies
stricts, mobiles, présentant une activité oxydasique positive et une réaction indole négative.
(Delarras, 2007) .

e Bordetella/alcaligenes/maroxella spp

On retrouve les alcaligenes dans l'eau et le sol. Les Alcaligénes sont des bactéries aérobies
qui se colorent en négatif lors du test de Gram, bien que certaines souches soient aptes a
réaliser une respiration anaérobie en présence de nitrite ou de nitrate. Elles sont positives pour
la catalase et l'oxydase. Il s'agit de petits batonnets ou coques. Une des caractéristiques
marquantes des Alcaligenes est leur emploi en biotechnologie. Ils génerent un polymeére qui
ressemble au plastique, servant de référence pour la fabrication industrielle de matériaux
biodégradables. Les Alcaligenes se developpent idéalement a une température comprise entre
30 et 37 °C(Betts, 2006).
Le genre Bordetella comprend des coccobacilles a Gram négatif, aérobies stricts .Ce genre est
généralement retrouvé dans des environnement variés tels que les sols et les zones hydriques
(Moreau et al., 2021).
Les bactéries du genre Moraxella sont des batonnets ou coques a Gram negatif et catalase
oxydase positive. Elles sont généralement immobiles et necessitent des conditions aérobies

pour survivre (Yang, 2014).

Cette étude souligne la grande diversité des bactéries thermophiles productrices d'enzymes,
qui ont été isolées a partir de la source thermale examinée. L'application de milieux de
culture spécifiques (GN et TSA) combinée a des méthodes d'isolement strictes a conduit a
I'identification de souches distinctes affichant une diversité morphologique, physiologique et
enzymatique.

L'observation de la croissance bactérienne a diverses températures a mis en évidence une
croissance optimale a 50°C, ce qui atteste du caractére thermophile des souches. Cependant,
a une température de 37°C, la croissance est demeurée faible, voire inexistante, ce qui suggéere

que ces bactéries sont parfaitement adaptées a des conditions thermiques
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Conclusion

Conclusion générale

Les avancées récentes en biotechnologie ont mis en lumiere l'importance des
microorganismes extrémophiles, notamment les bactéries thermophiles, comme sources
prometteuses de biocatalyseurs industriels. Grace a leur capacité a produire des enzymes
actives dans des conditions extrémes, ces bactéries occupent aujourd’hui une place centrale
dans le développement de procédés innovants, plus efficaces et plus respectueux de

I’environnement.

On cherche particulierement les enzymes thermostables, comme les protéases et les
lipases, pour leur robustesse, leur performance et leur capacité d'adaptation a divers domaines
industriels : l'agroalimentaire, la pharmacie, le textile, le traitement des déchets et la
production d'énergie. L'utilisation de ces ressources biologiques provenant d'environnements
naturels tels que les sources thermales constitue donc un enjeu crucial pour une

biotechnologie durable et efficace.

Cette strategie impliqgue donc de renforcer I'étude des ecosystémes locaux, qui sont
encore largement inexplorés, dans le but de découvrir de nouvelles souches microbiennes
présentant un potentiel significatif. Cela non seulement répondra a la demande industrielle
grandissante, mais aussi valorisera les ressources naturelles algeriennes dans une perspective

scientifique et économique..
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Annexe

Matériel non biologique

» Autoclave (WEBECO Allemagne)
Etuve (BINDER Allemagne)
Bain marie (MEMMERT Allemagne)
Agitateur chauffant a barreau magnétique (GARHARDT Allemagne)
Balance (KERN 770 Allemagne)
Réfrigérateur (ENIEM Algérie)
Microscope photonique
Bec bunsen
Boites Pétri
Pipettes Pasteur
Erlenmeyer
Eprouvette

Flacons en verre

YV V.V V V V V V V V V V V

Tubes a essai en verre
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Resumeé

Ce travail s'inscrit dans une demarche de valorisation de la biodiversité microbienne présente
dans les milieux extrémes, a travers I'isolement et la caractérisation de bactéries thermophiles
issues de la source thermale de Hammam Grouz, localisée & Oued Athmania (wilaya de Mila,
Algérie).

Des échantillons d'eau ont été prélevés sur site, puis ensemencés sur deux milieux de culture
spécifiques: TSA (Tryptic Soy Agar) et gélose nutritive (GN). Les cultures ont été incubées a
37 °C et 50 °C afin d'évaluer la diversité bactérienne selon la température. Les souches isolées
ont été purifiées et soumises a une étude morphologique, complétée par une coloration de
Gram.

Des tests enzymatiques ont permis de détecter la production de protéases et de lipases chez
certaines souches, soulignant ainsi leur potentiel enzymatique et leur intérét pour de futures

applications en biotechnologie
Abstract :

This work is part of an approach to promoting microbial biodiversity present in extreme
environments, through the isolation and characterization of thermophilic bacteria from the
Hammam Grouz thermal spring, located in Oued Athmania (wilaya of Mila, Algeria).

Water samples were taken on site and then inoculated onto two specific culture media: TSA
(Tryptic Soy Agar) and nutrient agar (NG). The cultures were incubated at 37°C and 50°C to
assess bacterial diversity according to temperature. The isolated strains were purified and
subjected to a morphological study, supplemented by Gram staining Enzymatic tests have
detected the production of proteases and lipases in certain strains, highlighting their

enzymatic potential and their interest for future applications in biotechnology.

Keywords: Antimicrobial resistance, Hammam Jaruz spring, applications in biotechnology,

lipase enzyme
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Résumé: Les bactéries thermophiles sont des micro-organismes qui prospérent a des températures
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