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Introduction générale

Ces derniéres années, la recherche sur la biodiversité microbienne des environnements
hypersalins s’est multipliée. Le nombre des études visant une compréhension approfondie de
ces écosystemes comme le Grand lac salé, Utah (USA), la Mer Morte, les marais salants de
plusieurs pays et les lacs alcalins a savoir le Lac Magadi a Kenya s’est considérablement
développé (D’Alessandro et al., 2006). Les bactéries halophiles qui s’hadapteent a
I'environnement hautement salin. Leurs faibles besoins nutritionnels et leur résistance a de
fortes concentrations de sel, les introduisent en tant que agents puissants dans un large
éventail d'applications biotechnologiques. Les bactéries comptent plus de 150 especes

introduites dans 70 genres des bactéries(Fatemeh et al., 2010 ).

Cependant, La recherche sur les enzymes hydrolytiques des organismes halophiles a été
lancée par Nordberg et Hofsten a la fin des années 60 (Nordberg et Hofsten, 1969). Depuis,
un nombre considérable d'efforts a été consacré a I'évaluation des enzymes produites par les
bacteries modérément halophiles, Comme les enzymes actuelles ne suffisent pas a répondre a
la plupart des demandes industrielles, I'isolement et la caractérisation des extrémophiles ont

attiré lI'attention des chercheurs (Patel et al., 2005).

Une partie des enzymes issus des souches bactériennes isolées des lacs et des marais salants,
en raison de leur adaptation a de hautes concentrations salines et au pH alcalin. Elles sont
souvent thermostables (Moreno et al., 2009). Ces propriétés ont fait des enzymes halophiles
d’excellents candidats pour différentes applications biotechnologiques car elles pourraient
catalyser des réactions dans des conditions dures, typiques de nombreux processus industriels

et pharmaceutique (Setati, 2010).

En outre, ils ont un grand potentiel dans la bioremédiation de divers polluants organiques et
inorganiques de I'environnement, parmi les enzymes halophiles ou cité les protéases sont
largement appliquées dans l'industrie, la médecine et la technologie biologique (Carlos et
Judith, 2008).

Les proteases jouent donc un réle important dans l'industrie pharmaceutique en tant que
biomarqueurs de diagnostic et sont utilisées en médecine, que ce soit pour leur fonction
native ou pour des fonctions totalement artificielles. Les protéases contribuent également a la
transformation, a la maturation ou a la destruction d'ensembles spécifiques de protéines

végétales en fonction d'indices de développement ou de variations environnementales . Ce qui
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a acceléré le développement de thérapies ciblées sur les protéases pour le traitement de

maladies tres importantes pour la vie humaine. Les protéases sont egalement au centre de

l'attention de l'industrie biotechnologique en raison de leur utilité en tant que réactifs

biochimiques ou dans la fabrication de nombreux produits(Narendra et al.,2018 ).

Problématique

Les cercles ultra-salins des lacs salés et des sommités sont un modéle d’environnements
contenant un complexe de bactéries halophiles intéressantes

Dans ce travail, diverses especes produisant des protéases halophyliques ont été isolées de
divers lacs, ainsi que la connaissance des facteurs affectant la production de protéase qui joue

un role important dans 1’industrieet les produits pharmaceutiques.

L'objectif de notre étude est :

L’objectif de ce présent travail est une analyse bibliographique a partir des travaux
originaux sur des bactéries halophiles productrices de protéases provenant de différentes lacs
salés.

Notre mémoire est organisé en deux parties principales, chacune organisée en chapitres.
Ainsi, Partie bibliographique contient trois chapitres :
Chapitre I :Les lacs salés.
Chapitre 11 :les bactéries halophiles des lacs salés.
Chapitrelll :les applications des bactéries halophiles.
Ensuite, la partie expérimentale, qui comprend deux chapitres:
Chapitre 1V:Matériels et méthodes.
Chapitre V:Résultats et discussions.
Notre travail termine par une conclusion générale,des perspectives de recherche et des

recommandations.
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Chapitre | Les lacs salés

1.1. Définition des lacs salés

Sont des zones humides géographiquement tres répondu. La nature des ions dominants
dans les lacs hypersalins dépend des conditions topographiques, géologiques et climatiques
environnantes (Madigan et Martinko, 2007)(Fig.1).

Figure 1: A. Chott Melghir, B. Chott ElI Bieda Hammam Essoukhna (site web 1), C. Great
Salt Lake-USA(Landest,2019), D. Saline de San Fransisco-USA.(Jane,2020)

1.2. Composition ionique et concentration en sel

Les milieux hypersalins sont principalement caractérisés par leur concentration en sels
totaux, mais leur composition ionique est un déterminant principal du biome environnemental
(Oren, 2006a) Ces ions peuvent étre des minéraux (Cl-, Ca*?, Fe*?, Fe*?,Mg*?, K*, Na*, Li",
etc.) ou organiques aceétates, carbonates, citrates, nitrates) et monoatomiques (F) ou
polyatomiques (SO42) (Taha, 2020). Dans le contexte des milieux hypersalins, le terme sel est
utilisé pour définir une combinaison inorganique de différentes molécules ioniques « anions et
cations », Cl- et Na* étant les plus abondants. Un milieu est dit hypersalin lorsque la
concentration en sel est supérieure a celle de I'eau de mer (environ 35 g/L) ( DasSarma, 2017).
Cependant, le concept de salinité élevée peut faire référence a une salinité plus élevée, parfois

méme proche des conditions de saturation (Oren, 2002).



Chapitre02 : les bacteries

halophiles des lacs salées



Chapitre 11 Les bactéries halophiles des lacs salés

2.1. Definition les halophiles et halotolérant

Les halophiles et les halotolérants présentent une grande diversité phylogénétique. On

les trouve dans les trois domaines du vivant : Archaea, Bacteria et Eucarya (Oren, 2002).

Le terme « Halophiles » sont des bactéries nécessitant la présence de sel (NaCl) dans le
milieu pour leur croissance. En revanche, le terme « halotolérant » signifie a la tolérance de la
bactérie a différentes concentrations en sel durant leur croissance. Les bactéries nécessitant
moins de 1 % (p/v) de sel pour une croissance optimale ne sont pas considérées comme
halophiles. En 1962, Larsen a définit 3 catégories de bactéries halophiles selon la
concentration en sel qui amene a une croissance optimale des bactéries (Bertrand & Larsen,
1989). Cette concentration peut varier de 1 a 6 % (p/v) pour les bactéries faiblement
halophiles, de 3 a 15 % (p/v) pour les bactéries halophiles modérées et jusqu’a 15-30 % (p/v)
pour les bactéries halophiles extrémes. Par ailleurs, les bactéries halotolérantes acceptent des
concentrations modérées de sels mais non obligatoires pour leur croissance(Fig.2) (Larsen,
1962).

Halophiles
extrémes

Halophiles
modérés

Halotolérants

Taux de croissance (unité arbitraire)

Concentration croissante en NacCl

Figure 2:Différents groupes de microorganismes halophiles (Larsen, 1962).

La classification de Kushner (1978, 1985) demeure la classification largement acceptée,

cettederniere est illustrée dans le tableau ci-dessous avec (Kushner,1985)(Tab.1).
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Tableau 1: Groupe des microorganismes selon leurs tolérance au sel (kushner,1985).

Catégories Taux en sel pour la Des examples des
croissance microorganismes
Croissance meilleure dans La majorité des bactéries
Non halophiles un milieu contenant moins d’eau douce
de 0,2 M de sel.
Non halophile qui tolérent la
Halotolérants présence de sel; si

I’intervallede la croissance Staphylococcus aureus

dépassent les2.5 M

de sel.
Présentent une bonne La majorité des bactéries
Légerement halophiles croissance dans un milieu marines.
contenant de 0.2-0.5 M de
sel.
Présentent une bonne Salinivibrio costicola
Halophiles modérées croissance dans un milieu
contenant de 0.2- 2.5 M de
sel.
Halorhodospira halophila
Halophile faible Présentent une bonne

croissancedans un milieu
contenant de 1.5- 4.0M de
sel.

Halophiles extrémes Halobacterium salinarum
Présentent une bonne
croissance dans un milieu
contenant de 2.5-5.2 M de
sel.

2.2. Habitat des bactéries halophiles

Les habitats hypersalins se sont formés au cours d'une longue période de I'histoire de la

Terre. lls se caractérisent par une faible diversité microbienne (Rodriguez Valera, 1993 ;
Ventosa et Nieto, 1995).
Les bactéries halophiles sont présentes Ia ou il y a de fortes concentrations de sel, dans

les lacs hypersalins (Oren, 2011).
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Comme les Grands Lacs Saumatres dans I'Ouest américain, le Lac Rose au Sénégal, la
Mer Morte et les sols salins dans certains endroits inattendus ainsi que la saumure au fond de
la mer, chez les plantes qui sécrétent du sel par leurs feuilles, les marais d'Afrique du Nord,
les marais salants d'Espagne, de France, etc. La diversité des bactéries vivant dans ces
biotopes dépend principalement de la salinité, de la solubilité en oxygéne, de la solubilité

ionique, de I'numidité et de la température. Structure ionique et, dans certains cas, pH.
2.3. Classification des bactéries halophiles

Le domaine Bacteria regroupe la plus grande diversité des halophiles qui sont
majoritairement représentés par des espéces halotolérantes et halophiles modérées que des
halophiles extrémes(Anton et al., 2002). Elles sont identifiées dans de nombreux phyla
répartissant dans un grand nombre de groupes phylogénétiques trés hétérogéenes (Fig.3) :
Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Gammaproteobacteria et
Spirochaetes (Habaet al., 2011).

Bacteria Archaea Eukarya
Animals
Green nonsulfur Entamoebae m
bactera Euryarchaeota
Mitochondrion /
Crenarchaeot Methano- ’

bactenum
Ion!oobactma \F"m‘c‘m' Thermoproteus Met \

Pyrodictium coccus
\

Chioroplast

| Cyanobactena

Thermococcus

Manne

Bactoroldetes Crenarchaeota S _Methanopyrus

Thermotoga

Thermodesulfobacterium

Aquifex Diplomonads

(Glardia)

Figure 3: Arbre phylogénétique universel issu d'une analyse comparative de séquences de
génes ribosomaux. Les groupes phylogénétiques contenant des membres halophiles et

halotolérants sont encadrés en bleu (Oren, 2008).

2.3.1. Phylum Proteobacteria

Le phylum Proteobacteria a été proposé par Garrity et al.,(2005) sur la base de
I‘analyse phylogénétique des séquences du géne codant 1°ARNr 16S. Les bactéries
appartenant a ce phylum sont trés ubiquitaires et hétérogenes avec des propriétés

physiologiques diverses.lls contient 5 classe différentes de bactéries a Gram négatif:
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Alphaproteobacteria,Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria et

Epsilonproteobacteria (Brenner et al., 2005).

La famille des Halomonadaceae de la classe Gammaproteobacteria contient le nombre
le plus important d‘espéces halophiles modérées (Franzmann et al., 1988). Cette famille
comprend trois genres de bactéries halophiles extrémes apigmentées (Maturrano, 2006 ;
Sorokin et al., 2006) dont une des espéces a été isolée de sebkha Ezzemoul (Ain M*‘Lila) en
Algérie (Kharroub et al., 2006). La famille des Alteromonadaceae (Fig.4).(Ivanova et
Mikhailov, 2001), inclut des protéobacteries halophiles modérées dont le genre Marinobacter
(Gauthier et al., 1992).

Figure 4: Observation microscopique de bactérie Shewanella oneidensis la famille de

Alteromonadaceae (Bowman et Meekin, 2005).

2.3.2. Phylum Firmicutes

Les membres du phylum  Firmicutes sont hautement diversifiés au niveau
morphologique et physiologique et sont capables d‘habiter une grande variété
d‘environnements tels que leshabitats hypersalins. La famille des Bacillaceae
appartenant a ce phylum est la plusimportante avec 21 genres Bacillus (Fig.5) (Ludwig et
al., 2008).



Chapitre 11 Les bactéries halophiles des lacs salés

Figure 5. Bactérie Firmicutes la famille de Bacillaceae.(Eugene,2014)

2.3.3. Phylum Actinobacteria

La classe Actinobacteria constitue 1‘un des principaux groupes du domaine Bacteria
(Ludwig Klenk., 2001) répartie en 48 familles (Zhi et al., 2009). Elle contient des
bactéries halophiles incluses dans 1‘ordre des Actinomycetales (Fig.6). (Stackebrandt et

al., 1997; zhi et al., 2009).

Figure 6: Micrographie électronique a balayage de Micromonospora echinospora. (Li et al.,
2016).
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2.3.4. Phylum Spirochaetes

Quatre espéces modérément halophiles des Spirochétes (Fig.7) .Ont été décrites,
appartenant au genre Spirochaeta. Il s‘agit de Spirochaeta halophila (Greenberg et Canale-
Parola, 1976) des espéces holoalcaliphiles (Spirochaeta africana et Spirochaeta alkalica) et

de Spirochaeta asiatica (Zhilina et al., 1996).

Figure 7: Microscopie électronique de la souche DK1 (isolat cutané du Danemark) non fixée
et colorée en négatif. Cette souche est constituée de deux Borrelia morphologiquement
distinctes : (A) petite et (B) grande. Barre d'échelle ¥4 1 m ; grossissement % 10 260 (Krami et
al.,2014).

2.3.5. Phylum Bacteroidetes

Ce phylum se compose de trois classes Bacteroidia, Flavobacteria et Shingobacteria(
Garrity et Holt, 2001). Ces dernieres incluent des espéces halophiles faibles et modérées
(Denger et al., 2002 ; Donachie et al., 2004 ; Nedashkovskaya et al., 2005) et uniquement
quatre espéeces halophiles extrémes aérobies et pigmentées : Salinibacter ruber(Fig.8). (Antdn
et al.,2002). Salinibacter iranicus, Salinibacter luteum (Makhdoumi-Kakhki et al.,2012) et

Salisaeta longa (Vaisman et Oren, 2009).

10
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Figure 8: Micrographie électronique a balayage de la souche M31 T de

Salinibacter ruber. Barre, 2n5um (Francisco et al.,2002).
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Chapitrelll Les applications des bactéries halophiles

3.1. Production d’enzymes

Les halophiles produisent de nombreuses enzymes (protéases, lipases, amylases, etc.)
Ces enzymes sont de bons candidats pour des applications industrielles du fait de leur capacité
d’activité en présence de fortes concentrations en sel, de tolérer des températures relativement

élevees et des variations de pH etc. (Amoozegar et al., 2017).
3.1.1. Protéases

Les protéases représentent I'un des groupes les plus importants d'enzymes industrielles.
et représentent environ 60 % des ventes totales industrielle dans le monde (Gupta et al.,2002;
Madhavi et al.,2011). Ils sont utilisés dans toutes sortes de situations industrielles telles que la
fabrication de médicaments, les produits pharmaceutiques, , les détergents, les formulations
de nettoyage de surface, le traitement des déchets, la récupération de I'argent, les suppléments
digestifs, les additifs agrochimiques et les réactifs de diagnostic (Kumar et Takagi,1999).ces
enzymes sont classées comme endo ou exoenzymes sur la base de leur site d'action sur des

substrats protéiques (Rao et al., 1998).

Les protéases intracellulaires sont importantes pour divers processus cellulaires et
métaboliques, comme la différenciation, le renouvellement des protéines et la maturation des
enzymes et des hormones. Les protéases extracellulaires importantes pour I'hydrolyse des
protéines dans des environnements sans cellules et permettent a la cellule d'absorber et
d'utiliser les produits hydrolytiques. Et les protéases extracellulaires ont également été
exploitées commercialement pour faciliter la dégradation des protéines dans divers processus
industriels (Kumar et Takagi,1999). Certaines espéces de bactéries halophiles (telles que
Pseudoalteromonas sp. Souche CP76 (Sanchez-Porro et al.,2003) et Bacillus clausii (Kumar

et al.,2004) ont été utilisés pour la production de protéases (Lama et al., 2005)(Fig.9).

13



Chapitrelll Les applications des bactéries halophiles

Figure 9: Structure tridimensionnelle de protéase.( Borrell, 2018).

3.1.2. Amylases

Les amylases sont des enzymes qui hydrolysent les molécules d'amidon pour donner
divers produits, notamment des dextrines et des polymeéres de plus en plus petits composés
d'unités de glucose (Windish et Mhatre,1965).Ces enzymes sont d'une grande importance
dans la biotechnologie daujourd’hui avec des applications allant de [l'alimentation, la
fermentation, textile et de papier (Pandeyt et al.,2000), détergents, biocarburants et la
production d’alcool (Aggarwal et al., 2019).Récemment, I'alpha-amylase a suscité une grande
attention en raison de son large éventail d'applications et de ses mérites économiques
(Bansode, 2010).Ces enzymes montrent une activité maximales a des concentrations des
concentrations de 10-200 g/l de NaCl, de pH entre 7 et 8, et a des températures entre 50 et
60°C.Les bactérie halophiles qui produisent des alpha amylases comprennent Haloarcula
hispanica, Halobacillus sp., Chromohalobacter sp., Bacillus dipsosauri et Halomonas
meridiana (Kathiresan et Manivannan,2006)(Fig.10).
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Figure 10: Strcture tridimentionnelle de alpha amylase (Mohsen et Fahimeh, 2013).

3.1.3. Lipase et estérase

Les lipases et les estérases sont deux des biocatalyseurs les plus importants dans les
applications biotechnologiques. Ces enzymes se distinguent essentiellement en fonction de la
specificité de leur substrat. Les lipases hydrolysent de préférence les triglycérides composés
dacides gras a longue chaine et les estérases hydrolysent généralement les esters

hydrosolubles, y compris les triglycérides d'acides gras a courte chaine (Verger. 1997).

Ces deux enzymes ont diverses applications, notamment la modification de molécules
biologiqguement actives, lI'amélioration de la saveur ou des propriétés nutraceutiques des
aliments, et la résolution de mélanges racémiques (Bornscheuer et Kaslauskas.1999;Jaeger et
Eggert, 2002; Schmid et Verger,1998; Sharma et al.,2001) .1l est remarquable qu'en présence
de certains solvants organiques, elles effectuent des réactions d'estérification, d'amidation et
de polymérisation (Bornscheuer et Kaslauskas.1999; Schmid etVerger,1998; Sharmaet
al.,2001) .Ces enzymes montrent une activité optimale a des concentrations de NaCl entre 30
et 300 g/l, des valeurs de pH entre 8 et 9 et des températures entre 40 et 60°C (Litchfield,
2011) .Les bactéries halophiles des especes appartenant aux genres Marinobacter,
Halomonas, Chromohalobacter et Geomicrobium se sont puissants producteurs de lipase
(Kumar et al.,2012) (Fig.11).
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Figure 11: Structure tridimensionnelle de Lipase et estérase (Tan et al., 2008).

3.1.4. Xylanase

Les xylanases (B-1,4-D-xylan xylanohydrolase, EC 3.2.1.8) sont des enzymes
hydrolytiques qui clivent de maniere aléatoire (Collins et al.,2005).Ces enzymes trés
important dans les applications des quelques secteurs industriels, notamment la bioconversion
de la matiere cellulosique en produits a valeur ajoutée (Butt et al., 2008), la délignification de
la pate a papier (Glbitz et al., 1997), la production de biocarburant, de pate a pain et d'amidon
a partir de la dégradation de matiéres lignocellulosiques (Khandeparker et Numan
,2008).Qulques bactéries halophiles produit le xylanase Glaciecola mesophila (Guo et al.,
2009). Chromohalobacter sp. (Prakash et al., 2009) et Nesterenkonia sp.(Govender et
al.,2009)(Fig. 12).
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Figure 12: Structures tridimensionnelle de xylanase (Morin et Harp, 2010).

3. 1.5 Cellulase

Les cellulases hydrolysent les liaisons -1,4-D-glucosidiques de la cellulose, (ShaoMin
et Guang 2013). Il existe trois groupes principaux d'enzymes cellulolytiques : I'endocellulase,
l'exocellulase et la B-glucosidase (Karnchanatat et al., 2008),qui agissent ensemble pour
hydrolyse complétement les liaisons [3-1,4-D-glycosidiques de la cellulose pour former du
glucose (Bhat et Bhat 1997 ; Bhat 2000).Ces enzymes sont utilisées dans divers domaines, tels
que l'industrie alimentaire, l'industrie du textile et de la blanchisserie, I'industrie du papier,
I'industrie agrochimique, la science biomédicale et les additifs alimentaires (Zhang et al.,
2012).Halocella cellulolyticaw a été la premiére bactérie productrice de cellulase découverte
par Bolobova et al., 1992. L'espéce Halomonas sp. est connue pour produire de la cellulase
dans des conditions salines de 6 % de NaCl. L'activité maximale de pH 7,1 et températuresa
50°C (Shivanand et al. 2013) (Fig.13).
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Figure 13: Structure tridimensionnelle de cellulase (Parsiegla et al.,2002).
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Chapitre IV Analyse des articles

4.1. Zone d’étude

Dans le but est d’étudierla diversité des communautés microbiennes, nous avons analysé

des articles de différentes régions salines(Tab.1)

Tableau 2. Différentes zones d’échantillonnages.

(Younse et (Karan (Nika et (Ozlem (Gopal
Référence al.,2011) et al.,2018) et et
al.,2011) al.,2007) al.,2007)
Zone Lac salé lac salé Lac salée lacVan Lac
Moharloo Sambhar Iran (turkya) Nainital
dans le (Inde) (Inde)
sud de
Shiraz
(Iran)

4.2. Matérial et Méthode
4.2.1. Prélevements et isolements des bactéries

(Younse et al., 2011) ont utilisé des échantillons de sédiments et d'eau collectés dans

différentes parties du lac salé Moharloo.
-Dilutions en série
-Ensemencés sur gélose a 7% NaCl
- Incubation 24 heures a 37°C

-Les colonies individuelles ont été examinées pour leur activité protéolytique dans un

milieu gélosé salin (voire annexe 1).

(Karan et al.,2011) a employé Pour I’isolement des microorganismes halophiles, des

échantillons d’eau ont été prélevés a différents endroits du lac salé Sambhar.
-Les cultures ont été diluées en série et inoculés sur un milieu gélose

-Incubés a 37 °C pendant 48 h
-Les colonies pures ont été ramassees et striées sur une gélose.

-Enrichissement en sel a 1’aide d’un bouillon nutritif halo-alcalin (BPCOM) (voire

annex2).

Par contre, Nika et al.,2018 les échantillons ont été prélevés aseptiquement dans

différents districts salés d’Iran.

-L’isolement des bactéries halophiles est effectué aprés d’un enrichissement été du

milieu d’agar modifié par (LB) (voire annexe 3).
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-1 g de sol a été mis en suspension dans 1 mL de solution saline tampon de phosphate
stérile (PBS) contenant 20 % de NaCl,

-Vortexing, 500 uL de suspension a été réparti sur d’agar LB.
-Incubation a 37 °C pendant 48 h

Ainsi que, Ozlem et al.,2007 les échantillons ont été prélevés a partir les sédiments du

lac Van
-Inoculés dans 5 ml de milieu de croissance (voire annexe 4)
-Incubés pendant une nuit a 37°C
-Traitement pendant 10 min a 80°C
-Les échantillons dilués ont été placés sur d'agar (voire annexe 5)
-Le pH du milieu a été ajusté a 9,6

- Incubation a 37 °C pendant 24-48 h. La souche BA17 qui a produit une activité protéase

maximale dans le milieu liquide a été sélectionnée.

On outre, Gopal et al.,2007 ont été prélevés les échantillons d’eaux de lac Nainital dans

Inde , I’isolement des bactéries ont été dilués en série et deposée sur lait écrémee.
4.2. 2. Les essais de production de protéase
4.2.2.1 Production de protéase

Dans ce travail, basé sur la production de protéase par des bactéries halophiles des

différents lacs salés, le tableau qui suit contient le matérielles et réactifs nécessaires.(Tab.3).
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productrice de protéase.

Tableau 3: Liste du matériel et les milieux de culture utilisés pour chaque bactérie

. (Ozlem et (Gopal et
(Younse etal.,2011) | (Karan et al.,2011) (Nika et al.,2018)
al.,2007) al.,2007)
Bacillus

Bactérie halophile

Geomicrobium

licheniformissouc

Bacillus cereus

Bactérie sp.EMB2 Salicola marasensis heBAL7
Bacillus. sp (MTCC10310) MTCC 6840
El de 150 ml Flacon Flacons
Flacons erlenmeyer rienmeyer de LoU Ml | Bajlons erlenmeyer
Y y erlenmeyer de Erlenmeyer
Matérial 250 ml agitateur orbital
Centrifugeuse Agitateur continu Autoclave . .
Adgitateur orbital | centrifugeuse
Agitateur spectrophotométrie spectrophotometrie
Milieu GYP a
50 ml milieu basal 10%(v)
. . ; ml milieu basal ili
Milieu de 50 ml de bouillon de | 25 ml bouillon de 50 mldemilieu dune culture de
culture lait écrémé salé gélatine debase Semences
pH du milieu a
été ajusté a 9,0
pH 8,0 8.0 pH a été ajusté a 7,4 par une 7,5
solutiontompon
des carbonates
. . . . a 30°C pendant
Incubation a37°C a30°C a37°C a37°C
48 heures
L a 150 rpm pendant 72 150 tr/min pendant
agitation 150rpm 180rpm 165 rpm
heures 120 h
. . 10000 rpm a
Centrifu- 4500%g pendant 10 210 000xg pendant 10 | 8000x g pendant 10
) ) . ) . ) 4°C pendant 10
gation minutes a 4 °C minutes a 48C min )
minutes.
Absorbance OD660nm OD600~ 1 600nm 610 nm
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Surnageants exempts

N filtration & travers un surnageant exempt de
des cellules ont été tration a travers une

Surnageant utilisés comme membrane filtrante en | Cellules a ét€ dose Ltilsés pour utilisés pour
acétate de cellulose pour I"activité o l'activité
enzyme brute pour le T o ['activité _
d d . (0,2 mm), a 6té utilise | Protéolytique _ enzymatique
osage des protéases _ enzymatique. o
extracellulaires comme source de extracellulaire. protéolytique.

protéase brute.

4.2.2.2 Essai de protéase :

Dans cette phase du travail, I’activité protéolytique de protéase est mesurée a I’aide de
différentes méthodes (Tab.4).

Tableau 4. Les différentes méthodes utilisées dans chaque étude.

(Younse et (Karan et . (Ozlem et (Gopal et
(Nika et al.,2018)
al.,2011) al.,201) al.,2007) al.,2007)
Utilisé caséine
comme un
1,1 ml 3ml 0,5ml 2,5ml 4ml
substrat
0,1 mM de 20 mM de 50 mM de 50 mM de 50 mM de Tris-
Tompons . o
Tris-HCI Borax-NaOH Phosphat Glycimi-NaOH HCI
pH de
tompons 8 10 8 10,5 7,5
NaCl de
# #
tompons # 5% (p/v) 20 % (p/v)
lére 37°c pendant 30 37°c pendant 40°c pendant 15 30°c pendant 20 30°c pendant 5
incubation min 20 min min min min
Avrréte de Addition par 1,8 Addition par Addition par 0,5 | Addition par 2,5 Addition par 5
réaction ml TCA 3,2ml TCA ml TCA ml TCA ml TCA
2éme " 37°c pendant 37°c pendant 15 30°c pendant 30 #
incubation 30 min min min
) ] 4000 pendant # 18000 pendant 10
Centrifugation ) . # #
20 min min
Absorbances 280 nm 280 nm 660 nm 660 nm 275 nm
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L’activité protéolytique est mesurée par 1’absorbance. Dont A varie de 275-660 nm

(voire tab.4) pour différents échantillons.

La courbe d’étalonnage est effectuée a I’aide d’une solution standard de tyrosine.

L’unité d’activité protéolytique est exprimée par Lumol de tyrosine liberé par umol/ml.
4.2.3. L’identification des bactéries productrices des protéases
4.2.3.1. Identification morphologique

(Younse et al., 2011) ont dit que les caractéristiques morphologiques et culturelles des
isolats producteurs de protéases ont été étudiées en les comparant au Bergey Manuel of

bacteriology.

(Nika et al.,2018) ont prélevé une souche pure sélectionnée ensemencé sur d’agar Luria
Bertani (LB)

-Incubée pendant 48 h a 37 °C,

-Les tests morphologiques appliqués étaient la coloration gram, la vérification de la

forme et de la couleur de la colonie, et capacité de formation de spores.

En plus, Ozlem et al.,2007 identifier seulement les caracteres morphologiques de
Bacillus lichenoformis souche BA17, coloration de Gram, forme cellulaire, élévation, borduré,

pigment, milieu de croissance.

Ainsi que, Gopal et al.,2007 ont étudies Bacillus cereus MTCC 6840 pour déterminer
les caracteres morphologiques (coloration de Gram, coloration de endospore,forme cellulaire,
élévation,borduré , pigment, croissances de Macconkey agar, Fluorescence, croissance sur

gélose au furazolidone, croissance anaérobie.
4.2.3.2 ldentification biochimique

Nika et al., 2018 ont étudier les caractéristiques biochimiques et physiologiques ont été
déterminées a 1’aide d’une culture LB de 48 h de I’isolat purifi¢ et comprenaient des essais de
catalase et d’oxydase, de motilité, de Voges-Proskauer et de rouge de méthyle, de croissance a
différentes températures, de valeurs de pH et de concentrations de NaCl. La fermentation de
certains sucres, 1I’hydrolyse de I’amidon, de la gélatine, de la caséine, de la réduction du

nitrate, du H2S et de la production indole.

Cependant, Gopal et al.,2007 a utilisé des tests biochimiques que sont : production de

H>S, moitilité, catalase, oxydase, Vp, indol, amidon, caséine, gélatine, utilisation de citrate.
4.2.3.3 ldentification moléculaire

Younse et al.,2011 a etudié I’amplification de PCR de géne ADNr 16S
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-L’ADN purifiés des bactériesproduisant des protéases ont été cultivés dans un bouillon

nutritif salin.
-Centrifugation a 4500xg pendant 10 minutes a 4 °C

-Deux lavages, les culots ont été sélectionnés pour I'extraction de I'ADN

chromosomique a été extrait par la méthode d'extraction thermique.
- L'ADNTr 16S a été amplifié.

Par contre, Nika et al.,2018 I’ADN génomique bactérien de I’isolat a été extrait par

Extraction Kit (Bioneer, Corée) selon le protocole du fabricant.

-Une paire d’amorces universelles a ARNr 16S, y compris 27F comme amorce avant (5
-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ) et 1525R comme amorce inverse (5 -
TTCCTCCACTAGGTCGG-3) ont été utilisées pour amplifier un fragment d’environ 1,5 kb
de géne ARNr 16S a I’aide de la réaction en chaine de la polymérase (PCR) a été réalisée dans

un volume de réaction de 100 pL contenant un tampon PCR

-Aprés la visualisation de I’ADN amplifié par électrophorése sur gel, un fragment
d’ADN d’environ 1,4 kb a été ¢lué a ’aide d’'une d’extraction de kit sur gel QIAGEN.

-Le séquencage

-Les voisins phylogénétiques ont été déterminés par BLASTn par rapport a la base de

données GenBank®

-Par conséquent, la souche SR-081 Halo a été désignée comme Salicola marasensis et

déposée dans le NCBI avec le numéro d’accession KF859984.
Les volumes finales pour la PCR seuit resuiée dans le tableau si-dessous (Tab.5).

Tableau 5. Les éléments contenant du tompon PCR.

(Younse et al.,2011)| (Nika et al.,2018)
volumes finales 50 pL 100 pL
ADN Tag polymérase| 2,5 U 50U
dNTP 4 mM 200 uM
les amorces 0,4 uM 1,0 uM
ADN matrice 4ng 50 ng
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Cependant, Karan et al.,2011 identifier de bactérie Geomicrobium sp. EMB2 par
séquencage de I’ADNr 16S (Fig.14). ’ADN génomique de I’isolat a été extrait par Kit
extraction d’échantillons PrepManTM  Ultra.(Applied Biosystems Inc., CA, Etats-
Unis)(Fig.15).

-La pureté de I’ADN a été vérifiée par spectrophotométrie en comparant le rapport

d’absorbance 260/280 nm, 260/230 nm.

-La mobilité électro phorétique sur gel d’agarose, 1473 pb a été obtenue de
séquenced’ ADNr 16S.

En plus, Ozlem et al.,2007 identifier de Bacillus licheniformis souche BA17 issue

extraction de I'ADN génomique.

-Analyse de la séquence de I'ADNr 16S, grace a l'amplification du géne de I'ADNr 16S
a été réalisée a l'aide des amorces oligonucléotidiques spécifiques des bactéries F27, U1492r,
US17fet E.coli position514-529.

-L'amplification des quatre réactions PCR a été combinée et purifiée avec le systéeme
Wizard SV Gel and PCR Clean-UP.

-Le séquencage de I'ADN du produit PCR purifié a été effectué dans les deux sens en
utilisant une séquence automatisée par ABI-310 comptage a été effectué en utilisant SeqMan
du paquet DNA Star.

-La recherche d'homologie (GenBank/EMBL/DDBJ) a été effectuée en utilisant le
programme (BLAST).

-Les séquences d'ADNr 16S ont été alignées par le programme d'alignement multiple
Clustal.

-Les analyses phylogénétiques et d'évolution moléculaire ont été réalisées a l'aide de
MEGA (Fig.16).

-La séquence d'ARNr 16S de Bacillus cereus et de Bacillus lentus a été choisie comme

séquence d'outgroup que permet déterminée la séquence d’ARNr 16S de la souche BAL7.
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Figure 14: Les différentes étapes du séquencage de géne d’ADN (Sydina et al.,2014).
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Spin column

collection tube

Sample DNA
Preparation  Binding

Figure 15: Protocol d’'extraction ADN a l'aide de méthode d’extraction de Kit (Melih et al.,

Figure 16: Identification bactériénne issue extraction d’ADN génomique (Catherine et

2019).
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Chapitre V

Résultats et Discussion

5.1. Isolement de bactérie productrice des protéases

Younse et al., (2011) ont isolé 40 bactéries,16 isolats (40 %) produisaient des protéases

et une zone claire autour des colonies a été considérée comme l'indice de protéase.

Cependant, Karan et al.,(2011) au total, trente-huit (38) isolats halophiles ont été

purifiés par enrichissement en sel a partir des échantillons parmi celles-ci, quatre souches
identifiées, a savoir ’EMBI1 (EU 621827), EMB2 (EU621828), EMB3 (EU621829) et EMB4

(EU669822).

Selon, Nika et al.,2018 sur la base de la zone de clairance autour des colonies purifiées

sur gélose au lait écrémé, sur 6 isolats halophiles ont été sélectionnés avec une activité

protéolytique.

protéolytique maximale.

5.2. Les caractéres morphologiques

La souche SR-081 Halo Salicola marasensis a montré une activité

Pour les articles étudies ont montrés des différentes caracteres morphologiques des

quelques souches bactériennes et les résultats dans le tableau suivants (Tab.6).

Tableau 6.Les différents caractéres morphologiques des souches.

Younse Karan et Nika et Ozlem et Gopal et
et al.,2011 al.,2018 al.,2007 al.,
al.,2011 2007
Coloration
de Gram Positif Positif Positif Positif Positif
Morphologie | ronde avec o ronde o #
flagelle
Forme o cocci sporulé batonnets Batonnets
Pigmentation o # creme ! non
produits
Elevation f Convex
Bordure Lobé

5.3. Les caractéres biochimiques et physiologiques

(Karan et al.,2011), Nika et al.,2018 et Gopal et al.,2007 ont fait des tests biochimiques

et lesrésultats étaient les suivants (Tab.7).
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Tableau 7. Les différents tests biochimiques des souches.

Tests (Karan et al.,2011) | (Nikaetal.,2018) (Gopal et al.,2007)

Motilité # Positif Positif
Réduction de nitrate Négatif Positif Négatif
VP Négatif Négatif Négatif
Rouge de méthyle # Négatif Positif
Production d’H2S Négatif Négatif Négatif
Indol Négatif # Négatif

Uréase Négatif Négatif Pas produit
Test d’oxydase Positif Positif Positif
Test de catalase Positif Positif Positif
Glucose # Négatif Positif
Galactose # Positif Négatif
Fructose # Négatif Positif
Saccharose # Négatif Négatif

Caséine # Positif Hydrolyse

Gélatine # Positif Hydrolyse

5.4. Analyse de séquence d’ADNr 16S

Younse et al.,2011 L'amplification par PCR du géene de I'ADNr 16S a révélé une seule
bande de produit d'ADN amplifié de 800pb, indiquant une amplification efficace.

Les séquences d'ADN ont été publiées dans NCBI sous les numéros d'accession spécifiques.

La quantité de production de protéase (U/ml de surnageant) et les longueurs de la région
de I'ADNr 16S des souches et leurs numéros d'accession spécifiques sont indiqués dans le
tableau (Tab.8).

Le résultat de la PCR a été comparé a d'autres séquences bactériennes dans le NCBI.

Les séquences modifiées ont été utilisées comme requétes dans les recherches BLAST .

Parmi les 16 isolats positifs aux protéases, 11 souches (68,75 %) ont été identifiées
comme des especes de Bacillus,et Bacillus sp. BCCS 041 avait la plus grande activité
protéolytique (0,43 U/ml de surnageant).
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Un total de 824 nucléotides de la séquence partielle de Bacillus sp. BCCS 041 était
similaire a 99 % aux génes de I'ARNr 16S dans les souches enregistrées de Bacillus subtilis
dans NCBI.

Tableau 8. Activité proteasique (U/ml de surnageant) et des bactéries halophiles isolées
(Younse et al.,2011).

Bactéries halophiles Activité (U/ml)
Bacillus thuringiensis BCCS038 0.18
Paenibacillus sp. BCCS042 0.19
Bacillus sp.BCCS 041 0.43
Bacillus sp.BCCS 040 0.17
Aeromonas sp.BCCS 037 0.39
Bacillus sp.BCCS 043 0.20
Halobacterium sp. BCCS039 0.18
Halobacterium sp. BCCS030 0.09
Aeromonasveroni BCCS025 0.07
Bacillus sp.BCCS 034 0.22
Bacillus sp.BCCS 032 0.01
Bacillus sp.BCCS 036 0.10
Bacillus subtilis BCCS027 0.07
Bacillus subtilis BCCS033 0.01
Bacillus sp.BCCS 031 0.18
Bacillus subtilis BCCS 028 0.17

Selon, Karan et al.,2011 la séquence d’ADNr 16S de Geomicrobium sp. 1473 pb a été
obtenue a 1’aide d’une kit de séquengage MicroSeql fullgéne 16S contenant des amorces
universelles (Applied Biosystems Inc., CA, USA) et l’affiliation phylogénétique a été

effectuée a I’aide du systeme d’identification microbienne MicroSeql 3130. L’arbre
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phylogénétique a été construit par la méthode d’assemblage des voisins aprés avoir obtenu de
multiples alignements de données disponibles auprés du National Center for Biotechnology
Information (NCBI, http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Cependant, Nika et al.,2018 I’analyse de la séquence d’ARNr 16S (1417pb) a été
soumise a GenBank, le numéro d’accession KF859984 a été attribué et designée comme Halo

salicola marasensis SR-081.

Enfin, Ozlem et al.,2007 ont créer un arbre phylogénétique basé sur la comparaison des
séquences d'ADNr 16S de souches de Bacillus de référence (Fig.17) a été construit afin de
comprendre la position phylogénétique de notre souche, les analyses BLAST des 1483 bases
de la séquence de I'ADNr 16S de la bactérie halotolérante Bacillus souche BA17 ont révélé

qu'elle avait la correspondance la plus proche avec Bacillus licheniformis ATCC 14580T.

68 8. subtilisT subsp. subtilis 168, 299104
7 . vallismortis DSM11031, AB021198
978 T
. mojavensisT ATCC 51516, AB021191

GSE‘ . amyloliquefaciens ATCC 23350, X60605

BA17, DQ176435

100

100 i . y
B. licheniformis™ ATCC 14580, X68416

B. pumilus ATCC 7061, AY456263

B. lentus ATCC 10840, AB21189

8. cereus” ATCC 14579, NCOD4722

0.005

Figure 17: Arbre de jonction de voisinage montrant la position de I'isolat BA17 avec les

autres membres du groupe Bacillus subtilis (Ozlem et al.,2007).

5.5. Cinétique de croissances et Production de protéase

Selon, Karan et al.,2011 la courbe de croissance de Geomicrobium sp. EMB2 a indiqué
que la phase de latence de I’organisme a été jusqu’a six heures, aprés quoi la croissance a été
exponentielle jusqu’a 48 heures suivie par la phase stationnaire. On a constaté que la sécrétion
de protéase dépendait de la croissance et atteeins le maximum en 72 heures a la phase

stationnaire (Tab.9) (VoireAnnexe 6).

Nika et al.,2018 La croissance et l'activité protéolytique de Salicola marasensisest
étudiées dans le milieu basal pendant 120 h. L'activité protéolytique maximale (6 U/ml) a été

trouvée a 48 h de la période de fermentation, ce qui coincide avec la croissance élevée de
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I'isolat a la phase exponentielle (Tab.9) (Voire Annexe 7). La production maximale d'enzymes
au début et au milieu de la phase exponentielle suggére que le contenu protéolytique
extracellulaire de S.marasensis est produit en tant que meétabolite primaire. Un diminution de
l'activité enzymatique a été détecté en augmentant la période de fermentation, lorsque 4.3, 2.1,
et 0.9 U/ mL ont été enregistrés a 72, 96, et 120 h de fermentation. Cette diminution pourrait
étre causée par l'auto-protéolyse ou la dégradation de la protéase par les autres protéases, qui

ont été produites pendant la méme phase de croissance.

Cependant, Gopal et al.,2007 ont conclu qu' la quantité maximale d'enzyme (60,0 U/ml)
a été produite par la bactérie dans sa phase de croissance aprés 24 h d'incubation, et qu'une
réduction de la production d'enzyme a €té notée au-dela de cette période (Tab.9) (Voire
Annexe 8), les observations montrent que la production de protéase est caractérisée par une
diminution de l'activité enzymatique a la fin de la phase exponentielle de la culture de
croissance. La diminution de l'activité protéasique est causée par l'arrét de la synthese des

enzymes et par une desactivation rapide des enzymes existantes.

Le tableau suivant résume les phases de croissance les plus importants et l'activité

protéolytique en fonction du temps (Tab.9).

Tableau 9. Les différentes phases de croissances et l'activité proteolytique en fonction de

temps
Karan et al.,2011 Nika et al.,2018 Gopal et al.,2007
Activité Activité Activité
Duré Duré Duré
protéolytique protéolytige protéolytique
heures heures heures
(U/ml) ( ) (U/ml) ( ) (U/ml) ( )
Phase de
0.1 6 0 0 5 8
latence
Exponontielle 22 48 5 24 52 20
Maximale 35 12 6 48 60 24
Déclin 34 78 4.3 712 9 32

Selon, Ozlem et al.,2007 ont étudiée La production de protéase a ont d'abord dans un milieu
basal contenant différentes sources d'azote organiques et inorganiques, comme le montre le

tableau 9. Bacillus licheniformis BAl17a présenté une productivité plus élevée de protéase
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alcaline dans un milieu basal contenant 0,5% d'extrait de levure et 1% de nitrate de sodium

comme sources d'azote.

La production de protéase a é€té réduite en présence d'extrait de levure et de peptone a

une concentration de 0,5 %.

La plus forte croissance a été obtenue avec une concentration de 0,25 %. la plus faible
activité de protéase (0,81 U/ml) a été obtenue lorsque I'extrait de levure a une concentration
de 0,5 % a été utilisé seul (Tab.10).

Tableau 10. Croissance et production de protéase avec différentes sources de nitrogéne.

Sourced'azote Activité protéasique(U/ml) Biomasse (A660)
Extrait de levure 0.5% 0.81 1.72
Extrait de levure 0.25%
3.02 2.11
+peptone 0.25%
Extrait de levure 0.25%
1.95 1.64
+peptone 0.5%
Extrait de levure 0.5% +
14.39 1.49
nitrate d’ammonium 1%
Extrait de levure 0.5% +
28.53 1.61
nitrate de sodium 1%
Extrait de levure 0.5%+
0 1.49
sulfate d’ammonium 1%

Les bactéries sont influencées par plusieurs facteurs de croissance, tels que le pH, la
température et la concentration en sel, qui leur permettent de produire deprotéase. Les valeurs

de ces facteurs varient d’une bactérie a 1’autre, comme le montre le tableaull.
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Tableau 11. Les facteurs de croissances de chague souche étudiées.

(Karan et (Nika et
ika e
al.,2011) ) (Ozlem et al.,2007) (Gopal etal.,2007)
Geomicrobi al.,2018)Salicol Bacillus licheniformi
eomicrobium acillus licheniformis .
a marasensis Bacillus cereus
sp.
concentration
5 0-30 0-20 10
de NaCl % (p/v)
pH 10 5a10 57a10 6a9
Température (°c) 50 25a50 30a40 20

Discussion

Les resultats obtenu dans ces travaux , sur les souches bactérienne identifies ont montre
I'effet des paramétres de croissance comme : la zone d'hydrolyse,milieu de culture, nitrate
réductase, oxydase et catalase, source de nitrogéne, température, concentration de Na ClI, pH,

la phase de croissance, ADNr 16S.

Les résultats obtenu dans ces travaux sont similaire a celle Julalak et al.,2016 qui a
montré que Halobacterium sp. LBU50301 de la zone d'hydrolyse nette autour de la colonie
sur la gélose au lait écrémé et geélatine, résultant la dégradation des protéines du lait dans le
milieu par I'exoprotéase. Cela indique les souches étudié possedent une activité

protéolytique.

D'autre part, 38 souche Geomicrobium sp. On été isolétout en se basant sur les critéres
cités au paravant sur gélatine a la concentration NaCl (5-20%). La croissance bactérienne
était supérieure qu a dautre étude (karan et al.,2010) le méme critere sur milieu LB. Ce
résultat a montré que l'augmentation de D’activité dans la gélatine a I’induction de la

production de protéase par gelatine.

Par ailleurs, les résultats de la caractérisation biochimique des isolats bactérienne a
montré que le nitrate réductase, oxydase et catalase sont positif, ces résultats sont similaire au

travaux de ( Gupta et al.,2015) sur Halobacillus truepri dans milieu LB.

La réduction du nitrate en nitrite ce qui indique qu'elle possede l'enzyme nitrate

réductase.

Oxydase positive qui indique I'enzyme catalysant la réaction d'oxydo-réduction.
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La catalase positive qui a montré gqu’elle possede I'enzyme de la dégradation du

peroxyde d'hydrogéne.

Les résultats présentés dans le tableau 9 ont montré que la valeur la plus élevée dans
(Pextrait de levure 0.5% +nitrate de sodiuml1% et nitrate d’ammonium1%) enregistrée de
I’activité enzymatique de protéase du Bacillus licheniformis était de (28,53 U/ml ;14,39
U/ml).Ces résultats ne sont pas cohérent a celle de (Kanekar et al.,2002) qui indiquait que
I’activité de la protéase de Bacillus alcalophilus était dans (I'extrait de levure + peptone) 2.93
U/ml. Ce résultat peut s’expliquer que le Bacillus licheniformis favorise les sources d’azote

organique par rapport aux sources inorganiques (Al-Khafaji, 1990).

L'effet de la température sur la production de la protéase a été déterminé en effectuant
I'essai enzymatique a diverses températures allant de 20 a 50°C, a été observé que la
production de protéase était optimale a 50°c, ces résultats conformes aux études antérieur
(Flosade et Joshua, 2005) et ( Wei-hua, 2006) qui ont montré I'augmentation la production de
protéase a 50°C chez les Bacillus sp. Ceci est di a une augmentation de 1’énergie cinétique

des molécules enzymatiques.

D'apreés le tableau 11 les résultats montrés que 4 souches poussent a un intervalle de 0 a
30% NaCl. La concentration 10% NaCl était optimale pour la production de protéase, ces
résultats est similaire aux travaux (Suganthi et al., 2013) sur Bacillus licheniformis . Cela

indique les souches étudies leur nature halotolérante ( Kushner, 1978) et (DasSarma, 2001).

Les résultats obtenus dans le tableau 11 qui a évalué la croissance des souches a
differents pH (5 a 10), un pH optimum est 10, ces résultats sont similaire aux travaux
(Fritze, 1996) (Abbas et Leila, 2011) ils confirment que Bacillus pantothenticus et Bacillus
sp.sont capables de pousser a des pH 10.Cela indique quetoutes les souches étudies tolérent
des pH alcalins pour la production de protéase.

D'apres les résultas obtenu l'activité maximale d'enzyme de (60,0 U/ml) a été produite
par Bacillus cereus MTCC 6840 dans la phase de croissance aprés 24 h d'incubation, et
qu'une réduction de la production d'enzyme a été notée a la fin de cette période, ce résultats
est similaire a celui de (Wellingta et Meire,2003) était une activité maximale de (62.23 U/ml

) d'enzyme Bacillus sp.

D'apreés les résultats de I'analyse ADNr 16S Pour identification des isolats des Bacillus
a révélé d'’ADN amplifié de ~800 bp, .Ces résultats de Bacillus sp. 700 bp est similaire a celui

de Robert et al.,2020 .indiquant que une amplification efficace.
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Conclusion

La diversité microbiologique due a la variation physicochimique et écologique des
biotopes est une source importante d’enzymes pour les secteurs de santé, biotechnologie,
industrie agroalimentaire et de génie biologique(Agrebi, 2009). Donc, les microorganismes
producteurs d’enzymes protéolytiques pouvant présenter des caractéristiques innovantes et

nouvelles, sont de plus en plus recherchés.

Les organismes vivant en milieux extrémes et en particulier, les microorganismes
présentent un différent des voies métaboliques et de biomolécules originales leur permettant
non seulement de survivre dans ces conditions, mais aussi de se développer souvent de

maniére optimale.

L’objectif essentiel de ce travail était un screening de souche halophiles a partir
d’échantillons dans différentes lacs salés, et aussi un screening de plusieurs activités

enzymatiques de protéase a été effectué sur des diverses souches isolées.

Les identifications moléculaires des bactéries par I'amplification de PCR de géne

d’ADNr 16S permet donner les séquences du ARNr des souches halophiles.

Sur le plan de la production d’enzymes, il est intéressant de signaler que parmi les
souches étudiées plus que la moitié des souches possedent des activités protéolytiques. Bien
que certains parametres ou certaines techniques prévues a effectuer n’aient pas pu étre

réalisées en raison de la non-exécution des travaux appliqués.

Nous comptons aussi dans 1’avenir optimiser les paramétres de culture des souches afin

d’ameéliorer leur production de biomolécules a potentiel biotechnologique important.

En plus, vu I’'importance des souches sur le plan de la production d’enzymes et qui ont
peut-étre un potentiel biotechnologique, la purification de ces enzymes constitue une autre

excellente perspective.

-La purification des enzymes protéase produites par ces souches et 1’é¢tude de leurs

propriétés pour déterminer leurs domaines d’exploitation.

-L’extraction et le séquengage des génes codant pour ces enzymes. IIS pourraient étre
envisagés d’améliorer et de créer des versions des séquences codantes. Pour obtenir des

nouvelles expressions d’enzyme d’intérét.
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Annexe 1

Tableau. Compositions dans milieu géelose saliné.
lait écrémé tryptone NaCl
2% (p/v) 1% (p/v) 7% (p/v)
Annexe 2.

Tableau. Différentes compositions dans bouillon nutritif.

glucose peptone extrait de levure | KH2PO4 NaCl
10 (gfl) 5(gll) 5(agll) 5(gll) 100-200( g/1)
Annexe 3.

Tableau. Différentes compositions dans milieu d’agar

extrait de levure peptone agar NacCl
5(gll) 10( g/) 15( g/l) #
Annexe 4.

Tableau. Différentes compositions dans milieu de croissance.
extrait de levure | peptone agar NaCl NaNO3
1(g/) 10( g/l) 20( g/l 100( g/l) 2(gll)
Annexe 5.

Tableau. Différentes compositions dans milieu d’agar.

peptone NaNOs lait écrémé | lactose ZnS04 NaH2POs | (NH4)NO
20 2,5 10 5 1,25 2 2,5
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Annexe 6. Cinétique de croissance de Geomicrobium sp. EMB2

25~ — 40
+35

24
- +30
*® 151 T®
+20
i +15
+ 10

054
+5
04 +—t—t—t 0

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
Temps (h)

Annexe7. Comportement de croissance de S. marasensis et son profil de production de

protéases keratinolytiques.
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Annexe 8. Production de protéase par B. cereus MTCC 6840 a différents intervalles de

croissance.
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Résumé

Le but de ce travail est d'isoler les souches bactériennes halophiles capables de produire une protéase qui ont
été isolées de divers lacs salés parmi ces souches Geomicrobium sp., Bacillus licheniformis., Bacillus sp.,

Salicola marasensis, Bacillus cereus.

Les différents facteurs affectant la production et I'activité de la protéase ont également été étudiés afin
d'optimiser pour un meilleur rendement enzymatique, ou il a été trouvé que la température optimale de l'activité
enzymatique 50-55°c, tandis que le pH varie de5-10 et NaCl & 30%, nitrate de sodium et ammonium comme

source de nitrogéne.

Mots clés : protéase, bactéries halophiles, Geomicrobium sp., Bacillus licheniformis, Bacillus. Sp., Salicola

marasensis, Bacillus cereus, lacs salés.

Abstract

The aim of this work is to isolate the halophylic bacterial strains capable of producing protease which
were isolated from various salt lakes among these strains Geomicrobium sp., Bacillus licheniformis., Bacillus sp.,

Salicola marasensis, Bacillus cereus.

The different factors affecting the production and activity of the protease were also studied in order to
optimize for a better enzymatic yield, where it was found that the optimal temperature of the enzymatic activity

50-55°c, while the pH varies from5-10 and NaCl to 30%, sodiume nitrate and ammonium as nitrogen source.

Key words: protease, halophilic bacteria, Geomicrobium sp., Bacillus licheniformis, Bacillus. Sp.,

Salicola marasensis, Bacillus cereus, salt lakes.




	Remerciements
	Dédicace
	Liste des Tableaux
	Liste des Figures
	Liste des abréviations
	Synthèse bibliographique
	Chapitre 01 : Les lacs salés
	1.1. Définition des lacs salés
	1.2. Composition ionique et concentration en sel

	Chapitre02 : les bactéries halophiles des lacs salés
	2.1. Définition les halophiles et halotolérant
	2.2. Habitat des bactéries halophiles
	2.3. Classification des bactéries halophiles
	2.3.1. Phylum Proteobacteria
	2.3.2. Phylum Firmicutes
	2.3.3. Phylum Actinobacteria
	2.3.4. Phylum Spirochaetes
	2.3.5. Phylum Bacteroidetes


	Chapitre 03 : les applications des bactéries halophiles
	3.1. Production d’enzymes
	3.1.1. Protéases
	3.1.2. Amylases
	3.1.3. Lipase et estérase
	3.1.4. Xylanase
	3.1.5  Cellulase


	Partie Expérimentale
	Chapitre 04 : Analyse   d’articles
	4.1. Zone d’étude
	4.2. Matérial et Méthode
	4.2.1. Prélèvements et isolements des bactéries
	4.2. 2. Les essais de production de protéase
	4.2.2.1 Production de protéase
	4.2.2.2 Essai de protéase :

	4.2.3. L’identification des bactéries productrices des protéases
	4.2.3.1. Identification morphologique
	4.2.3.2 Identification biochimique
	4.2.3.3 Identification moléculaire



	Chapitre 05 : Résultats et Discussion
	5.1. Isolement de bactérie productrice des protéases
	5.2. Les caractères morphologiques
	5.3. Les caractères biochimiques et physiologiques
	5.4. Analyse de séquence d’ADNr 16S
	5.5. Cinétique de croissances et Production de protéase

	Conclusion
	Liste des références
	97. Tan K., Sather A., Cobb G., Joachimiak A.2008.  The crystal structure of a Lipase-esterase related protein from Clostridium acetobutylicum ATCC 824. vol  1.1.
	98. Vaisman N., Oren A. 2009.Salisaeta longa gen. nov., sp. nov., a red, halophilic member of the Bacteroidetes. Int J Syst Evol Microbiol 59:2571–2574.

	Annexes

