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 ملخص

 

 

ة لتطبيقات إمكانيات عديد للملح،او المقاومة توفر الإنزيمات التي تنتجها الكائنات الحية الدقيقة المحبة 

نظرًا لأهميتها في مجال التكنولوجيا الحيوية والحاجة الحالية لمنتجين أكثر  .مبتكرة في مختلف المجالات

البروتياز، الأميلاز، إلى فحص الإنزيمات المحللة: الدراسة  هذهكفاءة لمثل هذه المحفزات، تهدف 

لإنزيم ا معزولة من السبخة الكبرى بوهران. تم تقييم إنتاج عزلاتعشر  والليباز من الإستيراز ،السيلولاز

 اتحليليعزلات نشاطًا  9. من بين العزلات العشرة، أظهرت NaCl من %51على وسط الآجار بتركيز 

  والسليلوز.المحلل للبروتين نشاط الأنزيم  تفوقمع  مكونات 4ملحوظًا ضد ما لا يقل عن 

ومستويات  التحليلي، لنطاقهما الواسع من النشاط LMB3S25و LMB3S04تم اختيار عزلتين، 

LEA  ر كبي سائل. كشفت هذه الدراسة عن نشاطمغذي الأنزيمية على الوسط  أنشطتهمادراسة لالعالية

درجة مئوية  11 عند الحرارياختبارات الثبات . أظهرت LMB3S25 العزلة لدىللبروتين المحلل  للأنزيم

درجة  11عند  البروتياز انزيملنشاط تحفيزا حراريا  ،دقائق 57درجة مئوية لمدة  577درجة مئوية و 07و

  درجة مئوية. 577عند اختفاء كامل للنشاط درجة مئوية و 07نشاط عند لل امئوية، وانخفاض

شكل عصيات موجبة الجرام،  ظهرت على الظاهري.كما تم إخضاع العزلات المختارة للتوصيف 

مثيرة للاهتمام ضية ايعن إمكانات  ID 32الكاتلاز والأكسيداز. كشف نظام  تمتلك انزيمات متحركة، 

بين البكتيريا من  LMB3S04 العزلة . أتاحت دراسة تحمل كلوريد الصوديوم تصنيفواعدنشاط انزيمي و

. أظهر النمو عند بشدةبين البكتيريا المحبة للملح من  LMB3S25والعزلة معتدل المتحملة للملح بشكل 

أظهر مخطط  والقلوي للعزلات. صفات التحمل الحراري   مختلفة   pH  مستوياتو درجات حرارة

العزلات مقاومة للفانكومايسين والفوسفوميسين،  بدتالمضادات الحيوية مظاهر مقاومة متنوعة، وأ

 عزلةو ال حساسة LMB3S25 عزلةوجد ان الوحساسية للكاناميسين. فيما يتعلق بالأموكسيسيلين، 

LMB3S04    عزلةالمقاومة. فيما يتعلق بالتوبراميسين، أظهرت LMB3S25  عزلةالمقاومة، على عكس 

LMB3S04  ةحساسي التي أظهرت. 

 واعدة لمختلف تطبيقات التكنولوجيا الحيوية.صادر قد تشكل هذه العزلات وإنزيماتها م

 

البيئات المالحة ، البكتيريا المحبة و المقاومة للملوحة ، الانزيمات ، التطبيقات  الكلمات المفتاحية :

  .البيوتكنولوجية

 

 

 

 

 



 

 

Résumé 

Les enzymes produites par les microorganismes halophiles et halotolérants offrent de 

nombreuses possibilités d’applications innovantes dans des domaines variés. Compte tenu de 

leur importance biotechnologique et du besoin actuel de producteurs plus efficaces de tels 

catalyseurs, la présente étude visait à cribler des enzymes hydrolytiques : amylases, protéases, 

estérases et lipases de dix souches isolées de la Grande sebkha d’Oran. La production des 

enzymes a été évaluée sur milieu gélosé à une concentration de 15% de NaCl. Sur les dix isolats, 

9 isolats ont montré des activités hydrolytiques significatives contre au moins de 4 substrats 

avec une dominance des activités protéasique et cellulosique. 

Deux isolats, le LMB3S04 et LMB3S25, ont été sélectionnés pour leur large spectre 

d’activité hydrolytique et leurs niveaux LEA élevés pour la mise en évidence de leurs activités 

enzymatiques extracellulaires sur milieu liquide. Cette étude a révélé une activité protéasique 

importante pour l’isolat LMB3S25.  L’étude de sa stabilité thermique réalisée à 55°C, 70°C et 

100°C pendant 10 minutes a montré une thermoactivation à 55°C, une diminution de l’activité 

à 70°C et une désactivation complète à 100°C.  

Les isolats sélectionnés ont également été soumis à une caractérisation phénotypique. Ils 

se présentent sous forme de bâtonnets à Gram positif, mobiles, et possédant une catalase et 

oxydase. Le système ID 32 a révélé un potentiel métabolique intéressant et un bagage 

enzymatique prometteur. L'étude de la tolérance au NaCl a permis de classer l’isolat LMB3S04 

parmi les bactéries modérément halotolérantes et l’isolat LMB3S25 parmi les bactéries 

halophiles extrêmes. La croissance à différentes températures et pH a mis en évidence les 

caractères thermotolérants et alcalitolérants des isolats. L’antibiogramme a révélé des profils 

de résistances variés, les isolats ont montré une résistance à la Vancomycine et la Fosfomycine, 

et une sensibilité à la Kanamycine. Concernant l’amoxicilline, l’isolat LMB3S25 s’est avéré 

sensible, tandis que l'isolat LMB3S04 a montré une résistance. En ce qui concerne la 

Tobramycine, l'isolat LMB3S25 a montré une résistance, contrairement à l'isolat LMB3S04 qui 

y est sensible. 

Ces isolats ainsi que leurs enzymes peuvent constituer des candidats prometteurs pour 

diverses applications biotechnologiques. 

 

Mots clés : écosystèmes salins, bactéries halophiles et halotolérantes, enzymes, 

applications biotechnologiques 

 



 

 

Abstract 

Salt-tolerant enzymes produced by halophilic and halotolerant microorganisms offer 

numerous opportunities for innovative applications in various fields. Given their 

biotechnological significance and the current need for more efficient producers of such 

catalysts, the present study aimed to screen for hydrolytic enzymes, including amylases, 

proteases, esterases, and lipases, from ten strains isolated from the Great Sebkha of Oran. 

Enzyme production was evaluated on agar medium containing 15% NaCl. Out of the ten 

isolates, nine exhibited significant hydrolytic activities against at least four substrates, with a 

predominance of proteolytic and cellulolytic activities. 

Two isolates, LMB3S04 and LMB3S25, were selected for their broad spectrum of 

hydrolytic activities and high levels of extracellular enzyme activity (LEA) for further 

investigation of their enzymatic activities in liquid medium. This study revealed significant 

protease activity for isolate LMB3S25. Thermal stability testing at 55°C, 70°C, and 100°C for 

10 minutes showed thermoactivation at 55°C, a decrease in activity at 70°C, and complete 

deactivation at 100°C. 

The selected isolates were also subjected to phenotypic characterization. They appeared 

as Gram-positive, rod-shaped, motile bacteria possessing catalase and oxidase. The ID 32 

system revealed an interesting metabolic potential and a promising enzymatic profile. The study 

of NaCl tolerance classified isolate LMB3S04 as moderately halotolerant and isolate LMB3S25 

as extremely halophilic. Growth at different temperatures and pH levels highlighted the 

thermotolerant and alkalitolerant nature of the isolates. Antibiotic susceptibility testing revealed 

varied resistance profiles: the isolates were resistant to vancomycin and fosfomycin, and 

sensitive to kanamycin. Regarding amoxicillin, isolate LMB3S25 was sensitive, while isolate 

LMB3S04 showed resistance. For tobramycin, isolate LMB3S25 exhibited resistance, whereas 

isolate LMB3S04 was sensitive. 

These isolates and their enzymes may serve as promising candidates for various 

biotechnological applications. 

 

 

Keywords : saline ecosystems, halophilic and halotolerant bacteria, enzymes, 

biotechnological applications. 
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Introduction  

Jusqu’au 20ème siècle, il était communément admis que la vie ne pouvait exister que dans 

des habitas présentant des conditions compatibles avec celles nécessaires à la vie. Cependant, 

à partir des années 1930, des recherches ont révélés certains environnements extrêmes tels que 

les régions volcaniques, les lacs salés, les sources hydrothermales, la calotte glaciaire de 

l'Antarctique et les milieux alcalins ou acides, sont colonisés des microorganismes capables de 

se développer et de fonctionner métaboliquement et biochimiquement au-delà des limites 

physicochimiques connues de la vie. Ce groupe de microorganismes est désigné sous le nom 

d’extrêmophiles (Merino et al., 2019). 

La découverte majeure dans ce domaine est celle réalisée par Thomas Brock en 1969, 

lorsqu'il a isolé une espèce thermophile, Thermus aquaticus, à partir d'une source thermale dans 

le parc de Yellowstone aux États-Unis. Cette espèce est la source de l’enzyme Taq polymérase 

qui est essentielle pour l'élongation des brins d'ADN à haute température lors de la réaction en 

chaîne par polymérase (PCR) (Brock, 1997). 

En fonction des conditions extrêmes auxquels les microorganismes extrêmophiles sont 

confrontés, ils peuvent être halophiles ou halotolérants, thermophiles, psychrophiles, 

alcalophiles, acidophiles ou piézophiles (Kochhar et al., 2022). 

Ces groupes de microorganismes constituent un domaine de recherche crucial pour 

diverses disciplines, notamment la biologie environnementale, l'étude des mécanismes 

d'adaptation cellulaire, moléculaire et génétique aux conditions extrêmes, leur implication dans 

les cycles biogéochimiques, et plus spécifiquement, dans le domaine de la biotechnologie 

(DasSarma et al., 2020 ; Schultz et Rosado, 2020). 

Les microorganismes halophiles et halotolérants représentent des exemples fascinants de 

microorganismes adaptés aux environnements extrêmes. Ils sont reconnus comme une source 

précieuse de métabolites secondaires résilients aux conditions extrêmes, offrant une diversité 

d'applications biotechnologiques. Ces applications comprennent la production de diverses 

biomolécules telles que les solutés compatibles, les exopolysaccharides, les biosurfactants, les 

caroténoïdes, les agents antimicrobiens et les extrêmoenzymes, ainsi que leur utilisation 

potentielle dans des processus de bioremédiation environnementale et dans la lutte biologique 

contre les phytopathogènes (Dutta et Bandopadhyay, 2022 ; Guevara-Luna et al., 2024). 

 

Les microorganismes halophiles et halotolérants produisent des enzymes d'une stabilité 

exceptionnelle capables de maintenir leur activité à des concentrations élevées de sel, ainsi qu’à 

des variations de température, de pH alcalin et à la présence de solvants organiques. Cette 
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stabilité les rend très utiles dans divers secteurs industriels telles que l’industrie pharmaceutique 

(synthèse de produits pharmaceutiques), l’industrie alimentaires (amélioration de la texture et 

de la saveur des produits alimentaires), l’industrie de textile (utilisation dans les détergents de 

blanchisserie) et en biotechnologie environnementale (traitement des sols contaminés par des 

métaux lourds) (Gupta et al., 2022 ;  Ruginescu et al., 2022). 

Bien que l'Algérie soit riche en écosystèmes salins naturels et originaux, et que plusieurs 

études aient démontré que ces habitats sont des sources prometteuses de microorganismes 

produisant des extrêmoenzymes (Quadri et al., 2016 ; Nas et al., 2021 ; Saibi et al., 2022), ces 

enzymes ne sont pas encore produites à une échelle industrielle et ne sont donc pas disponibles 

commercialement. C’est fort de ce constat que cette étude s’inscrit dans la volonté 

qui convoite une valorisation biotechnologique des microorganismes extrêmophiles isolés à 

partir des habitats extrêmes algériens. 

Pour cela, nous nous sommes fixés comme objectif primordiale le criblage des activités 

enzymatiques d'intérêt biotechnologique à partir d’un ensemble de dix (10) bactéries 

extrêmophiles issues de la grande sebkha d’Oran. Ces isolats font partie d’une collection isolée 

par Dr. NAS Fatima le 21 septembre 2019 à partir des échantillons d’eau de la Sebkha. 
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I. Les microorganismes extrêmophiles   

I. 1. Définition  

Le terme « extrêmophiles » a été inventé pour la première fois, en 1974, par Mac ELROY, 

dans un article intitulé ‘Some comments on the evolution of extremophiles’, il a été interprété 

par de plusieurs manières avant d'être finalement associer aux microorganismes qui peuplent 

des niches écologiques extrêmes caractérisées par des conditions défavorables pour le 

développement de la vie. Ces conditions incluent des températures très élevées ou très basses, 

des niveaux de pH extrêmes, des pressions élevées, et des concentrations élevées de sel ou 

d'autres substances chimiques (Irwin et Baird, 2004). 

La notion d'extrêmophilie obligatoire est différente de celle de la résistance aux 

conditions extrêmes, elle implique que les cellules ne réalisent leur cycle vital que dans des 

conditions extrêmes (Alber et al., 2001 ; Fongaro et al., 2020). 

I. 2. Classification des microorganismes extrêmophiles 

Les microorganismes extrêmophiles sont répartis en plusieurs groupes selon les 

paramètres physiques (pression, température…), ou chimiques (acidité, salinité…) dans 

lesquels ils vivent. Parmi les groupes les plus étudiés, nous citons : les thermophiles, les 

psychrophiles, les halophiles, les acidophiles et les alcalophiles. 

I. 2. 1. Les microorganismes extrêmophiles et la salinité 

Les microorganismes vivants dans les environnements salins ou hypersalins sont divisés 

en plusieurs groupes : 

 Les microorganismes halophiles stricts qui requièrent la présence du sel pour leur 

croissance optimale, ils nécessitent un minimum de 1 M de sel. En fonction des besoins 

optimaux en sel pour leur croissance, trois catégories sont définies (Abaramak et al., 2020) : 

 Les microorganismes légèrement halophiles : ils se développent sur un 

intervalle de salinité de 0,34 à 0,85 M. 

 Les halophiles modérés : ils se développent à des concentrations comprises entre 

0,85 et 3,4 M de NaCl. 

 Les halophiles extrêmes : ils poussent à des concentrations de sel allant de 3,4 à 

5,1 M. 

 Les microorganismes halotolérants : ont la capacité de pousser en présence ou en 

absence de sel. Ils sont classés en trois catégories selon les concentrations saines tolérées 

(Rahman et al., 2017) : 
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 Les microorganismes légèrement halotolérants qui tolèrent des 

concentrations de NaCl allant de 0 jusqu’à 6 à 8% de NaCl (p/v). 

 Les microorganismes modérément halotolérants qui tolèrent des 

concentrations de NaCl allant de 0 jusqu’à 18 à 20% de NaCl (p/v). 

 Les microorganismes extrêmement halotolérants qui se développent sur toute 

la gamme de salinité allant de 0 jusqu’à la saturation (30% de sel) 

 Les microorganismes nécessitant moins de 2% (p /v) de sel pour une croissance 

optimale ne sont pas considérés comme halophiles. 

I. 2. 2. Les microorganismes extrêmophiles et la température 

Les microorganismes extrêmophiles se trouvent dans des écosystèmes où les 

températures atteignent des valeurs extrêmes. Les microorganismes extrêmophiles se trouvent 

dans des écosystèmes où les températures atteignent des valeurs extrêmes. Ils habitent des 

environnements à température très élevée, tels que les fumeurs noirs et les sources 

hydrothermales, ainsi que des environnements à température très basse, comme les mers froides 

polaires, les glaciers alpins et les sédiments océaniques.  

De nombreuses définitions sont retrouvées dans la littérature pour qualifier les 

microorganismes thermophiles. Hughes-Pask et Williams (1977) ont classé les thermophiles 

en fonction de leur tolérance à la température. En 2014, Gupta et al. ont proposé une autre 

classification basée sur la température optimale de croissance. Ils ont définis trois groupes 

(Tableau 1). Cette classification est actuellement privilégiée, supplantant les classifications 

antérieures. 

Tableau 1: Les groupes des microorganismes thermophiles selon les définitions de 

Hughes-Pask et Williams (1977) et  de Gupta et al. (2014). 

Classification de Hughes-Pask et Williams 

(1977) 

Classification de Gupta et al., (2014) 

Groupes Températures 

tolérées 

Groupes Température 

optimale 

Thermophiles obligatoires Opt 65 - 75 ºC 

Aucun croissance 

à T°C < à 40 ºC 

 

 

Thermophiles modérés 

 

 

50 - 60°C 

Thermophiles facultatifs Opt à 50 - 60 ºC 

avec croissance aux 

alentours de 37 ºC 

Thermophiles extrêmes Croissance à 40 -70 

avec opt à 65 °C 

Thermophiles extrêmes 60 - 80°C 

Les hyper-thermophiles Opt 80 - 115˚C Les hyper-thermophiles 80 - 110°C 
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Quant aux microorganismes psychrophiles, sont ceux capables de croitre de manière 

optimale à des températures inférieures ou égales à 15 °C et ne pouvant se développer au-

dessus de 20 °C. ils colonisent les eaux glacières et les régions polaires où la lumière disparaît 

tout près de trois mois par année, où les ressources nutritives ne sont présentes qu'en faible 

quantité et où la température descend parfois à des niveaux incroyablement bas (Vincent et 

al., 2004 ; Boetius et al., 2015). 

I. 2. 3. Les microorganismes extrêmophiles et le pH 

Les microorganismes qui prospèrent dans des conditions de pH extrêmement bas ou 

élevés, sont respectivement désignés sous les termes d'acidophiles et d'alcaliphiles. 

Les micro-organismes acidophiles se développent de manière optimale à un pH inférieur 

à 3. On les trouve dans des environnements acides naturels tels que les champs solfatares, les 

bassins sulfuriques et les geysers, ainsi que dans des environnements artificiels créés par des 

activités humaines, comme l'exploitation minière de charbon et de minerais métalliques. 

(Sharma et al., 2012). 

Les alcaliphiles se développent dans des environnements alcalins avec un pH égale ou 

supérieur à 9, présentant généralement une croissance optimale à un pH d'environ 10. Ils se 

trouvent dans les lacs de soude comme exemple le Lake Magadi au Kenya, et les sols riches en 

carbonates de sodium (Na2CO3) (Sysoev et al., 2021). 

Les microorganismes acidophiles et alcaliphiles produisent des enzymes stables à des pH 

extrêmes, notamment des xylanases, des ligases, des amylases, des estérases, des protéases et 

des cellulases. Les enzymes alcaliphiles ont été utilisées dans diverses applications dans des 

industries telles que celle des détergents, du papier, cosmétiques, pharmaceutiques, ou encore 

dans l'hydrolyse de l'amidon et le traitement des eaux usées des tanneries, alors que les 

acidophiles sont utilisés dans le traitement des minéraux, en particulier pour l'oxydation des 

sulfures minéraux dans les bioréacteurs industriels (Sharma et al., 2012 ; Li et al., 2017).  

II. Les bactéries halophiles et halotolérantes 

II. 1.  Les biotopes naturels des bactéries halophiles et halotolérantes 

Les environnements salins et hypersalins naturels sont représentés par des systèmes 

terrestres et aquatiques, ils comprennent les sols salins, les lacs salés (comme exemple le Grand 

Lac Salé en USA), les chotts (Chott El Beidha Hammam Essoukhna en Algérie) et les sebkhas 

(la grande Sebkha d’Oran en Algérie). 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Boetius+A&cauthor_id=26344407
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7902512/#B102
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II. 1. 1. Les sols salins 

Selon une classification initiale, un sol est considéré comme salin lorsque la conductivité 

électrique de son extrait saturé dépasse 4000 micro-siemens par centimètre (µS/cm) (Richards, 

1954). En 2007, le World Soil Resources Reports a révisé cette valeur de référence à 15000 

µS/cm (WRB, 2007). En 2010, le système de classification du Soil Survey Staff a encore ajusté 

ce seuil, le portant à 30 000 µS/cm (Soil Survey Staff, 2010). 

II. 1. 2. Les milieux salins aquatiques 

Les eaux sont considérées salées lorsque leur concentration en sels solubles dépasse 0,3% 

(p/v) et hypersalées quand elles présentent des concentrations salines supérieures à celles de 

l'eau de mer (DasSarma et DasSarma, 2012). 

En se basant sur l'origine des sels, leur type et leur proportion, les eaux salins et 

hypersalins sont classées en deux catégories : les eaux thalassohalines et les eaux 

athalassohalines (Akpolat et al., 2021) : 

 Les eaux thalassohalines : sont issues suite à l’évaporation de l’eau de mer. Leur 

composition ionique est identique à celle de l’eau de mer dont le sodium et le chlorure 

constituent les ions les plus dominants. Leur pH est proche de la neutralité ou légèrement 

alcalin (exemples : Le Grand Lac Salé de l'Utah, la mer Rouge et les lacs du désert 

d'Atacama au Chili). 

 Les eaux athalassohalines : elles sont formées par la dissolution des dépôts salés fossiles 

dérivés de sources d’eau douce (rivières de montagne…). Leur composition ionique est 

différente à celle de l’eau de mer avec une dominance des cations divalents Mg2+ et Ca2+. 

Elles constituent des systèmes de lacs alcalins de soude ou de sulfate, mais ils peuvent 

également être très acides, notamment dans les régions volcaniques. De tels 

environnements sont représentés par la Mer Morte en Palestine, le Lac Rose au Sénégal 

et Wadi An Naturn en Egypt.  

II. 2. Les stratégies d’adaptation des bactéries halophiles et halotolérants 

Dans les environnements salins et hypersalins, les microorganismes sont confrontés à 

divers défis tels que la déshydratation, le stress osmotique et la faible activité de l'eau. Pour 

surmonter ces obstacles, les micro-organismes halophiles et halotolérants ont développé des 

stratégies qui reposent sur l’accumulation, dans leur cytoplasme, de petites molécules 

organiques appelées les osmoprotecteurs ou inorganiques ; le KCl (Gunde-Cimerman et al., 

2018). Ces deux stratégies permettent de contrebalancer la pression osmotique externe en créant 
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une haute pression osmotique dans le cytoplasme, ce qui maintient le cytoplasme en iso-osmose 

avec le milieu environnant (Oren, 2008). 

II. 2. 1. La stratégie d’adaptation par accumulation de KCL 

Elle est appelée aussi Salt-in ou High salt-in strategy. Elle a pour but d’empêcher la sortie 

d’eau par accumulation du KCl dans le cytoplasme. Les ions K+ entrent passivement via un 

système uniport sous l’impulsion du potentiel de membrane, une partie de sodium cellulaire est 

remplacée par le potassium. L’afflux des cations doit être compensé par un nombre équivalent 

d’anions Cl-, ces derniers vont pénétrer grâce à une pompe Na+/Cl-. Ce mécanisme est 

largement adopté chez les Archaea halophiles extrêmes et certaines bactéries halophiles 

extrêmes comme les Salinibacer (Pastor et al., 2013 ; Aljohny, 2015).  

L'accumulation de concentrations élevées de KCl dans le cytoplasme nécessite une 

adaptation de la machinerie enzymatique intracellulaire car elle soumit les microorganismes à 

un nouveau stress cellulaire. Toutefois, les microorganismes halophiles et halotolérants ne 

semblent pas affectés par ce stress. Leurs protéines restent non seulement fonctionnelles et 

stables à de telles salinités, mais se dénaturent également lorsque la concentration de KCl 

diminue en dessous de 1 M (Edbeib et al., 2016). 

II. 2 .2. La stratégie d’adaptation par production ou accumulation d’osmoprotecteurs 

Cette stratégie, également connue sous le nom de "Compatible-solute strategy" ou "Low 

salt-in strategy", repose sur l'exclusion du sodium et l'accumulation de "solutés compatibles". 

Ces solutés sont des composés organiques de faible poids moléculaire, solubles dans l'eau, qui 

peuvent être synthétisés par la cellule ou importés de l'environnement externe via des systèmes 

de transport sans perturber le métabolisme cellulaire. Parmi ces composés, on trouve des 

polyols et leurs dérivés, des sucres et leurs dérivés, des acides aminés et leurs dérivés, des 

bétaïnes et des ectoines (Shivanand et Mugeraya, 2011). 

Ce mécanisme est largement adopté par les trois domaines de la vie : Archaea, Eucarya 

et Bacteria. Les microorganismes utilisant cette stratégie démontrent une flexibilité accrue dans 

l'adaptation à la pression osmotique par rapport à ceux employant le mécanisme d'accumulation 

de KCl. De plus, l'adaptation à la salinité via l'accumulation de solutés organiques requiert 

moins de modifications de la machinerie enzymatique intracellulaire que la stratégie 

d'accumulation d'ions potassium. Toutefois, la production de ces solutés organiques est 

énergétiquement coûteuse (Oren, 2002). 
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II. 3. Diversité phylogénétique des bactéries halophiles et halotolérantes 

Le domaine des Bacteria regroupe la plus grande diversité des halophiles et des 

halotolérants. Ils sont présentes dans plusieurs phylums, notamment Cyanobacteria, 

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes (Gibtan et al., 2017).   

Les cyanobactéries, également appelées algues bleu-vert, bactéries bleu-vert ou 

Cyanophyta, peuvent se trouvent dans une vaste gamme de concentrations de 

sel, de l'eau douce aux habitats hypersalins avec 25% de NaCl. Parmi les espèces les plus 

répandues figurent la cyanobactérie unicellulaire Aphanothece halophytica ainsi que les 

espèces filamenteuses Microcoleus chthonoplastes et Halospirulina tapeticola (Oren, 2012). 

Dans le phylum de Proteobacteria, la classe omniprésente dans les milieux 

hypersalins est celle des Gammaproteobacteria avec les ordres de Alteromonadales, 

Vibrionales, Pseudomonadales, Oceanospirillales, Enterobacteriales, et Legionellales 

(Naghoni et al., 2017).  

Les bactéries du phylum Firmicutes présentent une grande diversité morphologique et 

physiologique, leur permettant d'habiter une vaste gamme d'environnements.  Les classes 

Clostridia et Bacilli sont les plus dominantes, avec un nombre important d’espèces halophiles 

isolées de divers habitats salins et hypersalins. La famille des Bacillaceae de la classe Bacilli 

est la plus importante avec 21 genres contenant des espèces halophiles modérées et/ou 

halotolérantes dont les genres les plus représentés : Halobacillus, Virgibacillus, Bacillus, 

Lentibacillus, Alkalibacillus. Dans la classe des Clostridia, les espèces halophiles sont 

regroupés dans les deux familles Halanaerobiaceae et Halobacteroidaceae de l’ordre des 

Halanaerobiales (de la Haba et al., 2011). 

Les membres halophiles du phylum Actinobacteria sont présentés par le genres 

Actinopolyspora, Corynebacterium (Corynebacterium halotolerans), Haloglycomyce 

(Haloglycomyces albus), Georgenia, Nesterenkonia, Isoptericola, Haloactinobacterium, 

Amycolaptosis, Praseurella, Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Nocardiopsis, 

Streptomonospora, Halactinospora, Marinactinospora. Dans le phylum de Spirochaetes, les 

espèces halophiles appartiennent au genre Spirochaeta (Spirochaeta halophila, Spirochaeta 

africana et Spirochaeta alkalica et Spirochaeta asiatica (de la Haba et al., 2011). 
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Dans le phylum des Bacteroidetes, certaines espèces bactériennes sont des halophiles 

extrêmes comme Salinibacter ruber . Cette espèce nécessite des concentrations en sels très 

élevée avec une croissance optimale à 30 % de sel (p/v) (Didari et al., 2020). 

Le phylum Deinococcus-Thermus reconnu comme l’un des phyla bactériens les plus 

extrêmophiles, contient deux ordres Deinococcales comprenant les genres Deinococcus, 

Deinobacterium et Truepera, et l’ordre Thermales avec les genres : Thermus, Meiothermus, 

Marinithermus, Oceanithermus et Vulcanithermus.  Les membres de ce phylum ont été isolés 

à partir des habitats où la salinité dépasse 34% (p/v) (Abdallah et al., 2016). 

III. Production des enzymes par les bactéries halophiles et halotolérantes 

III. 1. Définitions des enzymes 

Les enzymes sont des biomolécules protéiques qui catalysent des réactions biochimiques 

avec une précision remarquable. Elles accélèrent la vitesse des réactions chimiques de plus de 

106 fois par rapport à celles se produisant en leur absence, en abaissant l'énergie d'activation 

requise (Granner et al., 2008). 

Les enzymes sont présentes dans les cellules de tous les organismes vivants où elles jouent 

un rôle crucial en régulant les processus métaboliques. Elles facilitent la conversion des 

nutriments en énergie et en matériaux cellulaires, assurant ainsi le bon fonctionnement et la 

survie des cellules. 

III. 2. Les classes des enzymes 

Les enzymes sont classifiées en fonction du type de réaction qu'elles catalysent. Cette 

classification est standardisée par la Commission des Enzymes (EC) de l'Union Internationale 

de Biochimie et Biologie Moléculaire (IUBMB). Chaque enzyme reçoit un numéro EC unique 

composé de quatre chiffres hiérarchiques séparés par des points, qui précisent la classe, la sous-

classe, la sous-sous-classe, et le substrat spécifique ou le mécanisme de la réaction (par 

exemple : EC1.1.1.1 pour l'alcool déshydrogénase) (Kim et al., 2023). Le tableau 2 présente 

les six classes principales d'enzymes.  
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Tableau 2 : Les principales classes des enzymes et les types des réactions catalysées.  

EC (classe) Nomenclature Type de réaction catalysée 

EC1 Oxydoréductases Catalysent les réactions d'oxydoréduction, où il y a transfert 

d'électrons ou d'hydrogènes entre molécules. 

Exemples : déshydrogénases, oxydases  

EC2 Transférases Transfèrent des groupes fonctionnels (comme des groupes 

méthyle, acyle, amine) d'une molécule à une autre. 

Exemples : kinases, aminotransférases. 

EC3 Hydrolases Catalysent la rupture de liaisons (C-O, C-N, C-C, etc.) par 

l'addition d'eau. 

Exemples : protéases, lipases, nucléases. 

EC4 Lyases Catalysent la rupture de liaisons (C-C, C-O, C-N) par des 

mécanismes autres que l'hydrolyse et l'oxydation, souvent 

formant une nouvelle double liaison ou un nouvel anneau. 

Exemples : décarboxylases, aldolases  

EC5 Isomérases Catalysent les changements au sein d'une molécule, en 

réarrangeant les atomes. 

Exemples : épimérases. 

EC6 Ligases Catalysent la formation de liaisons avec couplage à 

l'hydrolyse de l'ATP ou d'autres nucléotides. 

Exemples : synthétases, carboxylases. 

 

 

III. 3. Les hydrolases produites par les bactéries halophiles et halotolérantes et leurs 

applications biotechnologiques 

Les microorganismes halophiles et halotolérants présentent une excellente source 

d’enzymes stables et fonctionnelles sous les conditions physicochimiques des processus 

industriels. Ces enzymes ne sont pas uniquement stables et actives à des concentrations élevées 

de sel, mais, elles sont également tolérantes à des températures basses et élevées, stables à des 

pH alcalins et en présence de solvants organiques (Di Donato et al., 2018). 

Les hydrolases (EC3 dans la classification Enzyme Commission) sont omniprésentes 

dans la nature et sont largement distribuées parmi les microorganismes, notamment les bactéries 

et les champignons. Ces enzymes jouent un rôle essentiel dans la modification et à la 
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dégradation de la biomasse et des macromolécules complexes, tant au niveau environnemental, 

où elles contribuent à la plupart des processus géochimiques, qu'au niveau industriel en tant 

qu'ingrédients essentiels dans la plupart des industries alimentaires, agricoles et 

pharmaceutiques (Singh et al., 2016). Parmi les hydrolases isolées des bactéries halophiles et 

halotolérants : les amylases, les lipases, les protéases, la xylanase, la DNase, l’inulinase, la 

pectinase, la cellulase et la pulullanase (de Lourdes et al., 2013). 

III. 3. 1. Les amylases  

Les amylases sont des hydrolases de type endoglycanases. Elles agissent sur les liaisons 

(1-4) glycosidiques de l’amidon pour produire des dextrines et de petits polymères composés 

d’unités de glucose et de maltose. Elles sont largement utilisées dans l'industrie de la 

saccharification d’amidon, alimentaire, papeterie, de textile, de boulangerie, de brassage, des 

détergents et pharmaceutique (Gopinath et al., 2017).  

Les amylases halophiles se distinguent par leur stabilité exceptionnelle dans une large 

gamme de salinité, de pH et à des températures supérieures à 50 °C, cette résilience fait d’elles 

des candidates idéales pour diverses applications industrielles, notamment le traitement des 

eaux usées riches en sel et en résidus d'amidon (Yin et al., 2015). 

Une amylase halophile extracellulaire a été purifiée à partir de Thalassobacillus sp. LY18. 

Cette enzyme présentait une masse moléculaire de 31 kDa et montre une activité enzymatique 

optimale à 70 °C, pH 9,0 et 10 % de NaCl. Elle démontre une stabilité remarquable sur une 

large plage de températures (30 à 90 °C), de pH (6,0 à 12,0) et de concentrations de NaCl (0 à 

20 %) (Li et Yu, 2012). 

III. 3. 2. Les protéases  

Les protéases sont des enzymes hydrolytiques qui catalysent le clivage des liaisons 

peptidiques au sein des molécules protéiques. Elles sont utilisées dans les détergents de 

blanchisserie, dans la transformation et la fabrication des produits alimentaires, dans l’industrie 

pharmaceutique et dans les industries de tannage de cuir aussi bien que dans la gestion des 

déchets (Ahmad et al., 2020). 

Une protéase CP1 purifiée à partir de l’espèce halophile Pseudoalteromonas 

ruthenica CP76 a démontré une activité optimale à une température de 55°C, pH de 8.5 et une 

halotolérance de 0 à 4M NaCl (Sánchez-Porro et al., 2003).  

III. 3. 3. Les lipases 

Les lipases incluent des carboxyle-estérases, des lipases proprement dites et des 

phospholipases, leur majeure fonction est l’hydrolysent des triglycérides pour libérer des acides 

https://annalsmicrobiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13213-020-01570-z#ref-CR39
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gras et du glycérol. Elles catalysent également des réactions d’estérifications (Sangeetha et al., 

2011). Ces enzymes peuvent agir à un intervalle large de pH, elles ont des applications dans les 

industries alimentaires, pharmaceutiques, dans la fabrication des détergents, du papier, des 

produits cosmétiques, des carburants et des produits pharmaceutiques, ainsi que dans le contrôle 

de la pollution et le traitement des eaux usées (Calimlioglu et Arga, 2014). 

III. 3. 4. Les cellulases 

Il s'agit d'un groupe d'enzymes qui catalysent la rupture de la liaison glycosidique β-1,4 

de la molécule de cellulose. Elles sont classées en fonction du site hydrolytique spécifique en 

trois groupes : endoglucanase, exoglucanase et β-glucosidase  

Les cellulases halophiles sont stables et actives à des concentrations élevées de sel, ce qui 

les rend idéales pour des processus industriels où de telles conditions prévalent. Elles peuvent 

être utilisées dans divers secteurs comme la production de bioéthanol, la bioremédiation, le 

traitement des déchets agricoles, et l'industrie textile (Yousef et Mawad, 2022).  
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L’ensemble de ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie 

Appliquée à l’Agroalimentaire, au Biomédical et à l’Environnement (L.A.M.A.A.B.E.) de 

l’université Abou Bakr Belkaid (Tlemcen). 

I. Origine des souches 

Les isolats utilisés pour cette étude proviennent d’une collection de souches bactériennes 

isolées par Dr. NAS Fatima, le 21 septembre 2019, à partir des échantillons d’eau prélevés de 

la grande Sebkha d’Oran. La collection a été conservée à -20°C sur Bouillon Nutritif à 15% de 

NaCl (p/v) additionné de 25 % de glycérol (v/v). Ils sont désignés selon les codes suivants : 

LMB3S01, LMB3S03, LMB3S04, LMB3S15, LMB3S16, LMB3S18, LMB3S20, LMB3S23, 

LMB3S25, LMB3S29. 

I. 1. Revivification et vérification de la pureté des souches 

A partir des suspensions bactériennes conservées, 200 μL ont été inoculés dans 5 mL de 

Bouillon Nutritif additionné de 15 % de NaCl (p/v). Les cultures ont ensuite été incubées à 

30°C jusqu'à l'apparition d’un trouble. Ensuite, Un repiquage a été effectué sur Gélose Nutritive 

à 15 % de NaCl (p/v) et les boites ont été incubées à 30 °C pendant 24 heures. 

Afin de vérifier et d’assurer la pureté des isolats des repiquages successifs ont été réalisés, 

par la technique d’épuisement, sur Gélose Nutritive supplémentée de 15 % de NaCl (p/v). 

Les souches pures ont été conservées à nouveau à 4°C sur Gélose Nutritive inclinée 

supplémentée de 15 % de NaCl (p/v), et à -20°C sur Bouillon Nutritif contenant15% de NaCl 

(p/v) et 25% (v/v) de glycérol. 

I. 2. Présentation du site d’échantillonnage : la Grande Sebkha d’Oran  

La Grande Sebkha d’Oran est un lac salé situé au nord de l’Algérie, sud-ouest de la ville 

d’Oran, à une latitude de 35°42’ Nord et longitude de 00°48’ Est, et distante de 12 Km de la 

Mer Méditerranée. En 2002, elle a été classée comme une zone humide d’importance 

internationale, par la convention de Ramsar. L'eau présente dans la sebkha. Le sel forme une 

couche de 10 à 30 cm d'épaisseur qui fluctue selon les précipitations et qui s'assèche entièrement 

pendant la saison estivale. Les sols sont principalement d'origine alluviale et ont une texture 

argilo-sableuse (Benziane, 2013). Le tableau 3 présente les caractères physico-chimiques des 

échantillons d’eau de la grande sebkha d’Oran dans la saison d’hiver. 
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Tableau 3 : Caractères physico-chimiques de la grande sebkha d’Oran dans la saison hiver 

(Nas et al., 2021).  

Paramètres Unité Valeurs minimales Valeurs maximales 

Température °C 16 16 

pH   5.30 5.57 

Conductivité C  μS cm-1 54 700 56 100 

Minéralisation M  mg L-1 46 510 47 700 

Salinité S  mg L-1 35 008 35 904 

Cl-  mg L-1 17 500 19 200 

Na+ + K+  meq L-1 488.25 496.3 

Dureté totale TH (Ca2+ + Mg2+)  meq L-1 58.04 64.70 

Ca2+  mg L-1 800 1300 

Mg2+  mg L-1 40 280 

HCO3-  mg L-1 09 10 

CO2 dissout  mg L-1 50 100 

II. Screening des activités enzymatiques extracellulaires des isolats 

II. 1. Screening sur milieu gélosé 

La mise en évidence de la production des activités enzymatiques extracellulaires par les 

10 isolats a été effectuée par leur ensemencement en stries et en spot sur le milieu de culture 

Gélose Nutritive à 15% (p/v) supplémentée de substrat à dégrader (voir annexe). La lecture des 

résultats a été réalisée après 3 jours d’incubation à 30°C. 

L’évaluation qualitative des activités hydrolytiques a été effectuée par le calcul du niveau 

d'activité enzymatique (LEA), selon le rapport suivant : 

𝐋𝐄𝐀 =
𝐥𝐞 𝐝𝐢𝐚𝐦è𝐭𝐫𝐞 𝐝𝐞 𝐥𝐚 𝐳𝐨𝐧𝐞 𝐝’𝐡𝐲𝐝𝐫𝐨𝐥𝐲𝐬𝐞 (𝐦𝐦)

𝐥𝐞 𝐝𝐢𝐚𝐦è𝐭𝐫𝐞 𝐝𝐞 𝐥𝐚 𝐜𝐨𝐥𝐨𝐧𝐢𝐞 𝐛𝐚𝐜𝐭é𝐫𝐢𝐞𝐧𝐧𝐞 (𝐦𝐦)
 

Le niveau d’activité est considéré comme élevé lorsque le rapport est supérieur à 2, moyen 

lorsqu’il est compris entre 1,31-1,99, et faible lorsqu’il est inférieur à 1,3 (Abdollahi et al., 

2020). 

Afin de classer les souches en fonction de leurs potentialités enzymatiques, une analyse 

de clustering hiérarchique a été réalisée à l'aide de la méthode de Pearson du logiciel SPSS. 

II. 1. 1. Recherche de l’activité amylolytique 

La production de l’amylase a été recherchée en ajoutant 1% (p/v) d’amidon dans le milieu 

de culture de base. Après incubation, les cultures sont recouvertes par une solution de Lugol. 

L’absence de la coloration autour de la culture indique la dégradation de l’amidon alors que les 

zones contenant l’amidon se colorent en brun (Kumar et al., 2012). 
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II. 1. 2. Recherche de l’activité cellulosique 

L’activité cellulosique a été recherchée en ajoutant 1% (p/v) de cellulose dans le milieu 

de culture. Après incubation, les cultures sont recouvertes par une solution de Rouge Congo 

(1% p/v) pendant 20 minutes puis lavées par une solution de NaCl (1M) pendant 15 minutes. 

L’hydrolyse de la cellulose se traduit par l’apparition de zones claires autour des colonies (Thaz 

et al., 2015). 

II. 1. 3. Recherche des activités protéasiques 

II. 1. 3. 1. Hydrolyse de la caséine 

La mise en évidence de l’activité protéolytique a été effectuée en additionnant 10% (p/v) 

de lait écrémé stérile dans le milieu de culture. L’apparition d’une auréole claire autour de la 

culture indique la dégradation de la caséine (Jayachandra et al., 2012). 

II. 1. 3. 2. Hydrolyse de la gélatine 

Ce test a été réalisé sur un milieu gélosé contenant 1% de la gélatine, selon la méthode de 

Williams et Cross (1971). Après incubation, les cultures sont recouvertes par une solution de 

chloride de mercure (HgCl2). La dégradation de la gélatine se traduit par la présence d’une 

auréole claire autour des colonies.  

II. 1. 4. Recherche des activités estérasiques 

II. 1. 4. 1. Hydrolyse du Tween 80 

Ce test a été réalisé par l’ajout de 1% (v/v) de Tween 80 stérilisé dans le milieu de culture. 

Après incubation, la dégradation du tween 80 se manifeste par l’apparition d’une 

auréole opaque autour de la culture (Kumar et al., 2012). 

II. 1. 4. 2. Recherche de la lécithinase  

Ce test a été réalisé en ajoutant 10 mL de l’émulsion du jaune d’œuf stérile au 90 mL du 

milieu de culture. Après incubation, l’apparition d’une zone claire autour de la culture témoigne 

la production de la lécithinase par les isolats (De Vos et al., 2009). 

II. 1. 5. Recherche de la lipase 

Ce test a été réalisé en ajoutant 2,5% (v/v) de l’huile d’olive stérilisée dans le milieu de 

culture. Après incubation, la présence de la lipase se manifeste par l’apparition 

d’une zone claire autour de la culture (Sigurgísladóttir et al., 1993). 
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II. 2. Recherche de la production des activités protéasiques sur milieu liquide 

Pour cette étude, les isolats qui ont démontré des niveaux d’activités protéasiques 

importants, dans le screening sur milieu gélosé, ont été sélectionnés afin de tester l’activité 

protéasique (caséinase et gélatinase) de leurs surnageants. 

II. 2. 1. Préparation des surnageants 

Pour chaque isolat, deux à trois colonies de 24 heures à 30°C sur Gélose Nutritive 

supplémentée de 15% de NaCl, ont été inoculées dans 10 mL de Bouillon 

Nutritif à 15% de NaCl avec et sans substrats. Après 72 heures d’incubation à 30°C, chaque 

culture a été centrifugée à 10000 t/min pendant 30 minutes. Les différents surnageants ont été 

récupérés et testés pour leurs activités protéasique en utilisant la technique des puits (Balouiri 

et al., 2016). 

II. 2. 2. La technique des puits 

Après avoir coulé la Gélose Nutritive à 15% de NaCl additionnée des différents substrats 

(lait écrémé et gélatine), des puits de 6 mm de diamètre ont été perforés aseptiquement en 

utilisant l’extrémité plate des pipettes pasteur stériles, ensuite, un volume de 50 µL de 

surnageant y a été introduit.  La lecture des résultats est effectuée après 72 heures d’incubation 

à 30°C. 

II. 2. 3. Étude de la stabilité des surnageants actifs en fonction de la température 

Les surnageants actifs ont été soumis à un traitement thermique pendant 10 minutes à 

différentes températures 55, 70 et 100°C. L’activité enzymatique de chaque surnagent traité a 

été testée par la technique des puis. La lecture des résultats est effectuée après 72 heures 

d’incubation à 30°C. Les activités obtenues sont comparées à celles données avec les 

surnageants non traités. 

III. Caractérisation phénotypique des isolats les plus prometteurs 

III. 1. Caractères microscopiques  

Les caractères microscopiques des isolats ont été déterminés après 24 heures d’incubation 

à 30°C sur Gélose Nutritive à 15 % de NaCl.  

 La mobilité a été vérifiée par un examen à l’état frais de cellules vivantes entre lame 

et lamelle à l’aide d’un microscope photonique à objectif 40. 



Matériel et méthodes 

17 

 

 La morphologie, l’arrangement cellulaire et le type de paroi ont été déterminés 

après coloration de Gram. les observations sont effectuées à l’aide d’un microscope 

photonique à objectif 100 à immersion. 

III. 2. Caractères macroscopiques  

Les caractères culturaux des isolats (taille, forme, pigmentation, opacité, élévation et 

consistance des colonies) ont été déterminés après 24 heures d’incubation à 30°C sur Gélose 

Nutritive à 15 % de NaCl. 

III. 3. Croissance à différentes conditions de température, pH et salinité 

Les intervalles des différentes conditions physicochimiques (salinité, température et pH) 

permettant la croissance des isolats ont été déterminés sur milieu gélosé en variant une de ces 

conditions alors que les deux autres sont maintenues constantes. La croissance a été suivie 

quotidiennement durant 72 heures (Gomri et al., 2021). 

 La gamme de salinité permettant la croissance des isolats a été recherchée en 

ensemençant les isolats sur GN à pH 7 contenant les concentrations en NaCl 

suivantes : 0, 1, 10, 15, 20, 25 et 30 % (p/v). Les cultures sont ensuite incubées à 

30°C. 

 L’intervalle de la température permettant la croissance a été déterminé par incubation 

des isolats ensemencés sur GN avec 15% de NaCl et pH 7, dans les températures 

suivantes 25, 30, 37, 45 et 55°C.  

 L’intervalle de pH permettant la croissance a été déterminé par la culture des isolats 

sur GN avec 15% de NaCl ajustée à des pH de 4, 5, 6, 7, 8 et 9. L’incubation a été 

effectuée à 30°C.  

III. 4. Caractères biochimiques 

La caractérisation biochimique des isolats a été réalisée par l’utilisation du système API 

ID32, et d’autres tests de la microbiologie classique. 

III. 4. 1. Recherche de la catalase 

Il s’agit de la recherche de l’enzyme responsable de l’élimination du peroxyde 

d’hydrogène ; la catalase. Le principe consiste à mettre en contact une colonie de l’isolat avec 

une goutte d’eau oxygénée H2O2. La présence de l’enzyme se traduit par un dégagement 

immédiat des bulles gazeuses (Health Protection Agency, 2011). 
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III. 4. 2. Recherche de l’oxydase 

Le cytochrome oxydase est la dernière enzyme de la chaine respiratoire. Elle assure le 

transfert des électrons sur l’oxygène ou sur un autre oxydant minéral. Sa recherche s’effectue 

en utilisant des disques imprégnés du réactif oxalate de N, N-diméthyl-1,4-phénylène diamine-

dichlorure de couleur rose.  Le principe consiste à mettre en contact une colonie avec le disque 

à l’aide d’une pipette pasteur. Le virage de la couleur rose du disque vers un violet noirâtre 

indique la présence de l’enzyme (Public Health England, 2014). 

III. 4. 3. Le test Mannitol-Mobilité 

La mobilité des isolats ainsi que la fermentation du mannitol ont été déterminées sur le 

milieu semi solide de Mannitol-Mobilité. Les isolats ont été ensemencés par piqûre centrale. 

Après 24 d’incubation à 30°C, l’utilisation du mannitol se traduit par un virage de la couleur du 

milieu, du rouge au jaune et la mobilité est révélée par l’envahissement du milieu à partir de la 

piqûre d’inoculation (Harley et Prescott, 2002). 

III. 4. 4. Recherche du type respiratoire 

La mise en évidence du type respiratoire des isolats a été réalisée selon le protocole de 

Guiraud (1998), sur une gélose profonde viande foie (VF) coulée dans des tubes. 

L’ensemencement a été effectué à l’aide d’une pipette pasteur par transportation d’inoculum 

dans le fond du tube en surfusion (45°C), puis remontée en décrivant une spire, de façon à 

ensemencer uniformément le milieu. Après refroidissement et solidification du milieu, les 

cultures sont incubées à 30°C pendant 72 heures. Les bactéries aérobies strictes se développent 

uniquement dans la zone superficielle tandis que les aéro-anaérobies facultatives se 

développent sur la totalité du tube. 

III. 4. 5. Le système API ID32 

Les galeries API ID32 constitue un système simplifié et standardisé, elles comportent des 

32 microtubes contenant des substrats déshydratés permettant d’étudier les profils biochimiques 

des isolats (voir annexe). 

Une suspension d’opacité de 0.5 McFarland (DO590 nm = 0.1) pour chaque isolat a été 

effectuée sur eau physiologique à partir d’une culture de 24 heures sur GN à 15% de NaCl (p/v). 

Après inoculation, les galeries sont incubées pendant 24 heures à 30°C, les réactions se 

traduisent par des virages colorés spontanés. L’interprétation des résultats se réfère au catalogue 

joint avec la plaque (voir annexe). 
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III. 4. 6. Étude du profil de sensibilité des isolats aux antibiotiques 

Le profil de sensibilité des isolats aux antibiotiques a été déterminé, en utilisant la 

technique de diffusion des disques sur la gélose Müeller-Hinton pour l’isolat LMB3S04 et sur 

la gélose Müeller-Hinton additionnée de 15% de NaCl selon le protocole de Bagheri et al. 

(2012) pour l’isolat LMB3S25.  

Six antibiotiques de différentes classes ont été utilisés : la fosfomycine (50µg), la 

tetracycline (30µg), la kanamycine (30µg), l’amoxicilline (13µg), la streptomycine (10µg) et 

l’ampicilline (10µg). 

A partir de cultures 24 heures à 30 °C sur GN à 15 % de NaCl (p/v), des suspensions de 

turbidité équivalente à 0,5 McFarland ont été préparées dans de Bouillon Nutritif à 15% de 

NaCl, puis ensemencées par écouvillonnage sur les boites contenant le Müeller-Hinton. Enfin, 

les disques d’antibiotiques ont été appliqués sur la gélose à l’aide d’une pince stérile.  

Après 24 heures d’incubation à 30°C, les diamètres des zones d’inhibition ont été mesurés 

et la classification des isolats comme intermédiaires, résistants ou sensibles aux antibiotiques a 

été effectuée en accord avec les interprétations données par CA-SFM (2023). 
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I. Screening des activités enzymatiques extracellulaires des isolats 

I. 1. Résultats  

I. 1. 1. Recherche de la production des activités enzymatiques extracellulaires sur milieu 

gélosé 

Après la revivification et la vérification de la pureté des 10 isolats sur milieu Gélose 

Nutritive à 15% de NaCl, leur potentiel de production des enzymes hydrolytiques 

extracellulaires a été évalué sur le milieu de base Gélose Nutritive à 15 % de NaCl enrichi avec 

les substrats : l’amidon, la caséine, l’émulsion de jaune d’œuf, la cellulose, le Tween 80 et 

l’huile d’olive pour détecter respectivement la production des enzymes suivantes : l’amylase, 

la protéase, la lécithinase, la cellulase, l’estérase et la lipase.  

Les résultats obtenus montrent que tous les isolats, à l’exception de l’isolat LMB3S29, 

sont capables d’hydrolyser au moins quatre (4) substrats avec une dominance des activités 

gélatinase, cellulase et caséinase. Les fréquences des isolats producteurs d’activités 

hydrolytiques pour chaque substrat sont présentées dans la figure 1.  

 

 

Figure 1 : Fréquences (%) d’isolats producteurs des activités hydrolytiques pour chaque 

substrat. 
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Les photos dans la figure 2 montrent des exemples de résultats d’hydrolyses des substrats 

après 72 heures d’incubation à 30°C. 

        

         

          

Figure 2 : Photos des résultats du screening des activités enzymatiques sur milieu gélosé de 

certains isolats. 

 

Ce test a également permis d’obtenir une estimation quantitative des activités 

enzymatiques produites par les isolats en calculant les niveaux d'activités enzymatiques (LEA). 

Ces niveaux sont déterminés par le rapport entre les diamètres des colonies et ceux des zones 

d’hydrolyse générées par chaque isolat. Selon Abdollahi et al. (2020), le niveau d’activité est 

considéré comme élevé lorsque le rapport est supérieur à 2, moyen lorsqu’il est compris entre 

1,31-1,99, et faible lorsqu’il est inférieur à 1,3. 
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Les résultats des LEA obtenus sont résumés dans le tableau 4. 

Tableau 4: Les niveaux des activités enzymatiques (LEA) obtenus pour chaque isolat. 

 Amylase Caséinase 

 

Lécithinase Tween 

80 

Huile 

d’olive 

Cellulase Gélatinase 

LMB3S01 1.78 2,5 - 1,18 2,5 1,3 0,28 

LMB3S03 - 2,16 1,66 1,02 - 2 - 

LMB3S04 3,14 4,83 1.75 3 3,3 1.2 3,85 

LMB3S15 - 1,75 - 2,42 - 2,2 3 

LMB3S16 - 1,5 - 3,4 - 4,25 3,02 

LMB3S18 3 3 - - - 4 3 

LMB3S20 1,4 - - - 6 2 3,5 

LMB3S23 2,28 1,20 - 1,25 - - 1,25 

LMB3S25 2.5 4,98 2,78   3,5 1.02 2,6 4,25 

LMB3S29 - - - - - - - 

 

Les données des LEA obtenu ont ensuite été analysées par le logiciel SPSS. Cela a permis 

de générer un clustering hiérarchique, à l'aide de la méthode de Pearson, en fonction de 

l’importance de leur pouvoir enzymatique qui a été classé en 4 catégories : aucun (0), faible 

(1), moyen (2) et élevé (3). Les résultats ont montré que les isolats se répartissent en cinq (5) 

clusters. Chaque cluster regroupe des isolats présentant des activités enzymatiques plus ou 

moins similaires (Tableau 5 ; Figure 3). 

Tableau 5 : Clustering des isolats et classification de leur pouvoir enzymatique   

 Amylase Protéase 

 

Lécithinase Tween

80 

Huile 

d’olive 

Cellulase Gélatinase Cluster 

(groupes) 

LMB3S01 1 2 0 1 2 1 1 1 

LMB3S04 2 2 0 2 2 0 3 1 

LMB3S03 0 2 1 1 0 2 0 2 

LMB3S25 3 2 1 0 0 2 2 2 

LMB3S15 0 1 0 2 0 2 3 2 

LMB3S16 0 1 0 2 0 3 3 2 

LMB3S18 2 2 0 2 0 3 3 2 

LMB3S20 1 0 0 0 3 2 3 3 

LMB3S23 3 1 0 1 0 0 1 4 

LMB3S29 0 0 0 0 0 0 0 5 

  

      Niveau LEA élevé                       Niveau LEA moyen                     Niveau LEA faible               Absence d’activité 

1.  
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Figure 3 : Heatmap avec dendrogramme représentant les clusters et les activités 

enzymatiques des isolats. 

 

I. 1. 2. Recherche de la production des activités protéasiques sur milieu liquide  

D'après les résultats du criblage primaire des activités enzymatiques sur milieu gélosé, 

deux isolats, LMB3S04 et LMB3S25, ont été sélectionnés pour leurs niveaux LEA d’activité 

protéasiques élevés.  

Leur pouvoir hydrolytique a été testé vis-à-vis la caséine et la gélatine. Après une 

fermentation pendant 72 heures à 30°C sur milieu liquide (Bouillon Nutritif à 15% de NaCl) 

sans substrat, ainsi que dans le même milieu supplémenté séparément avec de la caséine et de 

la gélatine, les cultures ont subi une centrifugation à 10000 t/min pendant 30 minutes. Les 

différents surnageants obtenus ont été ensuite récupérés et testés pour leurs activités 

protéolytiques en utilisant la technique des puits. 

Quant au surnageants obtenus à partir des cultures sur les milieux sans caséine et sans 

gélatine aucune activité enzymatique n’a été enregistrée.  

Pour les cultures additionnées de la gélatine, les surnageant des isolats n’ont exercé 

aucune activité protéolytique.  

Pour les cultures additionnées de caséine, le surnageant de l’isolat LMB3S04 n’a exercé 

aucune activité protéolytique, En revanche, le surnageant de l’isolat LMB3S25 a montré une 

activité protéasique importante (Figure 4) avec un diamètre d’hydrolyse de 21 mm et un niveau 

LEA de 3,5.  
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Figure 4 : Photo du résultat de l’activité protéasique des surnagents des isolats sélectionnés 

inoculés sur BN à 15% de NaCl additionné de caséine  

I. 1. 3. Étude de la stabilité thermique des surnageants actifs  

Pour cette étude, le surnageant de l’isolat LMB3S25, qui a démontré une activité 

protéasique, a été sélectionné pour subir un traitement thermique à des températures de 55°C, 

70°C et 100°C pendant 10 minutes. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 6 et la 

figure 5. 

Tableau 6 : Diamètres des zones d’hydrolyse et les LEA de l’activité protéasique du 

surnagent de l’isolat LMB3S25 avant et après traitement thermique 

 Caséinase 

(sans traitement) 

Caséinase à 

55 C° 

Caséinase à 

70C° 

Caséinase à 

100C° 

Diamètres 

d’hydrolyse 

 21 mm  29 mm 14 mm   - 

L. E. A. 3.5 4.83   2.33   - 

 

 

Figure 5 : Résultats de l’activité protéasique des surnagents de l’isolat LMB3S25 après les 

différents traitements thermiques (55, 70 et 100°C pendant 10 minutes).  
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À partir des résultats obtenus, il apparait que l’activité protéasique (caséinase) du 

surnageant de l’isolat LMB3S25 a augmenté à la température de 55°C. À 70°C l’activité 

protéasique a diminué.  À 100°C, une inactivation complète de cette activité est enregistrée.  

I. 2. Discussion  

Dans cette première partie de notre mémoire, nous avons effectué un criblage des 

enzymes hydrolytiques extracellulaires (amylase, caséinase, gélatinase, lécithinase, cellulase, 

estérases et lipases) de dix isolats provenant de la grande sebkha d'Oran.  

Les activités enzymatiques ont été recherchées dans un premier temps sur milieu gélosé 

à 15% de NaCl, à pH égale 6 et à 30°C. Les résultats obtenus ont montré un pouvoir 

hydrolytique important chez les isolats étudiés, ils étaient capables de produire au moins 4 

enzymes, à l’exception d’un seul isolat, le LMB3S29, qui n’a exercé aucun effet hydrolytique 

vis-à-vis les substrats utilisés. 

De nombreux taxons microbiens halophiles et halotolérants isolés des habitats salins 

algériens ont été rapportés comme de bons producteurs de puissantes hydrolases, incluant les  

protéases, lipases, cellulases, pectinases, estérases et inulinases (Quadri et al., 2016 ; Menasria 

et al., 2018, Saibi et al., 2022). 

La caséinase, gélatinase et la cellulase sont les activités les plus répandues chez nos 

isolats. Elles sont produites par 80% d’isolats, suivie par l’estérase capables d’hydrolyser le 

Tween 80, produites par 70% d’isolats, et l’amylase, produite par 60%. Kharroub et al. (2014), 

ont observé une abondance de l’activité amylolytique chez des Archaea halophiles isolées de 

différents écosystèmes algériens. Dans leurs études, Menasria et al. (2018 et 2019) ont trouvé 

que la gélatinase, l’estérase, la cellulase et l’amylase étaient les plus produites chez des bactéries 

et archées issues de divers habitats salins situés dans le Sahara algérien. 

La capacité de produire simultanément plusieurs enzymes, est une propriété 

particulièrement intéressante chez nos isolats. Selon Purohit et al. (2016), cette co-production 

confère une grande stabilité aux microorganismes. Hmidet et al. (2009), ont observé une 

stabilité significative aux agents tensioactifs, oxydants et à divers détergents d’une amylase et 

protéase co-produites par Bacillus licheniformis NH1. 

La production des enzymes par nos isolats a été effectuée à une concentration de 15% de 

NaCl. Ce constat permet de considérer ces enzymes comme des extrêmoenzymes 

conformément à la définition de Gomes et Steiner (2004), et souligne l’importance de ces 

enzymes dans les processus biotechnologiques nécessitant la présence de fortes concentrations 
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en sels, qui pourraient inhiber l’activité de la majorité des autres enzymes (Ruginescu et al., 

2020). 

Les isolats LMB3S04 et LMB3S25 se révèlent être les plus prometteurs, présentant le 

spectre d’activités hydrolytiques le plus étendu. Ils ont démontré la capacité d'hydrolyser tous 

les substrats testés avec des niveaux d'activité enzymatique (LEA) significatifs. En 

conséquence, ces isolats ont été sélectionnés pour étudier leur capacités de produire des 

protéases (caséinase et gélatinase) en milieu liquide (Bouillon Nutritif à 15% de NaCl), tant en 

absence qu'en présence de substrats spécifiques. Après une fermentation pendant 72 heures à 

30°C suivie d’une centrifugation à 10000 t/min pendant 30 minutes. Les surnageants obtenus 

ont été testés pour les activités caséinase et gélatinase. Les résultats ont indiqués une absence 

totale des activités caséinase et gélatinase dans les surnagents obtenus des cultures sans caséine 

ni de gélatine, ainsi que dans ceux des cultures supplémentées en gélatine. De plus, aucune 

activité caséinase n'a été détectée dans le surnageant de l'isolat LMB3S04 supplémenté en 

caséine. En revanche, le surnageant de l'isolat LMB3S25, induit par la caséine, a démontré une 

activité caséinase notable, avec un diamètre de zone d'hydrolyse de 21 mm et un niveau 

d'activité enzymatique (LEA) de 3,5. 

L’absence des activités protéasiques dans les cultures exemptes de substrats, peut être 

expliqué par le faite que la production de ces enzymes est souvent inductible et régulée par la 

disponibilité des substrats qui stimulent leur production (Singh et al., 2016). 

Quant à l’absence des activités gélatinase et caséinase dans les surnageants malgré la 

présence des substrats, plusieurs hypothèse peuvent être formulées. Cela pourrait résulter 

 D’une induction insuffisante, dont l’'isolat pourrait nécessiter des conditions 

spécifiques ou une concentration particulière du substrat qui stimule efficacement 

l'expression de l’enzyme. En l'absence de conditions optimales, l'enzyme peut ne pas 

être produite ou être produite en quantités insuffisantes. 

 Une sécrétion inefficace de l’enzyme dans le milieu extracellulaire malgré sa 

production 

 La présence d'autres sources plus facilement métabolisables, ce qui peut réprimer la 

production de l’enzyme ou empêcher son expression (phénomène de répression 

catabolique). 

 La présence dans le milieu de substances inhibitrices qui pourraient être des composés 

présents dans le milieu ou produits par l'isolat lui-même.  
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Le surnagent, de l’isolat LMB3S25, exhibant une activité caséinase, a été soumis à un 

traitement thermique à des températures de 55, 70 et 100°C pendant 10 minutes. Les résultats 

ont révélé une augmentation intéressante de l’activité caséinase du surnagent traité à 55°C par 

rapport à son niveau initial. À 70°C, une diminution de l’activité enzymatique a été observée, 

et à 100°C l'activité caséinase a complètement disparu. 

L’augmentation de l’activité caséinase à 55 °C peut être issue d'une activation ou d'une 

meilleure accessibilité des sites actifs de l'enzyme. Cependant, à 70°C et surtout à 100°C, la 

structure de l'enzyme peut être inhibée ou dénaturée complètement. Un résultat similaire a été 

rapporté par Yang et al. (2020), où ils ont étudié la stabilité thermique d’une laccase et ont 

montré que l’activité enzymatique peut augmenter avec la température jusqu’à un certain point, 

atteignant un maximum à 60°C. 
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II. Caractérisation phénotypique des isolats les plus prometteurs 

II. 1. Résultats  

Les deux isolats LMB3S04 et LMB3S25 ont été sélectionnés pour faire l’objet d’une 

caractérisation phénotypique. 

II. 1. 1. Caractérisation microscopique 

Les caractères microscopiques des isolats ont été déterminés après 24 heures d’incubation à 

30°C sur Gélose Nutritive à 15% de NaCl. L’observation de l’état frais a mis en évidence le 

caractère mobilité des isolats. L’examen microscopique après coloration de Gram a révélé que 

les isolats possèdent un type de paroi à Gram positif. 

Les cellules de l’isolat LMB3S04 se présentent sous forme de bâtonnets isolés ou formant 

de chainettes. Les cellules de l’isolat LMB3S25 sont des coco-bacilles regroupés en amas 

(Figure 6). 

      

Figure 6 : Photos des résultats de la coloration de Gram des isolats après 24 heures d’incubation 

sur GN à 15% de NaCl à 30°C (microscope photonique à objectif 100 à immersion). 

II. 1. 2. Caractérisation macroscopique 

Après ensemencement des isolats sur milieu GN à 15 % de NaCl, les colonies 

apparaissent après 24 heures d’incubation à 30°C. Les colonies de l’isolat LMB3S04 sont 

circulaires de 3 à 4 mm de diamètre et de couleur beige. Leur surface est plate, lisse et brillante 

avec un contour irrégulier, translucide avec une consistance muqueuse. Elles sont non 

odorantes.  En dépassant les 24 heures d’incubation, elles deviennent sèches et collantes à la 

gélose avec une couleur blanche, Non odorantes. Quant à l’isolat LMB3S25, les colonies sont 

très petites de 2 mm de diamètre, opaques de couleur beige avec une surface bombée, lisse et 

brillante à contour régulier et à consistance muqueuse. Elles ne dégagent aucune une odeur 

(Figure 7). 
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Figure 7 : Photos des aspects macroscopiques des isolats après 24 heures d’incubation sur GN 

à 15% de NaCl à 30°C. 

II. 1. 3. Caractérisation physiologique  

La caractérisation physiologique des isolats a été déterminée en suivant quotidiennement 

leur croissance durant 72 heures sur milieu gélosé (Gélose Nutritive) à différents paramètres de 

salinité, de température et de pH. Les différents résultats de cette étude sont mentionnés dans 

le tableau 7. 

Tableau 7 : Intervalles de salinité, de température et de pH permettant la croissance des isolats. 

Isolats  

Paramètres de croissance   

LMB3S04 LMB3S25 

Concentration de NaCl (%) 0 à 20% 1 à 30% 

Optimum de concentration de NaCl de croissance 10 à 15% 15 % 

Température (°C)  25 à 55°C 25 à 55°C 

Optimum de température de croissance 30 - 37°C 30 - 55°C 

pH  5   à   8 5    à     9 

Optimum de pH de croissance 6 - 7 7 - 9 

 

II. 1. 4. Caractérisation biochimique  

Les propriétés métaboliques et le profil biochimique des isolats ont été caractérisés par la 

galerie API ID32 et les tests de la recherche de la catalase, le cytochrome oxydase, le type 

respiratoire sur milieu Viande Foie (VF) et la mobilité sur le milieu Mannitol-Mobilité.  

La recherche des enzymes respiratoires des isolats, a révélé la présence de la catalase et 

le cytochrome oxydase chez les deux isolats (Figure 8). 
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Figure 8 : Photos de résultats du test catalase (A) et Oxydase (B) des isolats 

 

Concernant le test Mannitol-Mobilité, la fermentation du mannitol a été observée 

uniquement chez l’isolat LMB3S04, elle s’est traduite par le virage de la couleur rouge de 

l’indicateur à la couleur jaune. En ce qui concerne la mobilité, les deux isolats ont envahi le 

milieu à partir de la piqure centrale, ce qui indique qu’ils sont mobiles. Les résultats sont 

démontrés dans la figure 9.  

La culture des isolats sur le milieu VF a montré qu’elles se développent uniquement dans 

la zone superficielle. Il s’agit de bactéries aérobies strictes (Figure 9). 

 

      

Figure 9 : Photos des résultats du test Mannitol-Mobilité (A) et type respiratoire (B)  

 

 

Les résultats obtenus pour la caractérisation biochimique des isolats LMB3S04 et 

LMB3S25 par le système ID32 sont récapitulé dans le tableau 8 et la figure 10. 
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Tableau 8 : Propriétés métaboliques des isolats mis en évidence par la galerie ID32 

Caractère  LMB3S04 LMB3S25 Caractères LMB3S04 LMB3S25 

ODC - - IND - - 

ADH - - βNAG - - 

LDC - - βGAL + - 

URE + - GLU + + 

LARL - - SAC + + 

GAT - - LARA + + 

5KG - + DAL + + 

LIP + - αGLU + + 

RP - - αGAL + + 

βGLU + - TRE - + 

MAN + - RHA + - 

MAL + - INO + - 

ADO + - CEL + - 

PLE + - SOR + - 

βGUR + + αMAL + + 

MNT - - AspA + + 

 

 

Figure 10 : Photos des résultats de la caractérisation biochimiques des isolats par le système 

ID32 après 24 heures d’incubation à 30°C. 
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II. 1. 5. Étude du profil de sensibilité des isolats aux antibiotiques 

La sensibilité des isolats a été testée sur la gélose Muller Hinton pour l’isolat LMB3S04 et à 

gélose Muller Hinton à 15% de NaCl pour l’isolat LMB3S25 selon le protocole de Bagheri et al. 

(2012). Les résultats obtenus, après comparaisons des diamètres des zones d’inhibition observés 

avec les valeurs critiques données par CA-SFM (2023), sont présentés dans le tableau 9.  

Tableau 9: Résultats de l’étude de la sensibilité des isolats aux antibiotiques. 

Isolats  

Antibiotiques  

  LMB3S04 LMB3S25 

Amoxicilline Résistant Sensible 

Vancomycine Résistant Résistant 

Fosfomycine Résistant  Résistant 

Kanamycine Sensible Sensible 

Tobramycine Sensible Résistant 

 

II. 2. Discussion 

Dans cette partie, nous avons procédé à la caractérisation phénotypique des isolats 

LMB3S04 et LMB3S25 conformément aux recommandations de Logan et al. (2009) pour la 

description de nouveaux taxons aérobies.  

La caractérisation a débuté par des examens microscopiques réalisés à l'état frais et après 

coloration de Gram. L'observation à l'état frais a révélé la mobilité des isolats, confirmée par la 

culture sur milieu Mannitol-Mobilité.  

L’étude microscopique, après coloration de Gram, a montré que les cellules des isolats 

étaient des bâtonnets à Gram positif de tailles variés, disposées soit sous forme de cellules 

isolées ou en chainettes pour l’isolat LMB3S04, soit en amas pour l’isolat LMB3S25. La 

majorité des études portant sur l'isolement des bactéries à partir d'habitats salins révèlent une 

dominance de bactéries à Gram positif (Klouche Khelil et al., 2013, DasSarma et DasSarma, 

2015 ; Nas et al., 2021, Saibi et al., 2022). 

L’étude de la croissance des isolats à différentes concentrations de NaCl a été menée sur 

un intervalle de 0 à 30%. L’isolat LMB3S04 a montré une capacité de croissance en l’absence 

de NaCl ainsi qu'à une concentration de 20%, avec un optimum de croissance entre 10 et 15%. 

L’isolat LMB3S25 n’a présenté aucune croissance à 0% de NaCl, indiquant une nécessité 

absolue de sel pour sa croissance. Il a démontré une croissance à une concentration de 30% de 

NaCl (point de saturation), avec un optimum à 15%. Selon la classification de Rahman et al. 
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(2017), ces isolats peuvent être classés respectivement comme halotolérant modéré et halophile 

extrême. 

L‘intervalle de température de croissance des isolats s’étend de 25 à 55°C, avec un 

optimum observé entre 30 à 37°C pour l’isolat LMB3S04, et entre 30 et 55°C pour l’isolat 

LMB3S25. Selon Bowers et al. (2009), ces caractéristiques permettent de les classer dans la 

catégorie des bactéries thermo-tolérantes. 

L’évaluation de la croissance à différents pH a révélé une croissance optimale à des pH 

neutres et légèrement alcalins. Ce profil correspond à celui des espèces alcali-tolérantes qui 

présentent une croissance optimale près de la neutralité tout en tolérant des pH alcalins (Bowers 

et al., 2009).  

Les microorganismes halophiles et halotolérants peuvent tolérer une large gamme de pH, 

se développant aussi bien dans des conditions acides qu’alcalins. Cette tolérance est rendue 

possible par divers mécanismes d’adaptation à l’acidité, tels que l’accumulation de solutés 

compatibles et de protons H+ (Lewinson et al., 2004). Ce qui peut expliquer la tolérance de nos 

isolats à un pH acide égal à 5. 

Les caractéristiques métaboliques des isolats ont été déterminées à l’aide du système 

miniaturisé API ID 32. Cette galerie présente un intérêt particulier pour établir les profils 

biochimiques des espèces bactériennes. Elle permet une caractérisation rapide et précise par 

l’analyser d’un large éventail de réactions enzymatiques et métaboliques, facilitant ainsi leur 

classification et leur étude fonctionnelle. Plusieurs enzymes ont été mises en évidence chez les 

isolats, β-Glucoronidase, -Glucosidase, -Galactosidase et -Maltosidasen ces enzymes 

jouent des rôles essentiels dans divers processus biotechnologiques.  

La β-Glucuronidase est utilisée en industrie pharmaceutique dans la production de 

médicaments et la détoxification de composés chimiques (Alagarsamy et Vijayakumar, 

2020). 

L’ α-Glucosidase : est utilisée en industrie alimentaire pour convertir l'amidon en glucose, 

et joue un rôle dans la production de bioéthanol à partir de matières premières végétales (Jin et 

Sun, 2022). 

L’α-Galactosidase es utilisée pour décomposer les oligosaccharides dans les aliments, 

réduisant ainsi les ballonnements et les gaz intestinaux (Guo et al., 2020).  

L’ α-Maltosidase (Maltase) : Utilisée pour convertir le maltose en glucose dans la 

production de sirop de glucose, et joue un rôle crucial dans la fermentation des levures pour la 

production des produits fermentés (Han et al., 2020).  
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La sensibilité des isolats aux antibiotiques a été évaluée en utilisant la gélose Muller-

Hinton pour l'isolat LMB3S04. Pour l'isolat LMB3S25, en raison de sa nécessité en NaCl pour 

sa croissance avec un optimum à 15%, la gélose Muller-Hinton a été supplémentée avec 15% 

de NaCl. Les deux isolats ont montré une résistance à la Vancomycine et la Fosfomycine, et 

une sensibilité à la Kanamycine. 

Dans leur étude, Nas et al. (2021), ont analysé le profil de résistance des isolats prélevés 

de la grande sebkha d’Oran, ils ont constaté que ces isolats présentaient une résistance à la 

fosfomycine mais étaient sensibles à la vancomycine et la kanamycine.  

En ce qui concerne l’Amoxicilline, l’isolat LMB3S25 s’est révélé sensible, résultat 

identique à ceux rapportés par Nas et al. (2021) et Saibi et al. (2022). En revanche l’isolat 

LMBS04 a montré une résistance à cet antibiotique. 
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L’objectif principal de ce travail était de réaliser un criblage des enzymes hydrolytiques 

d’intérêt biotechnologique (amylase, caséinase, gélatinase, lipase et estérases) à partir d’un 

ensemble de dix (10) souches bactériennes isolées de la grande sebkha d’Oran. 

Dans un premier temps, la production des activités enzymatiques a été évaluée sur milieu 

gélosé contenant 15% de NaCl et supplémenté des substrats d’intérêt. Sur les 10 isolats, neuf 

(9) isolats ont montré des activités hydrolytiques vis-à-vis au moins 4 substrats utilisés. Une 

dominance des activités protéasiques et cellulosique a été constatée chez les isolats. 

En se basant sur les niveaux d’activités enzymatiques observés, deux isolats ont été 

choisis LMB3S04 et LMB3S25. Leurs surnagents ont été utilisés pour étudier la production de 

protéases en milieu liquide. Cette recherche a impliqué l’analyse des surnagents induits par la 

présence des substrats (caséine et gélatine), ainsi que des surnageants non induits.  

Seulement le surnagent de l’isolat LMB3S25 induit par la présence de caséine a montré 

une activité protéasique significative. Il a été soumis à une étude de thermo-stabilité à des 

températures de 55°C, 70°C et 100°C. Une activation de la caséinase a été observée à 55°C, 

suivie d'une diminution de l’activité à 70°C et d'une disparition totale à 100°C. 

Les deux isolats choisis ont fait l’objet d’une identification phénotypique par des 

techniques de la microbiologie classique et par le système API ID32. Ils se présentent sous 

forme de bâtonnets à Gram positif, aérobies stricte, mobiles et possédant la catalase et 

l’oxydase. La galerie API ID 32 a mis en évidence un pouvoir métabolique important et un 

bagage enzymatique intéressant. 

L'étude de la tolérance au NaCl a permis d’assigner l’isolat LMB3S04 à la catégorie des 

bactéries modérément halotolérantes capables de se développer dans des milieux sans NaCl et 

de tolérer des concentrations de NaCl allant jusqu'à 20 %, et l’isolat LMB3S25 à la catégories 

des bactéries halophiles extrêmes comme il exige du sel pour sa croissance et tolère jusqu’à 

30%. Ces isolats présentent également des profils thermotolérants et alcalitolérants. 

Vu les résultats obtenus et les hypothèses formulés sur l’absence d’activités enzymatiques 

dans le milieu liquide malgré leur expression sur milieu gélosé, il serait particulièrement 

intéressant de mener une étude approfondie pour déterminer les conditions optimales de 

production, les limites physiologiques de l’excrétion de ces enzymes, ainsi que les paramètres 

de culture pouvant influencer l’activité enzymatique 

De plus, il serait pertinent d'envisager l'extraction et la purification de ces enzymes en 

vue d'applications potentielles dans l'industrie. 
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 Les résultats de l’étude de la stabilité thermique des surnagents actifs nous motivent à 

entreprendre la modélisation de la thermoactivation de ces activités. 

Les résultats nous encouragent également à poursuivre l’identification de ces isolats par 

l’analyse de la séquence complète du gène ARNr 16S. 

Un autre intérêt, est de rechercher d’autres potentiels biotechnologiques chez ces isolats 

tels que la production des biosurfactants ou la stimulation de la croissance végétale. Ils peuvent 

constituer des candidats prometteurs comme agents de bio-contrôle et des outils écologiques de 

bioremédiation. 
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 Annexe 01 

Composition des milieux de culture et solutions 

 
Bouillon Nutritif (pH = 7,2 ± 0,2)  

Peptone 20 g 

Extrait de levure 05 g 

Chlorure de sodium 05 g 

Eau distillée 1000 mL 

Gélose Nutritive (pH = 6,8 à 7,4) 
 

Peptone 05 g 

Extrait de viande 10 g 

Extrait de levure 02 g 

Chlorure de sodium 05 g 

Agar 20 g 

Eau distillée 1000 mL 

Gélose Müeller- Hinton (pH = 7,4) 
 

Infusion de viande de bœuf 300 g 

Hydrolysat de caséine 17,5 g 

Amidon 01,5 g 

Agar 17 g 

Eau distillée 1000 mL 

Milieu Mannitol-Mobilité (pH = 8,1± 0,2) 
 

Peptone 20 g 

Nitrate de potassium 01 g 

Mannitol 02 g 

Rouge de phénol 40 mg 

Agar 04 g 

Eau distillée 1000 mL 

Gélose viande-foie (pH = 7,6) 
 

Extrait de viande 10 g 

Peptone 20 g 
Extrait de levure 
Glucose  
Agar  
Eau distillée  

10 g 
05 g 
15 g 
1000 mL  
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Gélose à la cellulose  

Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL 

Cellulose 1 g 

Gélose au tween 80 
 

Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL 

Tween 80 1 mL 

Gélose à l’huile d’olive 
 

Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL 

l’huile d’olive 2.5 mL 

Gélose au jaune d’œuf 
 

Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL 

Emulsion de jaune d’œuf 10 mL 

Préparation de l’émulsion de jaune d’œuf 
 

Après avoir flamber la coquille avec de l’alcool pendant 30 secondes, récupérer le jaune 

d’œuf dans un bécher stérile et additionner aseptiquement 4 fois le volume en eau distillée 

stérile, mélanger rigoureusement puis mettre le mélange à l’étuve pendant 2 heures à 30°C et 

ensuite au réfrigérateur pendant 24 heures. 

 

N. B. Au moment de l’utilisation, mettre la gélose nutritive en surfusion (45°C) et ajouter 

l’émulsion de jaune d’œuf, après séchage le milieu est ensemencé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gélose à amidon 
 

Gélose nutritive 
Amidon 

100 mL 
1g 

  

Gélose à gélatine  

Gélose Nutritive supplémentée de NaCl  

Cellulose  

 

 100 mL 

                                      1 g 

Gélose au lait 
 

Lait écrémé poudre 10 g 
Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL 

 
N. B. Au moment de l’utilisation, mettre la gélose nutritive en surfusion (45°C) et ajouter du lait 
stérile. Après agitation, le mélange est coulé sur boite pétri. 
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 Annexe 02 

Catalogue analytique de la galerie ID 32 E 
 

 

 

 

  

 

 

 

 



 

 

 ملخص    

نظرًا لأهميتها في مجال  .إمكانيات عديدة لتطبيقات مبتكرة في مختلف المجالات للملح،او المقاومة توفر الإنزيمات التي تنتجها الكائنات الحية الدقيقة المحبة 

 ،لولازالبروتياز، السيالأميلاز، إلى فحص الإنزيمات المحللة: الدراسة  هذهالتكنولوجيا الحيوية والحاجة الحالية لمنتجين أكثر كفاءة لمثل هذه المحفزات، تهدف 

. من بين العزلات العشرة، NaCl من %51الإنزيم على وسط الآجار بتركيز  معزولة من السبخة الكبرى بوهران. تم تقييم إنتاج عزلاتعشر  والليباز من الإستيراز

  والسليلوز.المحلل للبروتين نشاط الأنزيم  تفوقمع  مكونات 4ملحوظًا ضد ما لا يقل عن  اتحليليعزلات نشاطًا  9أظهرت 

الأنزيمية على الوسط  أنشطتهمادراسة لالعالية  LEAومستويات  التحليلي، لنطاقهما الواسع من النشاط LMB3S25و LMB3S04تم اختيار عزلتين، 

 07درجة مئوية و 11 عند الحرارياختبارات الثبات . أظهرت LMB3S25 العزلة لدىللبروتين المحلل  للأنزيمكبير  سائل. كشفت هذه الدراسة عن نشاطمغذي 

اختفاء كامل درجة مئوية و 07نشاط عند لل ادرجة مئوية، وانخفاض 11عند  البروتياز انزيملنشاط تحفيزا حراريا  ،دقائق 57درجة مئوية لمدة  577درجة مئوية و

  درجة مئوية. 577عند للنشاط 

الكاتلاز والأكسيداز. كشف  تمتلك انزيمات شكل عصيات موجبة الجرام، متحركة،  ظهرت على الظاهري.كما تم إخضاع العزلات المختارة للتوصيف 

المتحملة بين البكتيريا من  LMB3S04 العزلة . أتاحت دراسة تحمل كلوريد الصوديوم تصنيفواعدنشاط انزيمي مثيرة للاهتمام وضية ايعن إمكانات  ID 32نظام 

 صفات التحمل الحراري   مختلفة   pH  مستوياتو . أظهر النمو عند درجات حرارةبشدةبين البكتيريا المحبة للملح من  LMB3S25والعزلة معتدل للملح بشكل 

العزلات مقاومة للفانكومايسين والفوسفوميسين، وحساسية للكاناميسين. فيما يتعلق  بدتأظهر مخطط المضادات الحيوية مظاهر مقاومة متنوعة، وأ والقلوي للعزلات.

مقاومة، على عكس  LMB3S25 عزلةالمقاومة. فيما يتعلق بالتوبراميسين، أظهرت    LMB3S04 عزلةو ال حساسة LMB3S25 عزلةوجد ان البالأموكسيسيلين، 

 .ةحساسي التي أظهرت  LMB3S04 عزلةال

 واعدة لمختلف تطبيقات التكنولوجيا الحيوية.صادر قد تشكل هذه العزلات وإنزيماتها م

  .البيئات المالحة ، البكتيريا المحبة و المقاومة للملوحة ، الانزيمات ، التطبيقات البيوتكنولوجية الكلمات المفتاحية :

 

Résumé 

Les enzymes produites par les microorganismes halophiles et halotolérants offrent de nombreuses possibilités 

d’applications innovantes dans des domaines variés. Compte tenu de leur importance biotechnologique et du besoin actuel de 

producteurs plus efficaces de tels catalyseurs, la présente étude visait à cribler des enzymes hydrolytiques : amylases, protéases, 

estérases et lipases de dix souches isolées de la Grande sebkha d’Oran. La production des enzymes a été évaluée sur milieu 

gélosé à une concentration de 15% de NaCl. Sur les dix isolats, 9 isolats ont montré des activités hydrolytiques significatives 

contre au moins de 4 substrats avec une dominance des activités protéasique et cellulosique. 

Deux isolats, le LMB3S04 et LMB3S25, ont été sélectionnés pour leur large spectre d’activité hydrolytique et leurs 

niveaux LEA élevés pour la mise en évidence de leurs activités enzymatiques extracellulaires sur milieu liquide. Cette étude a 

révélé une activité protéasique importante pour l’isolat LMB3S25.  L’étude de sa stabilité thermique réalisée à 55°C, 70°C et 

100°C pendant 10 minutes a montré une thermoactivation à 55°C, une diminution de l’activité à 70°C et une désactivation 

complète à 100°C.  

Les isolats sélectionnés ont également été soumis à une caractérisation phénotypique. Ils se présentent sous forme de 

bâtonnets à Gram positif, mobiles, et possédant une catalase et oxydase. Le système ID 32 a révélé un potentiel métabolique 

intéressant et un bagage enzymatique prometteur. L'étude de la tolérance au NaCl a permis de classer l’isolat LMB3S04 parmi 

les bactéries modérément halotolérantes et l’isolat LMB3S25 parmi les bactéries halophiles extrêmes. La croissance à 

différentes températures et pH a mis en évidence les caractères thermotolérants et alcalitolérants des isolats. L’antibiogramme 

a révélé des profils de résistances variés, les isolats ont montré une résistance à la Vancomycine et la Fosfomycine, et une 

sensibilité à la Kanamycine. Concernant l’amoxicilline, l’isolat LMB3S25 s’est avéré sensible, tandis que l'isolat LMB3S04 a 

montré une résistance. En ce qui concerne la Tobramycine, l'isolat LMB3S25 a montré une résistance, contrairement à l'isolat 

LMB3S04 qui y est sensible. 

Ces isolats ainsi que leurs enzymes peuvent constituer des candidats prometteurs pour diverses applications 

biotechnologiques. 

Mots clés : écosystèmes salins, bactéries halophiles et halotolérantes, enzymes, applications biotechnologiques 

 

 

Abstract 

Salt-tolerant enzymes produced by halophilic and halotolerant microorganisms offer numerous opportunities for 

innovative applications in various fields. Given their biotechnological significance and the current need for more efficient 

producers of such catalysts, the present study aimed to screen for hydrolytic enzymes, including amylases, proteases, esterases, 

and lipases, from ten strains isolated from the Great Sebkha of Oran. Enzyme production was evaluated on agar medium 

containing 15% NaCl. Out of the ten isolates, nine exhibited significant hydrolytic activities against at least four substrates, 

with a predominance of proteolytic and cellulolytic activities. 

Two isolates, LMB3S04 and LMB3S25, were selected for their broad spectrum of hydrolytic activities and high levels 

of extracellular enzyme activity (LEA) for further investigation of their enzymatic activities in liquid medium. This study 

revealed significant protease activity for isolate LMB3S25. Thermal stability testing at 55°C, 70°C, and 100°C for 10 minutes 

showed thermoactivation at 55°C, a decrease in activity at 70°C, and complete deactivation at 100°C. 

The selected isolates were also subjected to phenotypic characterization. They appeared as Gram-positive, rod-shaped, 

motile bacteria possessing catalase and oxidase. The ID 32 system revealed an interesting metabolic potential and a promising 

enzymatic profile. The study of NaCl tolerance classified isolate LMB3S04 as moderately halotolerant and isolate LMB3S25 

as extremely halophilic. Growth at different temperatures and pH levels highlighted the thermotolerant and alkalitolerant nature 

of the isolates. Antibiotic susceptibility testing revealed varied resistance profiles: the isolates were resistant to vancomycin 

and fosfomycin, and sensitive to kanamycin. Regarding amoxicillin, isolate LMB3S25 was sensitive, while isolate LMB3S04 

showed resistance. For tobramycin, isolate LMB3S25 exhibited resistance, whereas isolate LMB3S04 was sensitive. 

These isolates and their enzymes may serve as promising candidates for various biotechnological applications. 

Keywords : saline ecosystems, halophilic and halotolerant bacteria, enzymes, biotechnological applications 

  


