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Abstract

Environmental pollution resulted by industrial, agricultural, and urban activities has become a
major concern due to the accumulation of persistent pollutants, particularly hydrocarbons and
synthetic dyes. In this context, bioremediation has gained increasing attention as an
environmentally sustainable strategy that employs microorganisms capable of degrading these
contaminants.

The present study aimed to investigate the production of enzymes involved in bioremediation
by an extremophilic bacterial strain designated LMB3057, identified as belonging to the genus
Bacillus and isolated from the waters of the Great Sebkha of Oran.

The isolate was subjected to phenotypic characterization. It was found to be a Gram-positive,
motile rod exhibiting both catalase and oxidase activities. The APl 20E system revealed a
diversified metabolic profile. The physiological characterization demonstrated that the strain
exhibits a broad tolerance to extreme environmental conditions, with growth occurring at NaCl
concentrations ranging from 0 to 25%, temperatures between 25 and 60°C, and pH values
ranging from 6 to 9.

The evaluation of its enzymatic potential revealed a promising enzymatic repertoire. The isolate
produced amylase, cellulase, caseinase, esterase, lecithinase, and lipase. These enzymatic
activities were observed both in the absence and presence of high salt concentrations.
Furthermore, bioremediation assays demonstrated the ability of strain LMB3057 to decolorize
certain synthetic dyes, particularly methylene blue and Congo red. The strain also showed the
ability to grow in a medium containing diesel as the sole source of carbon and energy,
suggesting its potential capability to degrade certain hydrocarbons.

This isolate and its enzymes may therefore represent promising candidates for various

biotechnological applications.

Keywords : Extremophiles; extremoenzymes; bioremediation; synthetic dyes; diesel.



Résumé

La pollution environnementale issue des activités industrielles, agricoles et urbaines constitue
aujourd’hui une problématique majeure en raison de 1’accumulation de nombreux polluants
persistants, notamment les hydrocarbures et les colorants synthétiques. Dans ce contexte, la
bioremédiation apparait comme une alternative écologique et durable reposant sur I’utilisation
de microorganismes capables de dégrader ces contaminants. Le présent travail vise a rechercher
la production d’enzymes impliquées dans la bioremédiation chez une souche bactérienne
extrémophile, désignée LMB3057et identifiée comme appartenant au genre Bacillus, isolée a

partir des eaux de la Grande Sebkha d’Oran.

L isolat a été soumis a une caractérisation phénotypique. Il se présent sous forme de batonnet a
Gram positif, mobile, et possédant une catalase et oxydase. La galerie APl 20E a révélé un
métabolisme diversifié. L’étude des parametres physiologiques a montré que la souche présente
une large tolérance aux conditions environnementales extrémes, avec une croissance observée
a des concentrations en NaCl comprises entre 0 et 25 %, des températures variant de 25 a 60 °C

et des valeurs de pH comprises entre 6 et 9.

L’évaluation du potentiel enzymatique a mis en évidence un bagage enzymatique prometteur.
L’isolat produit I’amylase, la cellulase, la caséinase, I’estérase, la 1écithinase et la lipase. Ces
activités enzymatiques ont été observées aussi bien en absence qu’en présence de fortes

concentrations en sel.

Par ailleurs, les essais de bioremédiation ont montré la capacité de la souche LMB3057 a
décolorer certains colorants synthétiques, notamment le bleu de méthylene et le rouge Congo.
La souche a également démontré sa capacité a se développer sur un milieu contenant le diesel
comme seule source de carbone et d’énergie, suggérant son aptitude potentielle a dégrader

certains hydrocarbures.

Cet isolat ainsi que ses enzymes peuvent constituer des candidats prometteurs pour diverses

applications biotechnologiques.

Mots-clés : Extrémophiles, extrémoenzymes, bioremédiation, colorants synthétiques, diesel.
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La Terre subit des conséquences extrémement graves dues aux activités humaines telles
que l'agriculture moderne, I'industrialisation, la surpopulation. Ces activités contribuent & une
production intense de polluants comme les phénols, les colorants azoiques, les hydrocarbures
aromatiques polycycliques, les composés polychlorés, les pesticides, les métaux lourds, etc.
Ces substances chimiques résistent a la biodégradation et persistent longtemps dans
I'environnement, provoquant des dommages aigus et chroniques qui menacent les composantes
biotiques des écosystemes (McComb et al., 2014). lls peuvent provoquer des effets
cancérogénes, mutagénes et toxiques sur les humains et les autres organismes, et affectent

I'ensemble de la planete (Liu et al., 2019).

Les environnements extrémes, tels que les lacs salins, les sebkhas, les sources
hydrothermales, les lacs acides et fonds marins, abritent une diversité extraordinaire de
microorganismes adaptés a des conditions de salinité élevée, de température, de pression et de
pH variables. Ces microorganismes sont qualifiés extrémophiles ou extrémo-tolérants. Ils
possedent des mécanismes d’adaptation, leur permettant de survivre et de maintenir leur

stabilité dans les conditions hostiles (Menasria et al., 2019 ; Saibi et al., 2022).

Les microorganismes extrémophiles possédent également des caractéristiques
biotechnologiques et industrielles spécifiques, a savoir la capacité de produire des
biopolyméres, des pigments, des antimicrobiens, des biosurfactants, des solutés compatibles et
des extrémoenzymes (Aissaoui et al., 2018 ; Arab et al., 2018 ; Yadav et al., 2018 ; Nas et
al., 2021 ; Saibi et al., 2022).

Les extrémoenzymes synthétisées par les microorganismes extrémophiles présentent des
propriétés remarquables, notamment une stabilité a de fortes concentrations salines, une activité
maintenue sur une large gamme de températures et de pH, ainsi qu'une résistance aux solvants
organiques. Ces caractéristiques leur conférent un avantage considérable pour les applications
industrielles et environnementales, en particulier dans le domaine de la bioremédiation des
environnements extrémes contaminés par des polluants organiques, tels que les colorants
synthétiques présents dans les effluents textiles et les hydrocarbures pétroliers. Elles constituent
ainsi une alternative écologique, sre, efficace et peu colteuse aux procédés conventionnels de
dépollution (Mesbah, 2022 ; Sun et al., 2024)..

L’ Algérie est riche en milieu extrémes naturels abritant une flore intéressante. La Grande

Sebkha d’Oran constitue 1’un des plus importants écosystémes dans le pays. C’est un
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écosystéme hypersalin, qui héberge une source prometteuse de microorganismes produisant des
métabolites secondaires originaux a activités antimicrobiennes et des extrémoenzymes (Nas et
al., 2021 ; Saibi et al. 2022).

Notre ¢étude s’inscrit dans une démarche de valorisation biotechnologique des
microorganismes extrémophiles issus des habitats extrémes algériens. Dans cette perspective,
nous nous sommes fixé comme objectif principal le criblage des activités enzymatiques
impliquées dans les processus de bioremédiation chez une bactérie extrémophile, désignee
LMB3057.

Afin d’atteindre cet objectif, nous avons suivis la démarche suivante :
> Revivification et la vérification de la pureté de la souche LMB3057,
> Caractérisation phénotypique et biochimique de la souche
» Criblage de la production d’enzymes extracellulaires en présence et en abscence
de sel.
> Evaluer un exemple de potentiel de bioremédiation (décoloration des colorants

synthétiques et croissance sur diesel).
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Synthese Bibliographique
1. Les microorganismes extrémophiles

1. 1. Définition

Le concept extrémophilie trouve son origine historique dans les travaux de MacElroy
(1974), qui a utilisé ce terme pour désigner les microorganismes capables de se développer dans
des environnements jugés hostiles aux formes de vie conventionnelles.

Les microorganismes extrémophiles possédent une remarquable plasticité physiologique
leur permettant non seulement de subsister, mais aussi de maintenir une activité métabolique

optimale dans les conditions extrémes (Salwan et Sharma, 2020).

1. 2. Les classes des microorganismes extrémophiles

La classification des micro-organismes extrémophiles s’établit principalement en
fonction des caractéristiques physico-chimiques de leurs habitats naturels. Parmi les habitats
extrémes nous trouvons les sources hydrothermales sous-marines et les environnements
géothermiques caractérisés par des températures élevées, les régions polaires et les zones
abyssales caractérisées par des températures basses, les sediments marins profonds caractérisés
par les pression élevée, les lacs acides et les lacs alcalins et hypersalins (Sysoev et al., 2021 ;
Hamid et al., 2022 ; Kanekar et Kanekar, 2022 ; Rawat et al., 2024,)

Les microorganismes extrémophiles colonisant ces habitats sont répartis en différentes

classes ; les plus étudiées sont présentées dans tableau 1.
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Tableau 1. Principales classes d'extrémophiles et leurs conditions de croissance

Catégories

Conditions de croissances

Références

Hyper-thermophiles

L’optimum a T°C supérieure a 85°C.

(Gupta et al., 2014)

Thermophiles modeérés

I’optimum de croissance se situe entre

40°C et 60°C.

(Gupta et al., 2014)

Thermophiles extrémes

L’optimum entre 60°C et 85°C.

(Gupta et al., 2014)

Psychrophiles

L’optimum & des températures

inférieures ou égales a 15 °C.

(Boetius et al., 2015)

Halophiles

Nécessitent le sel pour la croissance

[NaCl] supérieure a 2% (p /v).

(Rahman et al., 2017)

Halotolérants

Tolérent des concentrations

croissantes en NaCl de 0 a 30%

(Rahman et al., 2017)

Acidophiles Optimum a pH inférieur a 3 (Salwan et Sharma,
2020)

Alcalophiles Optimum a pH égale ou supérieur a9 (Sysoev et al., 2021)

piézophiles Croissance a des pressions élevées (Scheffer and Gieg,
supérieures a 10 MPa 2023)

xérophiles Croissance a activité d’eau inférieure (Kanekar et Kanekar,
a0.8. 2022)

Meétallophiles Croissance en présence de métaux (Sinhaetal., 2014)
(Zn, Cd, Cu, Cr, Co, Ag, Pb, Hg...)

Radiophiles Croissance en présence de Rayons X, (Basu, 2022)

gamma et ultraviolet.

2. Les microorganismes des habitats salins et hypersalins

Les habitats salins et hypersalins sont caractérisés par leur concentration totale en sels

solubles qui constituent des combinaisons ioniques neutres de différents cations et d’anions.

Cette composition ionique est déterminée par les caractéristiques géologiques locales, elle se

différe d’un biotope & un autre, il peut s’agir des ions minéraux (Cl-, Ca*, Fe?*, Fe3+, Mg?*,

K*, Na") ou organiques (acétate, carbonate, citrate, nitrate) ainsi que monoatomiques (F-) ou
polyatomiques (SO42) (Oren, 2006 ; Ventosa et al., 2015).

Ces habitats sont représentés par des systemes aquatiques comme la Mer Morte, le Grand

Lac Salé et terrestres naturels, ainsi que des habitats issus de 1’intervention humaine tels que les

4
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saumures, les champs de pétrole, les étangs, les tanneries et les aliments salés (Akpolat et al.,
2015 ; Kiplimo et al., 2019).

L'Algérie est riche en zones humides et écosystémes salins naturels originaux,
principalement dans le Sahara. Elle compte plus de 2 000 zones humides, une cinquantaine sont
classées comme zones d'importance internationale dans le cadre de la convention de Ramsar
tels que la Sebkha d’Ezzemoul (Kharroub et al., 2006), les lacs hypersalés de Sidi Ameur et
de Himalatt (Boutaiba et al., 2011) et la grande Sebkha d’Oran (Nas et al., 2021).

Les communautés microbiennes abritant ces habitas sont conditionnées par plusieurs
parametres outre que la salinité tels que 1’alcalinité, la faible concentration en oxygéne, les
variations de la température, les rayons solaires, les métaux lourds et d'autres composés
toxiques (pesticides, produits chimiques) (DasSarma et DasSarma 2012 ; Naghoni et al.,
2017).

Ces communautés sont divisées en deux communautés les microorganismes halophiles
qui dépendent strictement de la présence du sel (NaCl) pour leur croissance, et les halotolérants
qui sont capables de se développer en absence de sel et de tolérer des concentrations élevées en
sel.

Sur la base de leur exigence saline et de leur optimum de croissance, Kushner (1985) a
classé les microorganismes halophiles en trois catégories principales :

e Les microorganismes léegéerement halophiles : présentent une croissance optimale
dans des milieux contenant entre 2 % et 5 % de NaCl

e Les halophiles modérés : se développent dans des environnements ou la concentration
en NaCl varie entre 5 % et 20 %

e Les halophiles extrémes : nécessitent des concentrations salines élevées, généralement
comprises entre 20 % et 30 % de NaCl.

Selon le méme auteur, au sein de la communauté des halotolérants, il existe également
trois catégories :

e Les microorganismes légérement halotolérants qui tolerent des concentrations de
NaCl allant de 0 jusqu’a 6 a 8% de NaCl (p/v).

e Les halotolérants modéres qui tolérent des concentrations de NaCl allant de 0 jusqu’a
18 & 20% de NaCl (p/v).

e Les halotolérants extrémes qui tolerent toutes concentrations de NaCl varient de 0%

de NaCl (p/v) jusqu’a le point de saturation (30% de sel).
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3. Application des microorganismes halophiles et halotolérants en bioremédiation

Les constituants cellulaires des microorganismes halophiles et halotolérants possédent
des propriétés uniques et une grande stabilité leur permettant de se développer de maniere
optimale. Cette aptitude leur confére un potentiel biotechnologique important permet leur
exploitation dans le domaine de la bioremédiation des environnements contaminés (Martinez-
Espinosa, 2024).

La bioremédiation constitue une méthode efficace, économique et respectueuse de
I’environnement permettant la restauration des milieux dégradés. De nombreuses études ont
montré que les microorganismes halophiles et halotolérants constituent des candidats
prometteurs pour la dépollution des milieux contaminés dans conditions extrémes notamment
la dépollution des eaux souterraines ainsi qu’a la restauration des milieux marins endommaggés.
Plusieurs espéces, notamment Cellulomonas spp. Bacillus marisflavi, Dietzia maris et
Halomonas eurihalina, ont démontré leur capacité a métaboliser des contaminants organiques
a des concentrations atteignant 10 % de NaCl (Lu et al., 2015 ; Zhao et al., 2017 ; Khalid et
al., 2021).

L’intérét de ces microorganismes réside dans leur arsenal enzymatique dont leurs
enzymes ne sont pas uniquement stables et actives a des concentrations élevées de sel, mais,
elles sont également tolérantes a des températures froides et élevées, stables a des pH alcalins
et en présence de solvants organiques (Aljohny, 2015). Les enzymes produites par les
microorganismes extrémophiles sont appelées extremozymes (Kumari et al., 2024).

Les enzymes d’origine microbienne permettent la transformation des polluants en

composés moins toxiques ou inoffensifs (Narayanan et al., 2023).

4. Principales enzymes microbiennes utilisés en bioremédiation

Les principales enzymes impliquées dans la bioremédiation sont les hydrolases, les
cytochromes P450, les laccases, les déhalogénases, les protéases et les lipases. Ces enzymes
ont démontré un fort potentiel dans la dégradation des polymeres, des hydrocarbures
aromatiques, des composés halogénés, des colorants, des détergents et des produits
agrochimiques. Les mécanismes enzymatiques impliqués comprennent principalement
I'oxydation, la réduction, I'élimination et I'ouverture des cycles aromatiques (Bhandari et al.,
2021).
4. 1. Les hydrolases

Les hydrolases sont des enzymes qui catalysent la rupture des liaisons chimiques par

I’intervention d’une molécule d’eau, entrainant ainsi la transformation de molécules complexes
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en composes de plus faible masse moléculaire et contribuant a la réduction de la toxicité des
polluants. Elles favorisent 1’hydrolyse de diverses liaisons chimiques, notamment les liaisons
C-C, C-0O, CN, S-S, SN, S-P, C-P, ainsi que d’autres types de liaisons, en utilisant 1’eau
comme réactif. Ces enzymes catalysent également plusieurs réactions associées, telles que les
réactions de condensation et d’alcoolyse (Bhandari et al., 2021).

Les principaux avantages de cette classe enzymatique résident dans leur disponibilité,
leur faible codt, leur caractére respectueux de I’environnement, 1’absence de nécessité de
certains cofacteurs, ainsi que leur tolérance a 1’ajout de solvants miscibles a I’eau (Karigar et
al., 2011).

Les enzymes hydrolytiques microbiennes, telles que les lipases, les estérases, les
amylases, les protéases, les cellulases, les nitrilases, les peroxydases et les cutinases, peuvent
étre mises a profit pour la gestion des déchets issus de I’industrie agroalimentaire, la
dégradation des plastiques et des insecticides, le traitement des dépots de biofilms ainsi que la
dépollution des sols contaminés par les hydrocarbures (Kumar et Sharma, 2019).

L’hydrolyse des liaisons ester, amide et peptidique par les estérases, les amidases et les
protéases conduit a la formation de produits présentant une faible toxicité, voire nulle. Des
hydrolases produites par des bactéries appartenant aux genres Achromobacter, Pseudomonas,
Flavobacterium, Nocardia et Bacillus, ont été utilisées avec succes pour la transformation de
polluants tels que le carbofurane, le carbaryl, le parathion, le diazinon et le coumaphos
(Bhandari et al., 2021).

4. 2. Cytochromes P450

Le cytochrome P450 (EC 1.14.14.1) constitue une superfamille d’enzymes ubiquistes,
présentes dans les trois domaines du vivant : les Eucaryotes, les Bactéries et les Archées. Ces
enzymes assurent une grande diversité de fonctions, allant de la biosynthese de produits naturels
complexes et du métabolisme des médicaments dans les organismes vivants a la
biotransformation de composés toxiques présents dans les écosystemes. Les cytochromes P450
posseédent une capacité intrinséque a dégrader les hydrocarbures aromatiques polycycliques, les
composeés chlorés et certains pesticides. Ces réactions jouent un rdle central dans les processus
de bioremédiation (L. et al., 2020).

4. 3. Les laccases.

Les laccases (benzenediol : oxygene oxydoréductases (EC 1.10.3.2) sont des enzymes
extracellulaires constituées de glycoprotéines monomériques, dimériques ou tétraedriques,
(Shraddha et al., 2011). Elles sont capables d'oxyder les composés phénoliques, les amines
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aromatiques, les colorants synthétiques et les hydrocarbures aromatiques. Elles possedent une
grande stabilité thermique, une tolérance au pH, une résistance aux solvants et une activité dans
les milieux salins. Elles sont largement utilisees dans la décoloration des effluents textiles, la

dégradation du bisphénol A et le traitement des eaux usées industrielles.

4. 4. Les déhalogenases

Les déhalogénases microbiennes (EC 3.8.1.5) suscitent un intérét considérable en raison
de leur role important dans la bioremédiation des composes organiques halogénés. Elles
catalysent la rupture des liaisons carbone-halogene des polluants halogénés tels que les
bromophénols ; les chlorophénols ; les biphényles polychlorés et les composés bromés.
(Bhandari et al., 2021).

Elles interviennent selon trois principaux mécanismes : hydrolytique, réducteur et
oxygénolytique. Ces processus permettent 1’élimination des atomes d’halogéne, soit par leur
substitution par un groupe hydroxyle provenant de 1’eau, soit par leur remplacement par un

atome d’hydrogéne issu de I’hydrogéne moléculaire (Wang et al., 2018).

5. Autres applications biotechnologiques des microorganismes halophiles et halotolérants

L’aptitude des microorganismes halophiles et halotolérants a supporter les conditions
extrémes ainsi que leur grande diversité métabolique leur conférent d’autres potentialités
biotechnologiques autres que la production d’extrémoenzymes.

IIs produisent des solutés compatibles qui sont des molécules organiques de faible poids
moléculaire et trés hydrosolubles pour assurer leur équilibre osmotique ; ce sont des
osmoprotecteurs compatibles qui peuvent étre des sucres, des polyalcools et leurs dérivés ou
des acides aminés et leurs dérivés. Ces molécules possedent un grand intérét dans différentes
industries, ils sont utilisées en industrie comme stabilisants d’enzymes, des acides nucléiques,
de membranes et de cellules entiéres vis-a-vis les températures élevées et la dessiccation
(Reang et al., 2024).

Les microorganismes halophiles et halotolérants produisent également des pigments qui
jouent un role protecteur important en protegeant les cellules contre les rayonnements UV, le
stress oxydatif et d’autres facteurs de stress présents dans les milieux extrémes. Ils agissent
également comme un bouclier pour protéger le microorganisme producteur contre les composés
antimicrobiens naturels secrétés par d’autres microorganismes. Ces pigments possedent des
propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, anticancereuses et photoprotectrices, ce qui leur
confere un intérét considérable dans les domaines pharmaceutique, alimentaire et

biotechnologique (Rawat et al., 2024).
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Un autre type de molécules synthétisées par les microorganismes halophiles et
halotolérants, les biosurfactants. Ces molécules sont des agents tensio-actifs synthétisés par
les microorganismes pour améliorer I’assimilation des composés insolubles dans 1’eau, tels que
les hydrocarbures, afin de les métaboliser. En effet, les biosurfactants facilitent 1’attachement
des cellules aux hydrocarbures en augmentant leur solubilité dans I’cau (émulsifcation) et leur
diffusion a I’intérieur de la cellule microbienne. Leur capacité a modifier les propriétés inter
faciales et a induire la formation d’émulsion, la séparation de phases, la solubilisation, le
mouillage, la détergence et la réduction de viscosité, permet de les appliqués dans une grande
variété de procédes industriels et biotechnologiques impliquant 1’agriculture en jouant le role
d’antagonistes, la bioremédiation des sites contaminés par les hydrocarbures, les polluants
organiques et les métaux lourds, et I’industrie pétroliére, particuliérement dans les opérations
de nettoyage des bacs de stockage du pétrole (Huang et al., 2010).

Les microorganismes halophiles et halotolérants synthétisent aussi les
exopolysaccharides qui sont des polyméres constitués majoritairement d’un
enchainement d’oses. Ces molécules remplissent plusieurs fonctions, celles d’une barriére
physique contre la phagocytose, la dessiccation, les biocides, les radiations UV, les surfactants
et les antibiotiques, ou encore une fonction essentielle dans les processus d’interactions et
reconnaissances cellulaires. En termes d’exploitation biotechnologique, les exopolysaccharides
présentent quelques atouts, dont ils peuvent étre utilisés pour modifier les propriétes
rhéologiques des systemes aqueux en améliorant la viscosité des solutions, méme a des
concentrations faibles. Ces polymeéres sont utilisés comme des agents stabilisants, épaississants,
gélifiants et émulsifiants, dans I’industrie pharmaceutique, 1’industric du Pétrole, 1’agro-
alimentaire, du papier, du textile et cosmétique Ils sont également utilisés comme dissolvants
métalliques et bio-absorbants dans la récupération du pétrole, les mines et les industries du
pétrole (Biswas et Paul, 2014 ; Arundhati et al., 2015).

Les microorganismes halophiles et halotolérants jouent également des rbles essentiels
dans divers procédés de fermentation des denrées alimentaires qui se réalisent en présence de
sel (Aljohny, 2015), et dans la stimulation de la croissance végétale (PGP) pour atténuer le

probléme de la salinité des sols et améliorer leur fertilisation (Ramadoss et al., 2013).
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Ce travail porte sur la recherche de la production des enzymes utilisees en bioremédiation
par une souche bactérienne extrémophile du genre Bacillus nommée LMB3057 et issue de la
grande sebkha d’Oran .

4. Origine de la souche LMB3057

La souche utilisée pour cette étude provient d’une collection de souches bactériennes
isolées par Dr. NAS Fatima, le 14 février 2014, a partir des échantillons d’eau prélevés de la
grande Sebkha d’Oran. La collection a été conservée a -20°C sur Bouillon Nutritif a 10% de
NaCl (p/v) additionné de 25 % de glycérol (v/v).

5. Revivification et vérification de la pureté de la souche

La revivification de la souche a été effectuée sur Bouillon Nutritif & 10 % de NaCl (p/v).
A partir des suspensions conservées, 100 pL ont été inoculés dans 10 mL de Bouillon Nutritif
a 10 % de NaCl (p/v) puis incubés a 30°C. Apres incubation, des repiquages successifs ont été
effectués, par la technique d’épuisement, sur la Gélose Nutritive a 10 % de NaCl (p/v) afin
d’assurer la pureté de notre isolat.

La souche a été de nouveau conservée a 4°C sur Gélose Nutritive inclinée contenant 10%
de NaCl (p/v), et a -20°C sur Bouillon Nutritif a 10% de NaCl (p/v) et 25% (v/v) de glycérol

pour une conservation a long terme.

6. Caractérisation phénotypique de la souche LMB3057
La caractérisation phénotypique de 1’isolat LMB3057 a été effectuée en suivant les tests
recommandés par Logan et al. (2009) pour la description des bactéries aérobies formant

d’endospores.

3. 1. Détermination des caracteres microscopiques
Les caractéres microscopiques de notre isolat ont été déterminés aprés 24 heures
d’incubation a 30°C sur Gélose Nutritive a 10 % de NaCl.
e Lamobilité a été vérifiée par ’examen a I’état frais.
e La morphologie, I’arrangement cellulaire et le type de paroi ont été déterminés apres

coloration de Gram.

3. 2. Caractéres macroscopiques
Les caractéres culturaux des isolats (taille, forme, pigmentation, opacité, élévation et
consistance des colonies) ont été déterminés apres 24 heures d’incubation a 30°C sur Gélose

Nutritive a 10 % de NaCl.
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3. 3. Croissance a différentes conditions de température, pH et salinité
Les intervalles des différentes conditions physicochimiques (salinité, température et pH)
permettant la croissance de notre isolat 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).
e Pour la recherche de la gamme de salinit¢ permettant la croissance, I’isolat a été
ensemencé sur GN a pH 7 contenant les concentrations en NaCl suivantes : 0, 1, 10, 15,
20, 25 et 30 % (p/v). Les cultures sont ensuite incubées a 30°C.
e Pour la température permettant la croissance, elle a été déterminée par incubation de
I’isolat ensemencé sur GN a 10% de NaCl et pH 7 dans les températures suivantes 25,
30, 37, 45, 55 et 60°C.
e Quant au pH, I’isolat a été ensemencé sur GN a 10% de NaCl ajustée a des pH de 4, 5,
6,7, 8 et 9. L’incubation a été effectuée a 30°C.

3. 4. Caracteres biochimiques
3. 4. 1. Recherche de la catalase

Ce test consiste a mettre en contact une colonie avec une goutte de peroxyde d’hydrogéne
H20>. La présence de la catalase se traduit par un dégagement immédiat des bulles gazeuses
(Health Protection Agency, 2011).

3. 4. 2. Recherche de la Cytochrome-oxydase

Le cytochrome oxydase est la derniére enzyme de la chaine respiratoire. Elle assure le
Transfert des électrons sur I’oxygene ou sur un autre oxydant minéral. Sa recherche s’effectue
En mettant en contact I’isolat avec des disques imprégnés par le réactif oxalate de N, N-
diméthyl-1,4-phénylene diaminedichlorure de couleur rose.

Dans un tube a hémolyse contenant de 1’eau physiologique inoculé par la souche, on
dépose un disque d’oxydase. Apreés quelques minutes, la présence de I’enzyme se traduit par le

virage de la couleur rose du disque vers un violet noiratre (Public Health England, 2014).

3.4. 3. Lagalerie API 20E

La plaque API 20E permet d’étudier 20 tests biochimiques, ils comportent la recherche de
la B-Galactosidase (ONPGQG), I’Ornithine décarboxylase (ODC), la lysine décarboxylase (LDC),
I’Arginine dihydrolase (ADH), I’utilisation du citrate (CIT), la production du H2S, d’Uréase
(URE), du tryptophane désaminase (TDA), d’indole (IND), d’acétoine (VP), la liquéfaction de

la gelatine (GEL) et la dégradation des sucres.

11



Matériel et Méthodes

La préparation de I’inoculum a été effectuée dans du Bouillon Nutritif a8 10% de NaCl a
partir des cultures de 24 heures sur GN a 10% de NaCl. La densité optique de la suspension a
¢été standardisée a 0.1 a la longueur d’onde de 590 nm. L’inoculation de la plaque a été effectuée
conformément aux directives mentionnées dans le catalogue fourni avec les plaques (voir
annexe)

Apres 24 heures d’incubation, les réactions se manifestent par des virages de couleur
spontanés ou mis en évidence par 1’ajout de réactifs. L’interprétation des résultats se réfere au

catalogue joint avec les plaques (voir annexe).

4. Mise en évidence du potentiel biotechnologique de I’isolat LMB3057
4. 1. Recherche de la production des enzymes extracellulaires sur milieu gélosé

La production des enzymes par I’isolat a été recherchée en présence et en absence de sel.
L’isolat a été ensemencé sur milieux de base, Gélose Nutritive et la Gélose Nutritive & 10%
(p/v), supplémentés de substrat a dégrader (voir annexe). La lecture des résultats a été effectuée

quotidiennement pendant 3 jours d’incubation a 30°C.

4. 1. 1. Recherche de I’amylase

La production de I’amylase a été recherchée en ajoutant 1% (p/v) d’amidon dans les
milieux de culture utilisés. Aprés incubation, les cultures sont recouvertes par une solution de
Lugol. L’absence de la coloration autour de la culture indique la dégradation de I’amidon alors

que les zones contenant 1’amidon se colorent en brun (Kumar et al., 2012).

4. 1. 2. Recherche de la cellulase

L’activité cellulosique a été recherchée en ajoutant 1% (p/v) de cellulose dans les
différents milieux de culture. Apres 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 1’apparition de zones claires

autour des colonies (Thaz et al., 2015).

4. 1. 3. Recherche de la caseinase
La mise en évidence de I’enzyme caséinase a été effectuée en ajoutant 10% (p/v) de lait
écrémé stérile dans les milieux étudiés. L’apparition d’un halo claire autour de la culture

indique la dégradation de la caséine (Jayachandra et al., 2012).
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4. 1. 4. Recherche des estérases

4.1.4.1. Hydrolyse du Tween 80
Ce test a été réalisé par I’ajout de 1% (v/v) de Tween 80 stérilis¢ dans les milieux de
culture. Apres incubation, la dégradation du tween 80 se manifeste par I’apparition d’un

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

4.1.4. 2. Recherche de la lécithinase

Ce test a été réalisé en ajoutant 10 mL de I’émulsion du jaune d’ceuf stérile au 90 mL du
milieu de culture. Aprés incubation, I’apparition d’une zone claire autour de la culture témoigne
la production de la lécithinase par 1’isolat (De Vos et al., 2009).
4. 1. 4. 3. Recherche de la lipase

Ce test a été réalisé en ajoutant 2,5% (v/v) de I’huile d’olive stérilisée dans les milieux
de Culture. Aprés incubation, la présence de la lipase se manifeste par 1’apparition

D’une zone claire autour de la culture (Sigurgisladottir et al., 1993).

4. 2. Essai d’application biotechnologique en présence de polluants
4.2. 1. Criblage primaire de la biodégradation des colorants sur milieu solide

Notre isolat a été évalué pour sa capacité a dégrader trois colorants : le bleu de méthylene,
le rouge Congo et le violet de Gentiane selon le protocole de Kushvaha et al. (2022).

L’ensemencement a été réalisé€ par strie, en triplicata, sur des boites de milieu minimal
(voir annexe), Gélose Nutritive et Gélose Nutritive a 10% de NaCl, chacun incorporé avec 1’un
des trois colorants a une concentration de 50 mg/L.

Les boites ont ensuite été incubées a 30 °C pendant 20 jours. Des observations
quotidiennes ont ét¢ effectuées afin de détecter I’apparition de zones de clarification témoignant
de la dégradation des colorants.

4. 2. 2. Test de croissances sur le carburant Diesel

Le pouvoir de I’isolat LMB3057 a se développer en présence du carburant Diesel a été
évalué sur milieu minimal supplémenté en diesel comme seule source de carbone et d’énergie
selon le protocole de Dohare et al. (2024), avec quelque modification.

Une colonie de 24 heures sur Gélose Nutritive a 10% de NaCl a été introduite dans 10mL
de milieu minimal (voir annexe) supplémenté de 300 pL de diesel. L’ incubation a été effectuée
a 30°C sous agitation a 180 rpm. La croissance a été suivie par des observations régulieres
portant sur 1’apparition d’un trouble du milieu, indiquant ’utilisation potentielle du diesel par

I’isolat.
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1. Resultats
1. 1. Caractérisation phénotypique de I’isolat LMB3057
1. 1. 1. Caractérisation microscopique

Les caractéres microscopiques de 1’isolat ont été¢ déterminés apres 24 heures d’incubation
a 30°C sur Gélose Nutritive a 10% de NaCl. L’examen a 1’¢état frais a montré que la souche est
mobile. La coloration de Gram a révélé la forme batonnet avec un type de paroi a Gram positif
(Figure 1).

Figure 1 : L’aspect microscopique de 1’isolat LMB3057 apres coloration de Gram (Photo

personnelle).

1. 1. 2. Caractérisation macroscopique

L’¢étude des caractéres macroscopiques de I’isolat LMB3057 a été réalisée apres une
incubation de 24 heures a 30 °C sur un milieu gélose nutritive supplémenté a 10% de NaCl. Les
colonies présentent une forme circulaire a contour légérement régulier. Leur taille est moyenne
a grande, avec un diameétre variant entre 3 et 4 millimetres. Elles sont de couleur blanc-créeme
et possedent un aspect translucide. Leur surface est légérement bombé lisse et

brillante, avec une consistance de type muqueuse (Figure 2).

Figure 2 : L’aspect macroscopique de I’isolat LMB3057 aprés 24 heures d’incubation a 30 °C
sur GN a 10% de NaCl (Photo personnelle)

14



Résultats et Discussion

1. 1. 3. Caractérisation physiologique

La croissance de I’isolat LMB3057 a été étudiée sur milieu gélosé a différentes conditions
de salinite, de temperature et de pH.

Le test de la croissance a différentes salinités a permis de definir un profil halotolérant
extréme dont la souche LMB3075 pousse sur une gamme de salinité de 0 & 25% de NaCl avec
un optimum enregistré a 0%.

Le test de la croissance a différentes températures a été effectué sur une gamme allant de
25 a60°C. Les résultats ont révélé un profil thermotolérant, dont I'isolat a exhibé une croissance
sur toute la gamme explorée avec un optimum dans une plage de 30 a 55°C.

En ce qui concerne la croissance a différents pH, les résultats obtenus ont indiqué que
I’isolat est neutrophile a tendance alcalophile, il préfére des pH neutres et proches de
I’alcalinité, allant de 6 a 9 avec un optimum de croissance a pH égal a 7 et une faible croissance
pH 5.

1. 1. 4. Caractérisation biochimique
La recherche de la catalase et le cytochrome oxydase a montré que 1’isolat LMB3075

possede les deux enzymes. Les résultats sont illustrés dans la figure 3.

Figure 3: Résultats de la recherche de la catalase (A) et le cytochrome oxydase (B).
Les résultats de la caractérisation de I’isolat LMB3073 par la galerie API 20E sont montés
dans la figure 4, ils ont permis de déterminé le profil biochimique suivant :

» L’isolat ne produit pas la f-galactosidase, la Lysine décarboxylase, 1°‘Ornithine
décarboxylase et la gélatinase. Il ne posséde pas la tryptophanase responsable de
la production d’indole, et ne produit pas I’H>S.

> Il posséde I’ Arginine dihydrolase, I’uréase, la Tryptophane désaminase et produit
de I’acétoine.

» 1l utilise le citrate comme seul source de carbone et d’énergie.
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» En ce qui concerne les sucres, 1’isolat utilise un seul sucre qui est le glucose

S(SINAT 1 17111
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Figure 4: Résultat de la caractérisation par la galerie AP1 20 E LMB3057.

1. 2. Mise en évidence du potentiel biotechnologique de I’isolat LMB3057
1. 2. 1. Screening des activités enzymatiques extracellulaires

Le potentiel de production des enzymes hydrolytiques par I’isolat a été évalué
qualitativement a différentes concentrations NaCl. Le milieu utilisé est la Gélose Nutritive a 0
et 10 % de NaCl (p/v) supplémenté par les différents substrats a dégrader, en 1’occurrence :
I’amidon, la caséine, I’émulsion du jaune d’ceuf, la cellulose, le Tween 80 et I’huile d’olive
pour mettre en évidence la production de I’amylase, la protéase, la lécithinase, la cellulase,
’estérase, et la lipase respectivement.

Les résultats obtenus montrent notre isolat est capable d’hydrolyser
tous les substrats utilisés, il possédait des activités enzymatiques extracellulaires
amylolytique, protéolytique, cellulolytique et lipolytiques.

La production de ces activités hydrolytiques a été observée en absence et en présence de
NaCl. Ce test donne une évaluation qualitative des activités enzymatiques. En estimant les
diametres des zones d’hydrolyse générées, la production de ces activités par notre isolat apparait

intéressante (Figure 5).
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LMB30S7

Figure 5 : Résultats du screening des activités enzymatiques de 1’isolat LMB3057. Hydrolyse
de la cellulose a 10% de NaCl (A), Hydrolyse de ’amidon a 10% de (B), Hydrolyse de I’huile
d’olive a 10% de NaCl (C), Hydrolyse de la caséine en absence de NaCl (D), Hydrolyse du
Tween 80 en absence de NaCl (E), Hydrolyse de la lécithine en absence de NaCl (F) (Photo
personnelle).

1.2. 2. Criblage primaire de la biodégradation des colorants sur milieu solide

Le pouvoir de dégradation des colorants par notre isolat a été étudié vis-a-vis trois
colorants a une concentration de 50 mg/L (le bleu de méthyléne, le rouge Congo et le violet de
Gentiane) sur milieu minimal, Gélose Nutritive et Gélose Nutritive a 10% de NaCl.

Les résultats obtenus ont montré que 1’isolat posséde un pouvoir de dégradation du Bleu
de méthylene et le Rouge Congo dont des zones de décoloration ont é€té observéees autour des
stries aprés 20 jours d’incubation a 30 °C. Aucune activité n’a été observée vis-a-vis le violet

de Gentiane (Figure 6)
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Figure 6 : Résultats de la recherche de la dégradation des colorants par I’isolat LMB3057 apres

incubation a 30°C pendant 20 jours (Photo personnelle).

1. 2. 3. Test de la croissance sur carburant Diesel

Le pouvoir de I’isolat LMB3057 a se développer en présence du carburant Diesel a été
évalué sur milieu minimal supplémenté en diesel comme seule source de carbone et d’énergie.
Aprés incubation a 30°C sous agitation a 180 rpm, un trouble du milieu a été observé dans le
tube de milieu minimal supplémenté en diesel, indiquant que la souche LMB3057 est capable

d’utiliser le diesel comme source de carbone et d’énergie (Figure 7).
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Figure 7 : Résultat de la croissance sur le diesel apres 24h d’incubation a 30°C. Tube A : témoin
négatif contient le milieu minimal + le diesel ; Tube B et C: milieu minimal + diesel + colonie

de I’isolat LMB3057.

2. Discussion

La présente étude avait pour objectif de mettre en évidence le potentiel biotechnologique
de la souche extrémophile LMB3057 isolée de la Grande Sebkha d'Oran, a travers sa
caractérisation microscopique, macroscopique, physiologique et biochimique ainsi que
I'évaluation de ses capacités enzymatiques et de bioremédiation. Les résultats obtenus révelent
que cette souche posséde plusieurs caractéristiques favorables a son utilisation dans des
applications environnementales et industrielles.

La caractérisation microscopique a montré que I'isolat présente les traits majeurs du genre
Bacillus, ¢’est un batonnet a Gram positif, formant d’endospores, mobile et posséde la catalase
(De Vos et al., 2009). Les especes de ce genre sont omniprésentes et colonisent méme les
milieux extrémes en raison de leur capacité a former des endospores résistantes et qui leur
protégent contre diverses conditions difficiles, comme les rayonnements la salinité, la
dessiccation, UV ou la dessiccation.

De nombreuses études ont rapportés les potentialités d’applications biotechnologiques
des especes du genre Bacillus. Elles produisent des enzymes actives a des conditions extrémes
des composés antimicrobiens et anticancéreux, et des biosurfactants elles stimulent la
croissance végétale par leur caractere PGP (Plant growth promoting) et fertilisent les sols par

leur capacité de fixer I’azote et solubiliser le phosphate (Harirchi et al., 2022),
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L'étude de la croissance a différentes concentrations de NaCl a révélé une croissance sur
une large gamme de salinité allant de 0 a 25 % de NaCl, avec un optimum observé en absence
de sel. Cette observation suggére que la souche LMB3057 appartient au groupe des bactéries
halotolérantes extremes selon la définition de Kushner (1985).

La capacité de croissance observée sur une large plage de températures allant de 25 a
60°C. Selon Bowers et al. (2009), ces caractéristiques permettent de classer 1’isolat dans la
catégorie des bactéries thermo-tolérantes.

L’évaluation de la croissance a différents pH a révélé une croissance optimale a des pH
neutres et légerement alcalins. Ce profil correspond a celui des espéces alcali-tolérantes qui
présentent une croissance optimale pres de la neutralité tout en tolérant des pH alcalins (Bowers
et al., 2009). Les microorganismes isolés des habitats salins et hypersalins développant aussi
bien dans des conditions alcalines.

La recherche de la production des enzymes hydrolytiques a montré que notre isolat
possede un arsenal enzymatique fascinant. Elle produit un large éventail d’enzymes
extracellulaires qui sont I’amylase, la cellulases, la protéase, la lipase et I’estérase. La diversité
de ces activités enzymatiques reflete une forte capacité d'adaptation métabolique permettant
I'utilisation de substrats organiques variés présents dans I'environnement naturel.

Ces activités ont été produites en absence et en présence d’une concentration élevée de
NaCl (10%). Le maintien de ces activités hydrolytiques en présence de 10 % de NaCl constitue
un résultat particulierement important. En effet, les enzymes produites par les microorganismes
non halophiles perdent généralement leur activité dans les milieux fortement salins. Cette
stabilité enzymatique pourrait étre liée a des modifications structurales spécifiques, notamment
un enrichissement en résidus acides a la surface des protéines, permettant de préserver leur
conformation tridimensionnelle dans les environnements hypersalins. Ces observations
rejoignent celles rapportées par Arab et al. (2018) et Saibi et al. (2022), qui ont démontré le
potentiel des extrémoenzymes issues des microorganismes halophiles et halotolérantes pour
diverses applications industrielles.

Les protéases issues des microorganismes présentent un intérét considérable en raison de
leur faible colt de production, de leur rendement élevé et de leur grande efficacité catalytique.
Elles sont largement utilisées dans de nombreux secteurs industriels, notamment 1’industrie du
cuir, ’industrie agroalimentaire ainsi que le traitement des eaux usées. Ces enzymes ont
présentées environ les deux tiers de la production commerciale mondiale de protéases et plus
de 60 % des ventes totales d’enzymes industrielles, ce qui témoigne de leur importance

économique et biotechnologique (Bhandari et al., 2021).
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Les protéases sont également utilisées dans les procédes de bioremédiation des déchets
de crustacés marins, notamment lors de I’extraction de la chitine aprés I’étape de
déprotéinisation. L’utilisation de protéases permet d’éliminer les protéines associées aux
carapaces, facilitant ainsi la récupération de la chitine. A cet égard, la protéase alcaline produite
par Bacillus licheniformis MP1 a permis d’atteindre un taux de déprotéinisation de 75 %.

Les lipases hydrolysent les lipides d’origine microbienne, animale ou végétale et
contribuent a la réduction des hydrocarbures présents dans les sols contaminés. Ces enzymes
possedent de nombreuses applications, notamment dans la bioremédiation des résidus huileux,
des contaminants pétroliers, des effluents industriels et des sols pollués. Elles trouvent
également des applications dans divers secteurs industriels, tels que les industries thérapeutique,
de la polymérisation, des pétes et papiers ainsi que des cosmétiques, en raison de leurs faibles
besoins énergétiques, de leur grande spécificité vis-a-vis des substrats, de leur stabilité élevée,
de laréduction des temps de traitement et de leur production économique (Gurung etal., 2013 ;
Arora et al., 2020).

Concernant les essais de la décoloration des colorants, la souche LMB3057 a montré une
capacité de décoloration du bleu de méthyléne et du rouge Congo. Cette activité suggere
I'intervention d'enzymes oxydatives ou réductrices capables d'altérer la structure chimique des
colorants. Les mécanismes impliqués pourraient inclure l'action de peroxydases ou de laccases,
enzymes fréqguemment associées a la biodégradation des colorants synthétiques. Les différences
observées entre les colorants testés pourraient s'expliquer par leurs structures chimiques
respectives. Le rouge Congo, par exemple, contient des liaisons azoiques susceptibles d'étre
réduites par certaines enzymes bactériennes, tandis que le bleu de méthyléne peut étre dégradé
par des réactions d'oxydoréduction spécifiques (Shraddha et al., 2011).

En revanche, aucune activité de dégradation n'a été observée vis-a-vis du violet de
gentiane. Cette absence de décoloration pourrait étre expliquée par la complexité moléculaire
de ce colorant ou a son effet toxique sur les systemes enzymatiques impliqués par notre isolat
dans la biodegradation.

La croissance observée sur milieu minimal contenant le diesel comme unique source de
carbone constitue également un résultat prometteur. Elle indique que la souche est capable
d'utiliser certains composés hydrocarbonés pour assurer son développement. Cette aptitude
pourrait étre associée a la production d'enzymes lipolytiques et oxydatives participant a
I'initiation de la dégradation des hydrocarbures. Toutefois, la simple observation du trouble du
milieu ne permet pas d'affirmer avec certitude la dégradation effective du diesel. Des analyses

quantitatives complémentaires, notamment chromatographiques, seraient nécessaires pour
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confirmer l'utilisation et la transformation des différentes fractions hydrocarbonées (Kumar et
Sharma, 2019).
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Conclusion et perspectives

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la wvalorisation biotechnologique des
microorganismes extrémophiles issus des milieux hypersalins algériens. L’objectif principal
était de caractérise phénotypiquement la souche bactérienne extrémophile LMB3057,
appartenant au genre Bacillus, et évaluer son potentiel enzymatique et bioremédiation.

Les résultats obtenus ont montré que la souche LMB3057 est une bactérie Gram positif,
mobile, présentant une forte capacité d’adaptation a des conditions environnementales variées.
Elle a démontré une croissance sur une large gamme de salinité (0 a 25 % NaCl), de température
(25 a 60 °C) et de pH (6 a 9), confirmant ainsi son caractere halotolérant extréme,
thermotolérant et alcalophile.

La caractérisation biochimique a mis en évidence la présence de plusieurs activités
métaboliques importantes, notamment la production de la catalase et du cytochrome oxydase,
ainsi que I’aptitude a utiliser différentes sources nutritives.

L’évaluation du potentiel biotechnologique de cette souche a mis en évidence la
production de plusieurs enzymes extracellulaires d’intérét industriel et environnemental,
notamment ’amylase, la cellulase, la caséinase, 1’estérase, la 1écithinase et la lipase. Ces
activités ont été observées en absence et en présence de fortes concentrations en sel, ce qui
suggere une bonne stabilité fonctionnelle de ces enzymes.

Par ailleurs, les essais de bioremédiation ont montré que la souche LMB3057 posséde la
capacité de dégrader certains colorants synthétiques, notamment le bleu de méthyléne et le
rouge Congo, tout en étant capable de se développer sur un milieu contenant du diesel comme
unique source de carbone et d’énergie. Ces résultats témoignent du potentiel prometteur de cette
bactérie dans la dépollution biologique des environnements contaminés par les hydrocarbures
et les effluents industriels colorés.

Notre étude montre que la grande sebkha d’Oran constitue un réservoir prometteur de
souches microbiennes présentant des propriétés biotechnologiques remarquables. La souche
LMB3057 apparait comme un candidat intéressant pour le développement de stratégies de
bioremédiation respectueuses de I’environnement et adaptées aux conditions extrémes.

Les résultats obtenus lors de notre travail ouvrent plusieurs perspectives de recherche et
de valorisation

> Réaliser une identification moléculaire approfondie de la souche LMB3057 par
séquencage du géne ARNr 16S afin de confirmer son statut taxonomique et de

mieux comprendre ses relations phylogénétiques.
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Optimises les conditions de production pour chaque enzyme en étudiants plusieurs
paramétres outre la salinité, tels que la température, le pH, la composition du
milieu de culture et la durée d’incubation.

Purifier et caractériser les enzymes produites afin d’évaluer la stabilité de leur
activité catalytique et leur comportement dans différentes conditions
physicochimiques.

Réaliser des essais de bioremédiation en conditions réelles afin de valider
I’efficacité de cette souche dans le traitement des sites pollués.

Etudier les mécanismes impliqués dans la dégradation des colorants et des
hydrocarbures ainsi que les voies métaboliques responsables de ces processus.
Evaluer la capacité de biodégradation de la souche sur d’autres polluants
organiques persistants présents dans les effluents industriels et les sols

contaminés.
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Annexes



Composition des milieux de culture et solutions

Bouillon Nutritif (pH=7,2+0,2)
Peptone

Extrait de levure

Chlorure de sodium

Eau distillée

Gélose Nutritive (pH=6,8a7,4)
Peptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Chlorure de sodium

Agar

Eau distillée

Milieu minimal (eau arwa) (pH =7,63)

Calcium
Magnesium
Sodium
Potassium
chlorures
Bicarbonate
Sulfates
Nitrates
Nitrites
Résidu sec

32

Annexes

209
05¢
05¢
1000 mL

05¢
109
02g
05¢
209
1000 mL

120 mg
23 mg
56 mg
1mg
100 mg
256 mg
104 mg
46.5 mg
<0.01 mg
450 mg



Annexes

Gélose a amidon

Gélose nutritive 100 mL
Amidon 19
Gélose a gélatine

Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL
Cellulose 1lg
Gélose au lait

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

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

Gélose a la cellulose
Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL
Cellulose 1lg

Gélose au tween 80

Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL
Tween 80 1mL
Gélose a I’huile d’olive

Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL
I’huile d’olive 2.5 mL
Gélose au jaune d’ceuf

Gélose Nutritive supplémentée de NaCl 100 mL
Emulsion de jaune d’ceuf 10 mL

Préparation de 1I’émulsion de jaune d’ceuf

Apreés avoir flamber la coquille avec de 1’alcool pendant 30 secondes, récupérer le jaune
d’ceuf dans un bécher stérile et additionner aseptiquement 4 fois le volume en eau distillée
stérile, mélanger rigoureusement puis mettre le mélange a I’étuve pendant 2 heures a 30°C et
ensuite au réfrigérateur pendant 24 heures.

N. B. Au moment de I’utilisation, mettre la gélose nutritive en surfusion (45°C) et ajouter
I’émulsion de jaune d’ceuf, apres séchage le milieu est ensemencé.
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Catalogue analytique de plaque API® 20F

Annexes

Tests Composants Réactions - Résultats
actifs enzymes Négatif Positif
ONPG | 2-nitrophényl-RD- R-galactosidase (Ortho Incolore Jaune
galactopyranoside NitroPhényl-
RDGalactopyranosidas
e)
ADH | L-arginine Arginine DiHydrolase Jaune rouge - orangé
LDC L-lysine Lysine DéCarboxylase Jaune rouge - orangée
ODC | L-ornithine Ornithine DéCarboxylase Jaune rouge - orangé
CIT trisodium citrate utilisation du ClTrate vert pale - jaune bleu-vert - bleu
H.S sodium thiosulfate production d'H.S incolore - grisatre dépot noir - fin
liseré
URE Urée UREase Jaune rouge - orangé
TDA | L-tryptophane Tryptophane DésAminase TDA-immediat
Jaune Marron-rougeatre
IND L-tryptophane production d’INDole JAMES-immédiat
Incolore-vert pale-jaune  rose
VP sodium pyruvate production d'acétoine VP 1+ VP 2/10 min
incolore - rose péle rose - rouge
GEL Gélatine (origine bovine) | Gélatinase (GELatine) non diffusion diffusion du
pigment noir
GLU D-glucose fermentation - oxydation | bleu - bleu-vert jaune - jaune gris
(GLUcose)
MAN | D-mannitol fermentation — bleu - bleu-vert jaune - jaune gris
oxydation (MANnitol)
INO Inositol fermentation — bleu - bleu-vert jaune - jaune gris
oxydation (INOsitol)
SOR D-sorbitol fermentation — bleu - bleu-vert jaune - jaune gris
oxydation (SORbitol)
RHA | L-rhamnose fermentation — bleu - bleu-vert jaune - jaune gris
oxydation
(RHAmMnNose)
SAC D-saccharose fermentation — bleu - bleu-vert jaune - jaune gris
oxydation
(SACcharose)
MEL | D-melibiose fermentation — bleu - bleu-vert jaune - jaune gris
oxydation (MELibiose)
AMY | Amygdaline fermentation — bleu - bleu-vert jaune - jaune gris
oxydation
(AMYgdaline)
ARA | L-arabinose fermentation — oxydation | bleu - bleu-vert jaune - jaune gris

(ARADbinose)
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Abstract

Environmental pollution generated by industrial, agricultural, and urban activities has become a major concern due to the
accumulation of persistent pollutants, particularly hydrocarbons and synthetic dyes. In this context, bioremediation has emerged
as an environmentally friendly and sustainable alternative based on the use of microorganisms capable of degrading these
contaminants.

The present study aimed to investigate the production of enzymes involved in bioremediation by an extremophilic bacterial
strain designated LMB3057, identified as belonging to the genus Bacillus and isolated from the waters of the Great Sebkha of
Oran.

The isolate was subjected to phenotypic characterization. It was found to be a Gram-positive, motile rod exhibiting both catalase
and oxidase activities. The APl 20E system revealed a diversified metabolic profile. The physiological characterization
demonstrated that the strain exhibits a broad tolerance to extreme environmental conditions, with growth occurring at NaCl
concentrations ranging from 0 to 25%, temperatures between 25 and 60°C, and pH values ranging from 6 to 9.

The evaluation of its enzymatic potential revealed a promising enzymatic repertoire. The isolate produced amylase, cellulase,
caseinase, esterase, lecithinase, and lipase. These enzymatic activities were observed both in the absence and presence of high
salt concentrations.

Furthermore, bioremediation assays demonstrated the ability of strain LMB3057 to decolorize certain synthetic dyes,
particularly methylene blue and Congo red. The strain also showed the ability to grow in a medium containing diesel as the
sole source of carbon and energy, suggesting its potential capability to degrade certain hydrocarbons. This isolate and its
enzymes may therefore represent promising candidates for various biotechnological applications.

Keywords : Extremophiles; extremoenzymes; bioremediation; synthetic dyes; diesel.

Résumé

La pollution environnementale générée par les activités industrielles, agricoles et urbaines constitue aujourd’hui une
problématique majeure en raison de 1’accumulation de nombreux polluants persistants, notamment les hydrocarbures et les
colorants synthétiques. Dans ce contexte, la bioremédiation apparait comme une alternative écologique et durable reposant sur
I’utilisation de microorganismes capables de dégrader ces contaminants. Le présent travail vise & rechercher la production
d’enzymes impliquées dans la bioremédiation chez une souche bactérienne extrémophile, désignée LMB3057et identifiée
comme appartenant au genre Bacillus, isolée a partir des eaux de la Grande Sebkha d’Oran.

L’isolat a été soumis a une caractérisation phénotypique. 1l se présent sous forme de batonnet a Gram positif, mobile, et
possédant une catalase et oxydase. La galerie API 20E a révélé un métabolisme diversifié. L’étude des paramétres
physiologiques a montré que la souche présente une large tolérance aux conditions environnementales extrémes, avec une
croissance observée a des concentrations en NaCl comprises entre 0 et 25 %, des températures variant de 25 a 60 °C et des
valeurs de pH comprises entre 6 et 9.

L’évaluation du potentiel enzymatique a mis en évidence un bagage enzymatique prometteur. L’isolat produit I’amylase, la
cellulase, la caséinase, I’estérase, la lécithinase et la lipase. Ces activités enzymatiques ont été observées aussi bien en absence
qu’en présence de fortes concentrations en sel.

Par ailleurs, les essais de bioremédiation ont montré la capacité de la souche LMB3057 a décolorer certains colorants
synthétiques, notamment le bleu de méthyléne et le rouge Congo. La souche a également démontré sa capacité a se développer
sur un milieu contenant le diesel comme seule source de carbone et d’énergie, suggérant son aptitude potentielle a dégrader
certains hydrocarbures. Cet isolat ainsi que ses enzymes peuvent constituer des candidats prometteurs pour diverses
applications biotechnologiques.

Mots-clés : Extrémophiles, extrémoenzymes, bioremédiation, colorants synthétiques, diesel.



