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Abstract

The discovery of microorganisms in extreme environments has expanded our understanding
of the conditions suitable for life. Thermophiles, bacteria that thrive at high temperatures,
are of particular interest to biotechnology because of their unique capabilities. This study
focused on 30 thermophilic bacteria isolated in the year 2021 from three geothermal sites
(Hammam Elsalhin in the MEDEA region, Hammam K'sana in the BOUIRA region, and
Hammam Righa in the AIN DEFLA region). To evaluate their antimicrobial activity, their
ability to form biofilms, and their production of biosurfactants. Firstly, the phenotypic
characterization of the isolated strains, based on their macroscopic and microscopic
properties, allowed us to identify Gram positive and Gram-negative strains. Then, we
evaluated the antimicrobial activity of the strains studied against reference pathogenic
strains, such as the bacteria Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Bacillus subtilis and the fungi Candida albicans, Aspergillus
brasiliensis. The antimicrobial effect was observed in most strains against Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa. Regarding antifungal activity, only one strain showed activity

against Aspergillus brasiliensis.

Additionally, the ability of thermophilic strains to form biofilms was analyzed using
quantitative and qualitative methods. The results showed that 66% of the strains are capable
of producing slime. Finally, we examined the ability of thermophilic bacteria to produce

biosurfactants and observed that strains with an antimicrobial effect produce them.

After studying these three activities we concluded that: the greater the antimicrobial activity,
the more efficient the production of biosurfactants and the stronger the production of biofilm,

therefore the stronger the resistance to antibiotics.

Keywords: Thermophiles, antimicrobial activity, biofilm, biosurfactants, bioactive,

biotechnology



Résumé

La découverte de microorganismes dans des environnements extrémes a élargi notre
compréhension des conditions propices a la vie. Les thermophiles, des bactéries qui
prosperent a des températures élevées, présentent un intérét particulier pour la
biotechnologie en raison de leurs capacités uniques. Cette étude s'est concentrée sur 30
bactéries thermophiles isolées I'année 2021 & partir de trois sites géothermaux (Hammam
Elsalhin dans la région de MEDEA, Hammam K’sana dans la région de BOUIRA, et
Hammam Righa dans la région de AIN DEFLA). Pour évaluer leur activité antimicrobienne,
leur capacité a former des biofilms, et leur production de biosurfactants. Dans un premier
temps, la caractérisation phénotypique des souches isolées, basée sur leurs propriétés
macroscopiques et microscopigues, nous a permis d'identifier les souches Gram positives et
Gram negatives. Ensuite, nous avons évalue l'activité antimicrobienne des souches étudiées
contre des souches pathogenes de reference, telles que les bactéries Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Bacillus subtilis et les
champignons Candida albicans, Aspergillus brasiliensis. L'effet antimicrobien a été observé
chez la plupart des souches contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. En ce qui
concerne ’activité antifongique, une seule souche a montré une activité contre Aspergillus

brasiliensis.

De plus, la capacité des souches thermophiles a former des biofilms a été analysée a l'aide
de méthodes quantitatives et qualitatives. Les résultats ont montré que 66% des souches sont
capables de produire du slime. Enfin, nous avons examiné la capacité des bactéries
thermophiles a produire des biosurfactants et avons observé que les souches ayant un effet

antimicrobien en produisent.

Apres avoir étudié ces trois activités nous avons conclu que : plus I’activité antimicrobienne
est importante plus la production des biosurfactants est efficace et plus la production de

biofilm est forte, donc la résistance aux antibiotique forte.

Les mots clés : Thermophiles, activité antimicrobienne, biofilm, biosurfactants, bioactif,

biotechnologie.
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Introduction générale

Introduction

Puisqu’ils peuvent se propager dans des conditions ou d’autres organismes ne peuvent pas
se développer ou se développer un peu, les microorganismes vivant dans des environnements
extrémes ont toujours eté considérées comme un sujet de recherche populaire par les
scientifiques. En particulier, la tolérance des composants cellulaires de ces microorganismes
aux hautes températures a entrainé 1’utilisation extensive des bactéries thermophiles dans

différents types d’applications biotechnologiques (Adiguzel et al., 2011)

Les sources thermales ont été identifiées comme des habitats naturels favorables a
I’établissement des bactéries thermophiles qui sont des microbes habitent principalement
dans les sources chaudes, vivent et survivent a des températures élevées, elles ont été moins
explorées en raison de difficultés d’isolement et de maintien en culture pure.(Panda et al.,
2013). . L’Algérie renferme de multiples sources d’eaux chaudes naturelles, généralement
situées dans les zones montagneuses ou & proximité des zones volcaniques tel que (Hammam
Elsalhin dans la région de MEDEA, Hammam K’sana dans la région de BOUIRA, et
Hammam Righa dans la région de AIN DEFLA).

Ces bactéries représentent une source précieuse de composes bioactifs aux multiples
bénéfices pour la vie humaine notamment en tant qu'agents antimicrobiens. Cette recherche
vise a identifier et caractériser des isolats bactériens thermophiles prometteurs en analysant
leurs composés bioactifs et leur potentiel en tant qu'agents antimicrobiens, afin de répondre
aux défis posés par I'évolution continue de la résistance aux antibiotiques. (Octarya et al.,
2022). Les bactéries d’un biofilm sont généralement moins sensibles aux antibiotiques et
aux desinfectants que ces mémes bactéries sous forme planctonique. En fait, les bactéries
d’un biofilm peuvent étre de 10 a 1000 fois plus résistantes aux agents
antimicrobiens.(Tremblay et al., 2014)

Les biosurfactants sont des molécules tensioactives produites par certains microorganismes.
Ils possédent de nombreuses propriétés telles que la haute biodégradabilité, la non-toxicité,
et une meilleure fonctionnalité dans des conditions extrémes (pH acides, salinités et
températures élevées, etc.)(Makkar et al., 2011).1ls peuvent étre produits sur des substrats
renouvelables (Dzicgielewska , 2013),ce qui permet leur utilisation dans différents domaines
d'application tels que l'environnement, l'industrie pétroliére et l'agronomie (Sachdev et
Cameotra, 2013).

Les objectifs de ce travail peuvent étre résumés dans les points suivants :

e Enrichissement et identification phénotypique des souches thermophiles.



Introduction générale

e Evaluation de I’activité antimicrobienne et I’aptitude de formation de biofilm.

e Etudier la production et la caractérisation d'un biosurfactant.
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1.1.1. Introduction

La survie et la croissance des microorganismes vivants dépendent de multiples facteurs
physicochimiques présents dans leur environnement. Chaque organisme est défini et
caractérisé  par des paramétres spécifigues qui sont essentiels a son

développement.(Bouamoucha et Boufersada , 2008)

1.1.2. Les extrémophiles

En 1974, Mac Elory a introduit le terme "extrémophiles" dans un article intitulé «
Somecomments on the evolution of extremophiles », il a été interprété de plusieurs fagons
pour enfin étre associé aux microorganismes qui peuplent des niches écologiques extrémes
caractérisées par des conditions défavorables pour le développement d‘une vie (Irwin et
Baird, 2004).

L'extrémophiles désigne la capacité de certains microorganismes a se développer dans des
conditions physiques et chimiques qui sont généralement défavorables pour la plupart des
autres organismes vivants. Contrairement a la simple résistance aux conditions extrémes, le
concept d'extrémophilie suggére que I'ensemble de la machinerie cellulaire est adapté a ces
conditions et que les cellules fonctionnent de maniere optimale dans cet environnement

hostile.

On classe les organismes extrémophiles selon le parametre physico-chimique auquel ils sont
adaptés dans une valeur extréme. Par exemple, pour la température, on a des organismes
hyperthermopbhiles, thermophiles et psychrophiles. Pour le pH, on a des organismes qui

vivent a pH bas (basophiles), ou élevé (acidophiles).(Detay et Thomas, 2018)
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Tableau I.1.1 :Principaux types d'extrémophiles et extrémotolérants:(Detay et Thomas,

TYPE

Caractéristiques - Organismes vivant

dans des environnements

Thermophile

Chauds avec des optimums de croissance

proche de 60 °C (sources chaudes).

Hyperthermophile

Trés chauds avec des optimums de

croissance proche de 90 °C a 115 °C.

Ils peuvent se diviser dans un milieu d'eau
portée a ébullition quand la pression n'est
pas trop forte, (sources chaudes, geysers,

solfatares, fumeurs...).

Acidophile

Acides avec un pH optimum de croissance
proche de 3 (lacs de cratére, sources
chaudes, solfatares, Dallol, mines et couches

de sulfures...).

Alcalophile

Basiques avec un pH optimum de croissance
proche de 9 et plus (lacs natrons, lacs riches

en Na2CO, Dallol, sources chaudes alcalines

).

Halophile

Tres salés, forte concentration en NaCl (lacs
du rift Est-africain, salar d'Uyuni en Bolivie,
Marais salants, sources sortant de couches

d'évaporites, mines de sel, diapirs de sels...).

Psychrophile

Froids (abysses, calottes polaires, glaciers,

inlandsis, neige, montagne, permafrost, et,

de facon tout a fait artificielle, dans I'espace
ou ils peuvent résister au vide et aux
radiations, mais pas s'y développer).

Piezophile

Soumis a des pressions élevées (fonds

océaniques profonds jusqu'a — 11000 m :

fosse des Mariannes), sous-sol profond...
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1.1.3. Les microorganismes thermophiles

Effectivement, les microorganismes thermophiles sont des organismes qui prospérent dans
des environnements a température élevée. La définition proposée par Thomas Brock est
largement acceptée dans le domaine de la microbiologie. Selon cette définition, un
thermophile est un organisme dont la température optimale de croissance se situe au-dela de
60°C. Cette température optimale peut varier selon les especes spécifiques de
microorganismes thermophiles, mais elle est généralement significativement plus élevée que
celle des organismes non thermophiles. Les microorganismes thermophiles sont souvent
trouvés dans des environnements géothermiques tels que les sources chaudes, les fumeurs
noirs sous-marins, et les sols riches en matiere organique en décomposition ou la température

peut atteindre des niveaux élevés.(Alain et al., 2012)

La définition plus large des organismes thermophiles proposée par Karl Stetter est en effet
intéressante car elle englobe un spectre plus large de températures. Elle permet également
de subdiviser les thermophiles en différentes catégories en fonction de leurs températures
optimales de croissance, ce qui offre une vue plus nuancée de leur diversité. VVoici un résume

des catégories proposées par Stetter :

1. Thermophiles modérée : Leurs conditions optimales de croissance se situent entre 55 et
65°C. lls sont adaptés a des températures élevées mais pas aussi extrémes que les

thermophiles extrémes et les hyperthermophiles.

2. Thermophiles extrémes : Leur température optimale de croissance est comprise entre 65
et 80°C. Ils peuvent prospérer dans des environnements extrémement chauds mais ne sont

pas aussi extrémes que les hyperthermophiles.

3.Hyperthermophiles : Leur température optimale de croissance est supérieure a 80°C. Ces
organismes sont adaptés a des températures trés élevées et peuvent survivre dans des

conditions extrémement chaudes.

4. Hyperthermophiles extrémes : Leur température optimale de croissance est supérieure
a 105°C. lls sont parmi les plus extrémes des organismes thermophiles et peuvent prospérer
dans des environnements extrémement chauds, tels que les sources hydrothermales sous-

marines.

La plupart des thermophiles appartiennent aux domaines procaryotes, notamment les
Bactéries et les Archaea, mais quelques eucaryotes thermophiles ont également été décrits.

Chez les eucaryotes, les températures maximales de croissance sont généralement moins
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élevées que chez les procaryotes. Les hyperthermophiles affiliés aux archées sont
particulierement bien étudiés pour leur capacité a survivre dans des environnements
extrémement chauds et sont souvent trouvés dans des habitats géothermiques. Cette
classification nous aide & mieux comprendre la diversité et la résilience des organismes

vivant dans des environnements thermiques extrémes.(Alain et al., 2012)

I.1.4. Les sources thermales de I’Algérie

Il existe sur le territoire algérien plus de 200 sources thermales d’apres les études réalisées a
ce sujet, ce nombre croit régulierement quand on se déplace vers I’Est. Les températures
mesurées a I’émergence varient de 19°C a Ben Haroune a 98 °C a Hammam Meskoutine. La
minéralisation des eaux est déterminée surtout par la nature chimique et minéralogique des
sédiments qu’elles traversent. Les sources thermales les plus minéralisées sont en relation
directe avec les sediments gypso-salins du Trias si répandu en Algérie, ce cas est rencontré
a titre d’exemple a Hammam Melouane 29.42 gr/l, Hammam El Biban 15gr/l, Hammam
Salhine 9 gr/l. Cette concentration elevée en minéraux peut conférer aux eaux thermales des
propriétés curatives et thérapeutiques particuliéres, qui sont souvent recherchées pour leurs

bienfaits pour la santé et le bien-étre.(Ouali et al., 1974)

1.1.4.1. Les stations thermales médicalisées

Parmi les nombreuses stations thermales qui existent en Algérie, huit seulement sont
médicalisées, il s’agit des stations thermales : Hammam Bouhanifia (Mascara), Hammam
Bouhadjar (Ain Temouchent), Hammam Boughrara (Tlemcen), Hammam Rabbi (Saida),
Hammam Righa (AinDefla), Hammam Guergour (Setif), Hammam Salhine (Biskra),
Hammam Meskoutine (Guelma). Ces stations thermales sont gérées par la Société
Algérienne de Thermalisme et sont conventionnées avec les différentes caisses de sécurité

sociale (CNAS, Casnos, caisse militaire)(Ouali et al., 1974)

Hammam Salhin Hammam Bouhnafia Hamma Boughrara

Figure 1.1.1 :Exemples des sources thermales en Algérie(Ouali et al., 1974)
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1.1.5. La niche écologique des thermophiles

1.1.5.1. Les biotopes naturels

Les micro-organismes thermophiles sont présents dans de nombreux environnements
géothermiques naturels a travers la planete, souvent liés a des régions de I'activité tectonique.

Ces écosystémes peuvent avoir une source :
1.1.5.1.1. Biotopes terrestres

Effectivement, vous avez bien résumé la situation. Dans les habitats géothermiques comme
les sources chaudes en Islande, aux Acores, ou dans le Parc national de Yellowstone, la nature
de l'eau est fortement influencée par les roches traversees, qui sont souvent associées a une
activité volcanique. La température de l'eau in situ varie en fonction de la profondeur
d'origine et peut atteindre des températures inférieures a 100°C. De plus, les conditions de
pH peuvent étre acides ou basiques a la surface de la terre, créant ainsi un environnement
varié et extréme. Ces conditions extrémes favorisent la croissance et la diversité des micro-
organismes thermophiles, qui sont adaptés a ces environnements inhabituels. (Gregoire,
2009)

1.1.5.1.2. Biotopes marins

L'eau de mer s'infiltre dans les fissures et se chauffe au contact de la roche basaltique, du
manteau ou d'autres roches ultramafiques en fusion, atteignant parfois des températures
extrémement élevees, jusqu'a 400°C. Ensuite, a travers d'autres fissures, elle remonte vers la
surface. Ce fluide hydrothermal est abondant en composés réduits comme le sulfure
d'’hydrogéne (H2S), le méthane (CH4), et I'ammonium (NH4+), ainsi qu'en éléments
métaboliques tels que le manganése (Mn2+), le fer (Fe2+), le lithium (Li+), le cadmium
(Cd2+), le cuivre (Cu?+), et le zinc (Zn2+). Lorsque ce fluide se méle a I'eau de mer froide (a
2°C), cela entraine la précipitation de divers sulfures métalliques et de sulfate de calcium
anhydre, donnant naissance aux "fumeurs” et "diffuseurs” qui forment graduellement les
cheminées hydrothermales. C'est dans cette zone de mélange turbulente, entre le fluide
hydrothermal surchauffé et toxique et I'eau de mer froide et oxygénée, que la vie

hydrothermale prospére (Minic et al, 2006).
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1.1.5.2. Les Biotopes artificiels

Les thermophiles peuvent également se trouver dans des environnements thermiques
artificiels, comme les circuits de chauffage, les réservoirs d'eau chaude, les installations
nucléaires, les usines géothermiques, les puits de pétrole et les forages, ainsi que dans les
composts et les bioréacteurs. (Gomri, 2012).

1.1.6. Adaptations moléculaires thermophile

Parmi les caractéristiques des thermophiles, la capacité de vivre a des températures
supérieures a celles tolérées par les autres organismes vivants(Bertrand et al., 2011) . Pour
se développer dans de telles conditions, les thermophiles ont subi de nombreuses
adaptations, ce qui a permis le maintien de leur intégrité ainsi que leurs fonctions(Niehaus
et al., 1999) . De ce fait, leurs macromolécules (ADN, protéines et lipides) possedent des

propriétés particuliéres (Bertrand et al., 2011)
1.1.6.1. Thermostabilité des acides nucléiques (ADN, ARN)

Une des premiéres interrogations concerne la stabilité du matériel génétique. Bien que la
composition des acides nucléiques des microorganismes thermophiles soit similaire a celle
des mésophiles, il est observé que, a des températures élevees, I'ARN se dégrade et I'ADN
subit une dénaturation in vitro (la separation des deux brins de la double hélice), puis une
dégradation.(Querellou et Guézennec, 2010);Différents mécanismes favorisant la stabilité et
la réparation des acides nucléiques chez les thermophiles ont été découverts .(Bertrand et
al., 2011)

1.1.6.1.1. L'ADN gyrase inversée

Cette enzyme induit des super-enroulements positifs au niveau de I'ADN et recouvre une
protéine manteau a I'emplacement des dommages, réduisant ainsi le taux de rupture de la

double hélice et garantissant une meilleure stabilité face a la température.

1.1.6.1.2. Protéines analogues aux histones des eucaryotes

Ces protéines se lient a 'ADN et contribuent a sa compaction, assurant ainsi sa stabilité.
1.1.6.1.3. Accumulation d'une grande quantité d'osmolytes

La présence de solutés compatibles, tels que de fortes concentrations intracellulaires en 2,3-

diphosphoglycérate de potassium cyclique chez Methanopyrus sp., protége I'ADN contre des
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Iésions chimiques telles que les dépurinations, ce qui contribue a stabiliser I'ADN en

augmentant sa tempeérature de fusion.(Charlier et Droogmans, 2005)
1.1.6.1.4. Teneur en Guanine + Cytosine (G+C)

Une augmentation de la proportion de (G+C) dans les ARN de transfert et les ARN
ribosomiques pourrait favoriser la stabilité de leurs conformations dans des environnements

extrémes.(Charlier et Droogmans, 2005)
1.1.6.2. Thermostabilité des protéines

Les protéines des thermophiles possédent des caractéristiques particuliéres qui expliquent

leur thermostabilité. Bertrand et ses collaborateurs ont identifié :
1.1.6.2.1. La présence de centres hydrophobes

Ces derniers réduisent la tendance des protéines a se déplier. En effet, des études ont montré
que c'est le repliement des proteines qui contribue principalement a leur résistance a la

chaleur.

1.1.6.2.2. La présence de nombreuses interactions ioniques a la surface des protéines
Celles-ci contribuent au maintien des protéines entre elles.

1.1.6.2.3. La présence des protéines chaperonne du choc thermique

Elles interviennent dans le repliement des protéines partiellement dénaturées.

1.1.6.3. Thermostabilité des lipides membranaires

Les lipides membranaires des microorganismes thermophiles se présentent sous forme de
tétra éthers de tétra ethers, qui démontrent une résistance naturelle aux températures
élevees(Bertrand et al., 2011) .Leur principale stratégie d'adaptation implique I'augmentation
de la longueur des chaines acyles, ainsi que I'élévation du degré de saturation en acides gras,
la ramification et la cyclisation.(Charlier et Droogmans, 2005). En outre, afin de contrer les
effets néfastes des températures élevées sur la perméabilité cellulaire, certains organismes
thermophiles ont recours a des systemes antiports proton-sodium non stecechiométriques pour
établir un second gradient de sodium, indépendant de la température du milieu.(Albers et al.,
2001)
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1.1.7. Les avantages des thermophiles

En outre, afin de contrer les effets néfastes des tempeératures élevées sur la perméabilité
cellulaire, certains organismes thermophiles ont recours a des systémes antiports proton-
sodium non steechiométriques pour établir un second gradient de sodium, indépendant de la

température du milieu.(Postec, 2005)

L'emploi des thermophiles en biotechnologie comporte divers avantages :
» Les risques de contamination par les mésophiles sont réduits lors de cultures
continues a des températures dépassant les 60°C:(Vieille et Zeikus, 2001)

La diminution de la viscosité de certains milieux de culture entraine une

Y

augmentation de la diffusion des molécules, accélérant ainsi les réactions
enzymatiques et favorisant le déeplacement de I'équilibre.(Abdel-Fattah, 2002)

» Les mycetes thermophiles présentent des caracteristiques souhaitables telles que leur
isolement et leur culture aisés, leur capacité a s'adapter a divers habitats, la réduction
des risques de contamination, des besoins nutritionnels simples, une croissance
rapide et la formation uniforme de leur mycélium. Ces facteurs favorables permettent

leur utilisation a grande échelle.(Maheshwari et al., 2000)
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I. 2.1 .Agent antimicrobien

Les termes « antimicrobiens » ou « agents antimicrobiens » font simplement référence a tous
les types de médicaments naturels et/ou synthétiques susceptibles de diminuer la
multiplication de microorganismes ou de les détruire sans endommager les tissus de
I’organisme. Les moyens de lutte sont variés. L utilisation de tel ou tel moyen dépend des
microorganismes visés, de son environnement et de 1’intensité¢ de ’action souhaitée. Parmi
eux, on retrouve notamment les agents physiques comme : la température, les radiations, la
filtration et la centrifugation, et aussi les agents chimiques comme : les antibiotiques, les
antiseptiques et les sulfamides. Les agents antimicrobiens sont couramment utilisés pour le
traitement et la prévention des maladies chez ’humain et les animaux ainsi que dans
I’industrie agricole pour stimuler la croissance. Lorsque des microorganismes sont mis au
contact d’une substance toxique, leur destruction n’est ni instantanée, ni totale. A mesure
que I’agent antimicrobien agit, son efficacité diminue jusqu’a devenir nulle et cela avant que
tous les microorganismes aient été tués. Ce sont d’ailleurs les survivants qui pourront

développer les mécanismes de résistance.(Derfalou, 2020)

Le premier agent antimicrobien au monde était le Salvarsan, un remede contre la syphilis
qui a été synthétisé par Ehrlich en 1910. En 1953 les sulfamides ont été développeés par
Domagk et d’autre chercheurs, ces médicaments étaient des composés synthétiques et
avaient des limites en termes de sécurité et d’efficacité. En 1928, Fleming découvre la
pénicilline, il a été constaté que la croissance de staphylococcus aureus était inhibée dans
une zone entourant une moisissure bleue contaminée (un champignon du genre Penicillium)
dans des boites de culture, conduisant a la découverte qu’un microorganisme produirait des
substances pouvant inhiber la croissance d’autres microorganismes(LOpez-Velandia et al.,

2018)

l. 2.1.1. Mécanismes d’action

Les mécanismes d’action des produits antimicrobiens autres que les antibiotiques restent
encore généralement peu et mal connus. Les agents chimigues antimicrobiens se classent en
deux catégories selon leur effet. Le premier est 1étal, c’est a dire qu’il entraine la mort de
I’individu. On le nomme par le suffixe —CIDE : virucide, bactéricide, fongicide, insecticide.
Le second correspond a une inhibition de croissance en présence du produit actif. On le

nomme avec le suffixe ~-STATIQUE : bactériostatique, fongistatique.

11
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Parmi les produits BIOCIDES, on distingue les composés chimiquement tres réactifs qui se
caractérisent par une action brutale, rapide et temporaire et souvent non spécifique.
Exemples : les oxydants et 1’cau oxygénée, les halogénés (chlore et iode) et 1’oxyde
d’éthyléne, les acides et les bases fortes, les aldéhydes et les phénols. ii) les composés
chimiquement stables a actions plus spécifiqgues comme les ammoniums quaternaires, les

dérivés phénoliques autres que le phénol, la chlorohexidine parmi d’autres.

Les inhibiteurs de croissance avec un effet BIOSTATIQUE comprennent essentiellement les

métaux (mercuriels et dérivés du cuivre, du zinc, de I’argent...) et les colorants.

Selon leur nature et la concentration utilisée, les antiseptiques et désinfectants ont une ou
plusieurs cibles. Dans la majeure partie des cas, ’acces a la cible nécessite le franchissement

de la paroi cellulaire qui est un obstacle a la fois chimique et physique.

M.R.J. Salton en 1968 a décrit cing étapes dans 1’action des agents antimicrobiens :

1. Adsorption sur la cellule suivie de la pénétration dans la paroi.

2. Réactions complexes avec la membrane cytoplasmique conduisant a sa désorganisation.
3. Echappement des composants de faible poids moléculaire du cytoplasme.

4. Dégradation des proteines et des acides nucléiques.

5. Lyse de la paroi causée par les enzymes autolytiques.(Nosocomiales, 2000)

1.2.1.2. L activité antimicrobienne des thermophiles

L'activité antimicrobienne des thermophiles est un sujet fascinant et pertinent dans le
domaine de la microbiologie et de la biotechnologie. Les thermophiles sont des micro-
organismes qui prosperent a des températures élevées, souvent comprises entre 45°C et

80°C, voire plus. Leur activité antimicrobienne peut étre attribuée a plusieurs facteurs clés :

Production de métabolites secondaires, Protéines antimicrobiennes, Compétition pour les

ressources, Génétique et mécanismes de résistance.

12
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Exemples concrets d'antimicrobiens produits par les thermophiles :

Thermocidines : Un type de peptide antimicrobien produit par certaines espéces
thermophiles.

Bactériocines : Protéines produites par des bactéries thermophiles qui peuvent tuer ou

inhiber la croissance d'autres bactéries.

Antibiotiques naturels : Certains thermophiles peuvent produire des antibiotiques uniques

qui ne sont pas trouvés chez les mésophiles.(Allouche et al., 2010)
1.2 .2. Biofilms bactériens

1.2.2.1. Définition

Les biofilms bactériens sont généralement définis comme des agrégats de cellules

bactériennes attaches a une surface et enrobes d’une matrice polymérique.

Les bactéries peuvent tout aussi bien adhérer a une surface biotique, qu’a une surface
abiotique. Ainsi, le biofilm est défini comme étant une association de micro-organismes,
dans laquelle les cellules se collent 1’une a 1’autre sur une surface recouvrée par une matrice
de substances extracellulaires polymériques produites par les bacteries elles-mémes.(Jamal
et al., 2018)

1.2.2.2 Composition du biofilm

Le développement de I’architecture des biofilms bactériens est en grande partie li¢ a la
production de la matrice extracellulaire par les bactéries du biofilm, incluant des protéines,
des enzymes, des polysaccharides, des acides nucléiques (ARN, ADN), des lipides, des
glycolipides et des cations(Flemming et Wingender, 2010). En plus de ces composants, I’eau
est le composant majeur, avec plus de 97%, responsable du flux des nutriments a I’intérieur
de la matrice du biofilm(Sutherland, 2001)La composition de la matrice varie selon I’espéce

bactérienne et les conditions de croissance(Tremblay et al., 2014b).
1.2.2.3 Formation du biofilm bactérien

La formation du biofilm est un processus hautement complexe, dans lequel les cellules
microbiennes passent de la forme planctonique a la forme sessile. Il été supposé que la
formation du biofilm est dépendante de I’expression de certains génes spécifiques contrélant

leur formation(Okada et al., 2005). Le processus de formation de biofilm s’effectue en une

13
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série d’étapes conduisant I’adaptation a une multitude de conditions nutritionnelles et

environnementales(Hentzer et al., 2005)
1.2.2.3.1 Attachement réversible des bactéries

Dans un premier temps, les cellules bactériennes sous forme planctonique vont venir
s’associer a une surface biotique ou abiotique par I’intermédiaire de transport passif (ex :
sédimentation) ou alors de transport en faisant notamment intervenir des structures
particuliéres de la surface de la bactérie. (Goetz et al.,2016).

Il s’en suivra une adhésion réversible correspondant a un attachement faible des cellules
bactériennes & la surface déclenchée, lorsque les microorganismes arrivent sur le support a
une certaine distance, et faisant intervenir des forces non covalentes ou des interactions

faibles de type forces de VVan der Waals et liaisons électrostatiques (Goetz et al.,2016).
1.2.2.3.2. Adhésion irréversible

Dans un deuxieme temps, grace a la sécrétion d’exo polymeres par les bactéries qui leur
permettant de renforcer leur fixation au support, I’adhésion devient irréversible (Branger,
2007). Dans ce cas, interviennent des interactions fortes et de courte distance qui
apparaissent lorsque la distance devient inférieure a 3 nm, et comprennent les interactions
hydrophobes, acides base de Lewis, la formation de dipble, les liaisons covalentes et les

interactions d'hydrogene (Malek et al., 2013).

1.2.2.3.3. Formation des microcolonies et production d’EPS

Durant cette étape, lorsque les bactéries sont irréversiblement attachées a la surface sera
définitif, elles vont s’agréger entre elles et se diviser en utilisant les nutriments présents dans
le film de conditionnement et l'environnement liquide. Ce ci mene a la formation des
microcolonies qui s’élargissent et s'unissent pour former une couche cellulaire couvrant la
surface (Goetz et al., 2016). Il y aura alors une phase durant laquelle la densité bactérienne
atteint un certain seuil, qui permettra au quorum sensing de participer a la maturation du
biofilm(Otto, 2013). Une fois l'intensité de ses signaux abouti un niveau précise, les
mécanismes génétiques contrélant la production d'EPS sont activés (Costerton et al.,
1999)Ces EPS jouent un role immense dans la protection des biofilms contre les agressions
extérieures, qu’elles soient mécaniques, physiques, chimiques ou cellulaires ainsi que dans

I'ancrage de cellules a la surface (Mogha et al., 2014)
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1.2.2.3.4. Maturation du biofilm

Par la suite la croissance exponentielle de biofilm se traduisant par une augmentation
favorable de son épaisseur jusqu’a la formation d’un film hétérogéne tridimensionnel
(Costertonet al., 1995). Le biofilm mature se caractérise par la formation des canaux aqueux,
qui vont entrainer la séparation des microorganismes d'une part, et permettant
I’acheminement d’oxygene et de nutriments dans les parties enfuies du biofilm d'autre part,
ainsi que I'évacuation des déchets .Le biofilm se développe, s'épaississant jusqu'a devenir

macroscopique, en présence des conditions optimales (Filloux et Vallet, 2003).

1.2.2.3.5 Détachement et dispersion du biofilm

Une fois la taille maximale du biofilm atteinte, les bactéries jointes afin de survivre et
coloniser de nouveaux créneaux doivent pouvoir se détacher et se disperser du
biofilm(Mogha et al., 2014). Le détachement de cellules de surface peut étre régulé par le
quorum sensing, et qu’a également ceci aura une influence sur les différentes étapes de la
formation du biofilm (Tremblay et al., 2014)Principalement, les cellules filles sont détachées
en premier du biofilm, suite a divers facteurs tels que : perturbation mécanique (ex : forces
de cisaillement), les dynamiques des fluides, une dégradation enzymatique de la matrice
extracellulaire (ex : DNase) ( Goetz et al., 2016). Le détachement de biofilm a été divisé en
trois processus : érosion, abrasion et sloughing :

1. L'érosion : est le résultat des forces de cisaillement en milieu liquide.

2. L'abrasion (la collision de particules) : Se réféere au détachement continu de cellules
simples ou bien des petits groupes cellulaires et affecte la surface totale du biofilm.

3. Sloughing : Correspond a la perte instantanée des grandes parties du biofilm, affectant
non seulement le biofilm entier mais aussi la surface de biofilm (Mogha et al., 2014)

La figure ci-dessous montre les différentes étapes de formation de biofilm.
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Figure 1.2.1 : les Etapes de la formation et de la dispersion d’un Biofilm bactérie
(Tremblay et al., 2014)

1.2.2.4 La formation de biofilm par les bactéries thermophiles

La croissance extensive des biofilms dans les chaines de fabrication peut se produire lorsque
la surface de I'équipement est mal nettoyée, humide, en mauvaise état d’entretien (oxydée,
rouillée, rayée, entaillée) , cycles de production sont trop longs et utilisation des ingrédients

ou des sous-produits contamines par les thermophiles.(Rayane, s.d.)

Les biofilms des bacilles thermophiles sont désignés comme des biofilms de process. Ces
biofilms particuliers sont généralement dominés par une seule espece en raison des pressions
sélectives de I’environnement , les pressions de sélection dans une usine de fabrication des
produits laitiers peuvent inclure la chaleur, la composition du produit, le pH et I’activité de
I’eau (Flint et al., 1997). Les Biofilms des bacilles thermophiles sur l'acier inoxydable sont
formées d’une monocouche et par conséquent ne font pas la maturation. Ce phénomene est
susceptible de se produire dans des zones d'une usine de fabrication de produits laitiers qui
sont régulierement nettoyés et ou il existe des taux de cisaillement élevés et qui sont des
zones mortes, comme la surface des échangeurs de chaleur a plat. Cependant, dans d'autres
sites des usines de fabrication laitiére, ou le flux est incompatible, comme au-dessous des
plaques de distribution d'évaporateurs, les conditions peuvent permettre a la formation des
structure multicouches pour former des cellules bactériennes ou elles peuvent étre

emprisonnées dans les encrassements du lait.
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La formation de biofilm des bacilles thermophiles se produit dans les sections des usines de
fabrication de produits laitiers ou les températures élevées atteignent 40-65°C. De
nombreuses stratégies ont été testées pour éliminer, prévenir et ou retarder la formation de
biofilms des bacilles thermophiles dans la fabrication de produits laitiers, mais avec succes
limités. Cela est d0 a la structure et la composition des biofilms de bacilles thermophiles qui
ne sont pas bien connues dans les environnements en général et plus spécifiquement dans la

transformation du lait.(Rayane, s.d.)

1.2.2.5 L’intérét de formation de biofilm

Le biofilm protége les bactéries et leur permet de survivre dans des conditions
environnementales hostiles. Les bactéries du biofilm peuvent résister a la réponse
immunitaire de 1’hote et sont beaucoup plus résistantes aux antibiotiques et aux désinfectants
que les cellules bactériennes planctoniques. La capacité de former un biofilm est maintenant
reconnue comme une caractéristique propre a plusieurs microorganismes. La présence de
biofilms lors d’infections demande donc de nouvelles méthodes de prévention, de diagnostic
et de traitement. De méme, la présence de biofilms sur des surfaces retrouvees a la ferme, a
I’abattoir ou a Il'usine de transformation affectera [I’efficacit¢é du protocole de
désinfection.(Tremblay et al., 2014)
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1.3.1. Définition

Les biosurfactants, également connus sous le nom de surfactants biologiques, sont
synthétisés par une grande variété de microorganismes, y compris les champignons, les
levures et surtout les bactéries. Leur composition est influencée par le type de
microorganisme, le substrat utilisé et les conditions de production. En général, leur partie
hydrophile (qui se mélange a I'eau) est constituée de divers groupes fonctionnels tels que des
acides aminés, des protéines, des peptides cycliques, des acides carboxyliques, des
polysaccharides, des alcools gras (mono ou di), tandis que leur partie hydrophobe non polaire
(qui se mélange a I'huile) est composée d'une chaine hydrocarbonée aliphatique saturée ou
insaturée (allant de C8 a C22, linéaire ou ramifiée), d'acides gras a longue chaine, d'hydroxy-

acides gras ou d'a-alkyl-p-hydroxy-acides gras(Pacwa-Ptociniczak et al., 2011)

1.3.2 .Composition et structure chimique

hydrophilic mwicty hydrophobic moiety
non-lonic BT e S, BN S e W
sonic = e i e T i
cationic e N T
amphoteric (= 4T T SN TSN

Figure 1.3.1 : Structures tensioactives générales(Campos et al., 2013)

1.3.3. Classification des biosurfactants

Les biosurfactants sont classés selon leur composition chimique, poids moléculaire,
propriétés physico-chimiques, mode d’action et 1’origine microbienne.

a. Selon le poids moléculaire (Rosenberg et Ron, 1999)

-Les biosurfactants a faible poids moléculaire, tels que les glycolipides, les phospholipides
et les lipopeptides, sont efficaces pour réduire la tension interfaciale et la surface

-Les biosurfactants a poids moléculaire élevé ou les polymeéres, connus sous le nom de
bioémulsifiants, sont plus efficaces pour stabiliser les émulsions huile-eau sans réduire
considérablement la tension de surface. Parmi eux, on trouve les polysaccharides, les

lipopolysaccharides et les lipoprotéines.
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b. Selon la nature biochimique
Il existe cinq principales catégories de biosurfactants : les glycolipides, les lipopeptides, les
phospholipides, les lipopolysaccharides et les lipides neutres(Healy et al., 1996)

e Les glycolipides : sont constitués de sucres liés & une longue chaine d'acides
aliphatiques ou d'acides hydroxyaliphatiques. Parmi les glycolipides les plus étudiés,
on trouve les rhamnolipides, les tréhalolipides et les sophorolipides.

e Les lipopeptides : sont des composes ou un lipide est attaché a une chaine
polypeptidique.

e Les phospholipides :se composent de groupes alcool, phosphate et d'une chaine
lipidique

e Les lipopolysaccharides : ou polymériques sont constitues d’une ou plusieurs unités
saccharides et d’acides gras. Ce sont les biosurfactants possédant la masse molaire
la plus élevée.

e Lipides neutres : sont d'origine végétale, animale ou microbienne.

En raison de leur abondante production et de leurs remarquables propriétés tensioactives, les
biotensioactifs les plus répandus et les mieux étudiés sont les glycolipides et les
phospholipide des(Desai et Banat, 1997).

1.3.4. Microorganismes producteurs de biosurfactants

Les biosurfactants sont principalement synthétisés par des microorganismes qui se
développent dans des conditions aérobies. Ces microorganismes incluent généralement des
levures, des champignons ou des bactéries. Par ailleurs, les plantes, les animaux et méme les
étres humains peuvent également produire des biosurfactants(Mulligan et al., 2001).

Les bactéries utilisées dans la production de biosurfactants sont généralement prélevées dans
des sols contaminés par des molécules hydrophobes telles que les hydrocarbures. Elles sont
ensuite isolées de leur environnement naturel afin d'étre cultivées en laboratoire. Cette
approche permet de mener des tests pour déterminer la source de carbone optimale et
d'ajuster les milieux de culture afin d'atteindre un rendement de production maximal. Dans
tous les cas, le biosurfactant produit est un mélange complexe de différentes molécules. Par
exemple, lorsqu'une souche de Pseudomonas aeruginosa UG2 est utilisée, le biosurfactant
obtenu est un mélange de quatre rhamnolipides (\Van Dyke et al., 1991). (Abalos et al., 2001)
indiquent que sept homologues de rhamnolipides ont été identifiés dans des cultures de

Pseudomonas aeruginosa AT10.
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1.3.5. Applications de biosurfactants

Les biosurfactants sont réputés pour leur non-toxicité, leur biodégradabilité et leur capacité

a étre utilisés dans des environnements extrémes(Banat et al., 2000). C’est pourquoi ils

sont utilisés dans de nombreux domaines.

Tableau 1.3.1 : Différents domaines d'applications de biosurfactants(Banat et al., 2000)

Fonction Champ d’application

Emulsifiant et dispersant Cosmeétiques, peintures, produit

alimentaire.

. . . . Pharmaceutique, articles de toilette.
Solubilisant et micro-émulsions

) o Pharmaceutique, industrie textile, peinture.
Agent mouillant et penétrant

Détergent Nettoyants menagers, produits de I

agriculture.

Agent moussant. Cosmétiques, articles de toilette, flottation

de minerais

Agent epaississant Peintures.

Minerais, traitement d'huiles usagées pour

Agent séquestrant des métaux aide a la ) )
boues de métaux aide

croissance bactérienne

. e Traitement de déchets.
Dé-émulsifiant

Agent réducteur de viscosité Transport par pipeline

] Séparation des mélanges goudron /pétrole
Dispersant ou goudron/eau.

Pourtant, bien que les colts de production restent élevés, ce qui limite leur utilisation, les

substrats utilisés pour la croissance des microorganismes producteurs de biosurfactants sont
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peu colteux. Cependant, en raison des faibles rendements de production et des processus de

purification, il arrive parfois que leurs colts dépassent ceux des tensioactifs chimiques

1.3.6 Propriétés physicochimique des biosurfactants

Les propriétés distinctives des biosurfactants sont directement liées a leur composition

chimique.

1.3.6.1. Abaissement de la tension superficielle

La tension superficielle représente la force résultant de l'attraction entre les molécules a la

surface d'un liquide, s'opposant ainsi a la rupture de cette surface(Saxena et Mandal, 2022)

1.3.6.2. Abaissement de la tension interfaciale

La tension interfaciale correspond a la force requise pour briser la surface entre deux liquides

non miscibles(Saxena et Mandal, 2022)

1.3.6.3. Concentration Micellaire Critique (CMC)

Les molécules de biosurfactant s‘alignent verticalement a l'interface air/eau dans un milieu
aqueux, avec leur partie hydrophile orientée vers I'eau. Cela a pour effet de diminuer la
tension superficielle et de former une émulsion. La concentration au-dessus de laquelle les
surfactants commencent a former des micelles dans un milieu aqueux est connue sous le nom
de concentration micellaire critique (CMC). Les micelles des molécules de biosurfactant
contiennent un centre lipophile, c'est pourquoi les biosurfactants peuvent facilement
dissoudre les huiles. Le point correspondant a la CMC est indiqué par la valeur la plus basse

de la tension superficielle d'un réactif tensioactif.(Samanta, 2021)

Surface tension (mN/m)

Biosurfactant concentration (g/L)

Figure 1.3.2 : Illustration des domaines dans lesquels il y a formation de micelles

(concentration micellaire critiqgue CMC)(Samanta, 2021 b)
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micelles (concentration micellaire critique CMC)a tension superficielle représente la force
résultant de l'attraction entre les molécules a la surface d'un liquide, s'opposant ainsi a la
rupture de cette surface.a tension superficielle représente la force résultant de l'attraction
entre les molécules a la surface d'un liquide, s'opposant ainsi a la rupture de cette surface.a
tension superficielle représente la force résultant de Il'attraction entre les molécules a la
surface d'un liquide, s'opposant ainsi a la rupture de cette surface.a tension superficielle
représente la force résultant de l'attraction entre les molécules a la surface d'un liquide,
s'opposant ainsi a la rupture de cette surface.a tension superficielle représente la force
résultant de l'attraction entre les molécules a la surface d'un liquide, s'opposant ainsi a la
rupture de cette surface.a tension superficielle représente la force résultant de l'attraction
entre les molécules a la surface d'un liquide, s'opposant ainsi a la rupture de cette

surface.Haut du formulaire

1.3.6.4. Solubilisation

Selon (Margaritis et al., 1979) la solubilité d'un agent tensioactif dans I'eau varie en fonction

du nombre de liaisons C-C présentes dans la partie hydrophobe de la molécule de tensioactif
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Figure 1.3.3 : Représentation graphique des différentes propriétés fonctionnelles des
biosurfactants / bioémulsifiants : (A) Tension superficielle ; (B) tension superficielle et
interfaciale ; (C) émulsification ; (D) désémulsification ; (E) mouillage ; (F) moussant ; et
(G)l'adsorption.(Satpute et al., 2010)
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1.3.7 Avantages des biosurfactants

Les biosurfactants présentent des propriétés tensioactives similaires a celles de leurs

équivalents chimiques, mais ils offrent plusieurs avantages :

1.3.8.

Stabilité thermique et chimique élevée : ils restent stables dans une gamme étendue
de conditions, notamment pH (de 2 a 10), salinité (jusqu'a 20 %) et température
(allant jusqu'a 100 °C).

Biocompatibilité et biodégradabilité : ils peuvent étre utilises en toute sécurité dans
des applications telles que les cosmétiques, les produits pharmaceutiques et les
additifs alimentaires fonctionnels.

Caractere ecologique : ils se dégradent facilement dans l'environnement et ne
présentent pas de toxicité.

Longue durée de stockage.

Production a partir de déchets industriels : ils peuvent étre produits a partir de divers
sous-produits industriels tels que les effluents d'huileries, les graisses animales, le
lactosérum et les déchets riches en amidon, ce qui permet de réduire leur impact

environnemental et de diminuer les colts de production.

Inconvénients des biosurfactants

Le principal facteur limitant I'usage des biosurfactants demeure l'aspect économique d'une

production a grande échelle, dont les principaux obstacles sont :

Faibles rendements de production par rapport au substrat(s)

Importants investissements de capitaux

Faibles rendements volumiques

Problémes de contr6le de procédé comme la formation de mousse
Problémes de récupération et de purification de produit

Problémes de caractérisation des produits finis en raison de leur complexité

chimique.(Healy et al., 1996)
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1.3.9. Les biosurfactants des bactéries thermophiles

Les bactéries thermophiles ont été les plus largement distribuées dans les réservoirs
pétroliers et aussi les plus étudiées par rapport aux microorganismes mésophiles, ceci est
respectivement, le reflet de la température élevée qui caractérise la plupart des écosystemes
pétroliers, et grace a leurs intéréts industriels accrus en raison de leurs enzymes
thermostables. Par conséquent, plusieurs bactéries thermophiles ont été fréquemment isolées
des champs pétroliers( Magot et al.2000) et parmi les produits qui sont averés
potentiellement utiles pour une meilleure récupération de pétrole les biosurfactants qui sont
des agents tensioactifs produits par plusieurs microorganismes, majoritairement des aérobies
mais quelques cas de production dans des conditions anaérobies ont été rapportés (Brown et
al., 1986).
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1. Matériel et Méthodes
1.1 Matériel

11.1.1 Verreries

Erlenmeyer, Bécher, Flacons en verre, Tubes a essai, Pipette pasteur, pipette graduer, Lame/

Lamelle.

11.1.2 Appareillage

Agitateur, Vortex, Balance, Densitométre, PH-métre, Bec bunsen, Autoclaves, Etuve,
Distillateur, Bain marie, Incubateur, L’hote microbiologique, Réfrigérateur, Microscope

optique, Agitateur-incubateur .
11.1.3 Milieux de culture
TTM, bouillon nutritif, Mueller Hinton, gélose a la base de rouge Congo, Agnos3.

11.1.4 Autres produits consommables

Lugol, Fushine, Violet de gentiane, Alcool, rouge Congo, L’huile de paraffine, L’eau distillé,
PBS, Ethanol.

11.1.5 Autres matériel

Entonnoir, Eprouvette graduée, pro-pipette, Spatule, Barreau et tige magnétique, Pince, anse
a platine, Eppendorf, embout, Pissette, Micropipette, Boites de pétri, papier filtre, les

écouvillons.

11.2 Méthode

11.2.1 Période et lieu d’étude

Toute la partie expérimentale réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de la Faculté
des sciences a I’université de Dr Yahia Fares Médéa pendant la période allant de Mars a mai
2024.
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11.2.2 Objectifs d’étude

e Enrichir et identifier phénotypiquement les souches thermophiles.

e L’évaluation de Iactivité antibactérienne des souches thermophiles vis-a-vis cing
souches bactériennes de référence (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Bacillus sibtilus et Pseudomonas aeruginos), et deux
champignons (Aspergillus brasiliensis et Candida albicans) selon la technique des cylindres

d’agar.

e Evaluation I’aptitude de formation de biofilm.
e FEtudier la production et la caractérisation d'un biosurfactant issu d’une souche

thermophile.

11.2.3 revivification et identification des souches

Les souches ont été extraites en 2021 de trois sources hydrothermales situées en Algérie :
Hammam Salhine a Médéa, Hammam K’sana a Bouira et Hammam Righa a Ain Defla.

11.2.3.1 Enrichissement et ensemencement

A partir des souches bactériennes conservées depuis 1’année (2021), une quantité a été
prélevée a l'aide d'une pipette Pasteur et placée dans des tubes Eppendorf contenant 500 puL
de BN (annex 1), puis incubée dans une étuve a 60°C pendant 24h.Aprés 24h, 100 uL des
suspensions ont été ensemencées dans des boites de pétrie contenant le milieu TTM (annex

1), puis incubées dans une étuve a 60°C pendant 24h.

11.2.4 Identification phénotypique des souches

Une série d’études macroscopique, microscopique et biochimique a été réalisée pour

I’ensemble des souches enrichies en aérobiose.

A. Examen macroscopique

Afin d’identifier une souche microbienne, la premiére étape du diagnostic microbien et du
biotypage d’une souche est la description macroscopique des colonies bien isolées ; parfois
cette seule étude permet de connaitre le germe qu’on a en présence car les colonies sont
typiques. Les principaux caracteres a étudier sont : La forme des colonies (rondes,

irréguliéres, etc.), La taille des colonies par la mesure du diamétre, la couleur de la colonie,
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L’¢élévation (convexe, concave, plate), L’opacité (opaque, translucide ou transparente), La

surface (lisse, rugueuse, seche, dentelée, etc.)

B. Examen microscopique apres coloration de Gram : (annex 2)

Toutes les bactéries possedent une paroi composée de muréine, un peptidoglycane. Chez les
bactéries Gram-, cette paroi est enveloppée par une membrane externe, tandis que les
bactéries Gram+ en sont dépourvues. Cette différence dans leur structure permet de les

classifier en tant que Gram+ ou Gram-.

11.2.5 Recherche des activités antimicrobiennes sur milieu solide

(technique des cylindres d’agar)

Les propriétés antimicrobiennes des souches ont été évaluées a l'aide de la méthode des
disques d'agar(Radhika et al., 2011). Cette méthode implique I'ensemencement des souches
sur de la gélose TTM en stries serrées afin de former un tapis bactérien. Aprés une incubation
de 24 heures a 60°C, des cylindres d'agar d'environ 6 mm de diamétre sont preleves et places
sur des boites de Pétri contenant du milieu de Muller-Hinton (annex3) préalablement inoculé
avec des souches témoins (100 ml de Muller-Hinton mélangé avec 20 ml de suspension).
Cette procédure suit les recommandations du CLSI (2010) avec des modifications, et les
boites sont incubées a 37°C pour les bactéries et a 25°C pour les champignons (ces
conditions d'incubation sont maintenues tout au long de I'étude). Les zones d'inhibition sont
ensuite observées apreés 24 a 48 heures d'incubation. Toute zone d'arrét de croissance autour

des disques, méme de petite taille, est considérée comme un résultat positif.(Kitouni, 2007)

11.2.6 La recherche de la capacité de formation de Biofilm
On a employeé deux approches pour évaluer la capacité des souches a produire du biofilm.

11.2.6.1 La méthode du Rouge Congo

Dapres(Freeman et al., 1989), la gélose Rouge Congo est particulierement adaptée pour

repérer les souches qui produisent du slime.

Sur ce substrat, les souches qui expriment le Polysaccharide Intercellular Adhesion (PIA)
forment des colonies noires, tandis que les souches qui ne le produisent pas ont des colonies
rouges. Les souches a phénotype variable se traduisent par des colonies avec un centre noir

et une bordure rouge, ou un centre rouge et une bordure noire.(Mathur et al., 2006)
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A. Technique

e Préparer la gélose Rouge Congo (annex 4) et inoculez une colonie en réalisant des
stries a la surface d'une boite de gélose Rouge Congo (RCA).

e Incuber les boites en 60°C pendant 48 heures

B. Lecture

Les souches qui produisent du biofilm se caractérisent par des colonies noires avec une
surface rugueuse, tandis que les souches qui n'en produisent pas ont des colonies rouges avec

une surface lisse.

11.2.6.2 Méthode de microplaques de titration a 96 puits

En réponse aux nombreuses recherches rapportant I'impact de la composition du milieu de
culture sur la production de biofilm, nous avons jugé opportun d'étudier la formation de
biofilm en utilisant la technique de microplaques de titration décrite précedemment, mais en
utilisant le milieu Thermus thermophilus sans agar. Le cristal violet a éte employé pour
colorer le biofilm, et apres séchage, le colorant a été solubilisé avec de l'alcool, conduisant

ainsi a une turbidité homogeéne du colorant.(Stepanovic et al., 2000).
A. Technique

e A partir des colonies isolées, effectuer des cultures d’une nuit dans B.N(Thermus
thermophilus sans agar) et incubées dans 1’étuve a 60°C.

e Aprés 24 heures, ajuster le DO des suspensions bactériennes a 0.5 McFarlane
(I’équivalent de 108 UFC/ml) a la longueur d’onde 600 nm.

e Inoculer chaque puits de la microplaque de titration (96 puits) avec 200ul de la
suspension ajustée.

e Incuber les microplaques en aérobiose a 60°C pendant 24 heures.

e Laver les microplaques 3 fois par la solution PBS (phosphate-buffered saline pH=7)
(annex 4) pour -éliminer les cellules bactériennes non adhérentes.

e Sécher les plaques a 60°C pendant 10 mn

e Remplir les puits par le Crystal violet a 0.1% pendant 10 mn (Al-Ahmad, 2012)

e Laver les microplaques 3 fois par I’eau distillée.

e Laisser les microplaques sécher a 60°C pendant 10min.

e Introduire dans chaque puit 200ul de I’éthanol et la laisser 15 mn.
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B. Lecture

La lecture de densité optique se fait a ’aide d’un lecteur de microplaques (Safas monaco

MP96) a 600 nm (Lecteur ELISA)

11.2.7 La production des biosurfactants

11.2.7.1 Sélection des souches productrices de biosurfactant

Dix souches bactériennes thermophiles (A, A5, W15, G, W9, W10, k, j, H et H2) ont été
sélectionnées pour leur performance a produire de biosurfactants. Des repiquages successifs
sur milieu solide ont effectués pour la purification des souches sou forme de colonies bien

isolées.
11.2.7.2 Préparation de préculture

Une seule colonie a été mise dans un milieu liquide LB (annex 5). Afin de préparer les
précultures de24h a 55 °C afin de preparer les précultures de 24h a 45 °C qui seront

employées pour inoculer les milieux a tester pour la production de biosurfactants.
11.2.7.3 Préparation de culture

Les expériences ont été reéalisées dans des flacons de 250 ml contenant 100 ml de milieu
minimum (MM) (annex 5), additionnée a 0.5 % de I’huile d’olive comme source unique de
carbone ; ce milieu liquide est inoculé avec 5% de la préculture. L'incubation a été assurée

pendant 48h, la température est fixée a 55 °C sous une agitation de 150 tr/min.
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La production du biosurfactant a été suivie par la mesure de deux grandeurs :

% Indice d’émulsification (E24)

L'émulsification est évaluée principalement a l'aide de l'indice d'émulsification E24. Pour ce
faire, on mélange des volumes égaux de surnageant (4 ml) et de solution hydrophobe (huile
d'olive) dans un tube a essai. Ce mélange est vigoureusement agité au vortex pendant 2
minutes jusqu'a l'obtention d'un liquide homogene, puis on le laisse reposer pendant 24
heures avant de procéder a la mesure.(Abouseoud et al., 2008)

L'indice d'émulsification est défini comme étant le rapport de la hauteur de la couche
émulsionnée (He) sur la hauteur totale (Ht) et en multipliant par 100(Francy et al., 1991),

selon la formule suivante :
E24 =(He/Ht) *100

Avec He: La longueur de la couche émulsionnée

Hrt: La longueur totale du mélange

% Test de déplacement d’huile

Cette méthode est basée sur la caractéristique du biosurfactant a changer I'angle de contact
a l'interface huile-eau. La pression de surface du biosurfactant est capable de déplacer 1°huile.
La méthode décrite ci-dessous est basée sur celle déja decrite par(Morikawa et al., 1993),
avec quelques modifications. Un (01) ml d’huile brut est étalé sur toute la surface d‘eau
distillée (25 ml) remplissant une boite de Pétri (90 mm de diametre). Une fine couche d‘huile
se forme immédiatement. Par la suite, 200 puL de la solution de 1°‘échantillon sont déposés
doucement au centre de la couche d‘huile, entrainant la formation d‘un halo clair. Le
diametre du cercle ainsi formé est mesure apres 30s et 24h. Les étapes de réalisation de ces

tests ont présenté dans la figure 11.10.
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11.2.7.4 Extraction de biosurfactant

La procédure de récupération se déroule de la maniére suivante : le bouillon de culture est
centrifugé a 7000 tr/min pendant 20min pour éliminer la biomasse. Le liquide en surface,
qui correspond au biosurfactant brut, est récupéré. En réalité, la récupération du biosurfactant

passe par plusieurs étapes :

= Le surnageant est acidifié par HCI (2N) apH =2.

= Le liquide acidifié est conservé a 4°C pendant une nuit .

= |e précipité est récupéré par centrifugation a 7000 g pendant 20 mina 4 °C .
= L’extraction a été effectuée deux fois (v : v) a I’aide d’acétate d’éthyle.

= Le solvant a été ensuite enlevé a I’aide d’un rotavapeur.

31



Chapitre I
RESULTATS
ET
DISCUSSION



Chapitre 111 RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1 Caractérisation phénotypique des souches isolées des trois sites

Trent souches d'aspects différents ont été isolées en (2021), a partir des trois sites
hydrothermaux, ces souches ont subi une série de test macroscopique, microscopique. Les

résultats de cette caractérisation sont présentés dans le tableau IIT .1.

I11.1.1 Observation macroscopique

L’observation des caractéres culturaux des colonies est le premier examen qui a été effectué

apres I’incubation des souches a 60°C sur gélose TTM.

La Figurelll.1 illustre l'aspect macroscopique de quelques souches bactériennes isolées de
I'eau thermale. L'aspect des colonies bactériennes a été déterminé selon les critéres de base
décrits par(Prescott et al., 2003)

Habituellement, lorsqu'on examine des colonies bactériennes sur une gélose, on observe des

aspects tels que la forme, la couleur, la taille, la texture, la brillance et les bords des colonies.

Les colonies acquises sont généralement rondes ou ovale, grande ou petite, lisses, bombé,
jaune ou blanche. Cependant, il y avait peu de diversité dans leur aspect macroscopique. Les

résultats obtenus sont illustrés dans le (Figure 111.1 et Tableau 111.1)
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Figure I11.1 : L’aspect macroscopique des souches



Chapitre 111

Tableau 111 .1 : Caractéres culturaux des souches cultivées.

RESULTATS ET DISCUSSION

Souches Forme Taille Couleur Aspect
W2 Irrégulier Grande Jaune Lisse
W3 Irrégulier Grande Jaune claire Lisse
W4 Ronde régulier Moyenne Blanchatre Lisse
W5 Ronde irrégulier Moyenne | Blanchétre flou centre | Rugueuse
W6 Ronde régulier Petite Blanchatre Lisse
W7 Ronde Moyenne Jaune Lisse
W9 Ronde bombée Petite Jaune Lisse

W10 Irrégulier Petite Jaune claire Rugueuse
W11 Irrégulier Grande Blanchatre Lisse plate
W11x Irrégulier Moyenne Blanchatre Lisse plate
W15 Ronde bordure régulier | Moyenne Jaune Crémé Rugueuse
G Ronde bordure irrégulier | Moyenne Blanchatre Lisse
A Irrégulier Grande Jaune claire Rugueuse
A5 Ronde régulier Petite Jaune Crémé Rugueuse
H8 Ronde Moyenne Jaune Lisse
H2 Ronde Régulier Moyenne Blanchatre Lisse
117 Ronde Régulier Moyenne Blanchatre Lisse
B Irrégulier Moyenne Blanchatre Rugueuse
C Régulier Petite Transparente Rugueuse
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111.1.2 Observation microscopique

L’observation microscopique des souches isolées des sources hydrothermales a permis de

déterminer quelques caractéres morphologiques des cellules bactériennes apres colorations

différentielles de Gram

Figure 111.2 : Coloration de gram des souches thermophiles sous microscope optigue au grossissement

X100, X40.
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Tableau 111.2 : Résultats de coloration de gram.

Souche Gram W15 Positif +
F Positif+ Bacille
D Positif +
W6
. . G Négatif -
(Paenibacillus Positif + g
. E Positif +
panacisoli )
- J Positif +
W9 (Bacillus -
. ) ) Positif + C Négatif -
licheniformis)
- 110 Positif +
WS5 (Bacillus o
. Négatif - W11x Positif +
circulans)
W3 A5(Paenibacillus Positif
Positif + o ositif +
Bacille residui)
W2 Positif + W7 (Bacillus o
o Négatif -
H2 Positif + niacini)
Bacille 115 "
W10 POSitif + . Positif +
Bacille
H5 Positif + B Positif +
Bacille Bacille
H11 Positif + Wil Positif +
Bacille Bacille
H8 Positif + 117 Positif +
Bacille Bacille
H Positif + K Positif +
Bacille Bacille
P Positif +
Bacille
A Positif +
Bacille
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L'examen microscopique a révélé les résultats représentés dans le tableau (II1.2). Parmi les

30 souches, 26 sont des bactéries a Gram positif et 4 & Gram négatif.

La plupart des bactéries isolées des sources thermales en Algérie surtout, étaient des bacilles
Gram positif. Une étude similaire de 85 souches thermophile montre que 76 souches sont a
Gram positif et les restes sont a Gram négatif. (Djebbar.2019)

Une autre étude a été réalisée par (Larbi Daouadji, 2015)qui a isolé 59 souches bactériennes
de différentes sources thermales (Hammam Debagh a Galma, Hammam bouhnifia a Mascar,
Hammam Bouhjar & Temouchent, Hammam Rabi a Saida), dont 44 isolats étaient des

bacilles Gram positif.

Nos résultats concordent aussi avec ceux trouves par (Aissat et Mekki ,2019), qui ont pu
isoler 10 souches bactériennes de Hammam Guergour (Nord de Sétif-Algérie) dont 9 isolats
étaient de Gram positif, et un isolat de Gram négatif.

111.2 L’activité antimicrobienne

Les résultats de I’activité antimicrobienne des souches étudiées contre des souches test
standardisés : les bactéries : « Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
pseudomonas aeruginosa et staphylococcus epidermidis », Les champignons :« Candida

albicans, Aspergillus brasiliensis ».
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S. typhimurium A. brasiliensis P. aeruginosa P. aeruginosa

S. aureus B. subtilis

Figure 111.3 : L’activité antimicrobienne des souches thermophiles contre les souches tests
(bacteérie et champignon)
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Tableau I11.3 : ’activité antimicrobienne des souches thermophiles contre les souches

tests (bactérie et champignon).

= ol o A O >
@ 3 L Z
A - - + |- - - -
A5 - - + |- + - -

- - - |- n - -
H - - - - + - +
H2 - + + |- + - -
H8 - - + |- - - -
110 - - + |- - - -
115 - - + |- + - -
117 - - - |+ - - -
W2 - - - |- - - -
W3 - + - |- - - -
W4 - - - |- + - -
W5 - - - |- - - -
W6 - - - |- - - -
W7 - - - |- + - -
W9 - - - |- - - -
W10 + - + |- - - -
w11 - - - |- - - -
W15 + - + |- - - -
K - - - |- + - -

Ce tableau met en évidence lI'importance de tester plusieurs souches pour identifier celles qui
ont une activité antibactérienne et antifongique efficace contre des micro-organismes

spécifiques.

D'aprés nos résultats, la capacité a présenter une activité antibactérienne contre Escherichia
coli a été détectée chez les souches (A, A5, H2, H8, 110, 115, W10 et W15), et contre
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Pseudomonas aeruginosa chez les souches (A5, G, H, H2, 115, W4, W6 et K,), ce qui

suggeére une meilleure efficacité globale contre ce micro-organisme.

La plupart des souches testées n’ont pas montré d’activité antibactérienne contre
Staphylococcus aureus sauf les souches (W15 et W10) et aucun effet contre Salmonella
typhimurium a I'exception des souches (H2 et W3), seules la souche (117) montre une activité

antibactérienne contre Bacillus subtilis

Pour I’activité antifongique aucune souche a développer une activité contre Candida albicans, a

I’exception de la souche (H) qui a présenter une activité contre Aspergillus brasiliensis.

Malgré des recherches approfondies sur les microorganismes vivant dans des
environnements extrémes, y compris les thermophiles, les informations disponibles sur leurs
métabolites secondaires, en particulier concernant la production de protéines

antimicrobiennes, sont tres limitées.(Ojha et al., 2021)

Quatre souches bactériennes thermophiles présentant une activité antimicrobienne contre
des agents pathogéne testés ont €eté isolées de source chaude saoudienne. Le composé majeur,
la tabtoxinine-béta-lactame, est une toxine produite par certaines bactéries comme
Pseudomonas. C'est un antibiotique béta-lactame, qui représente une nouvelle stratégie
thérapeutique antibiotiqgue pour traiter les pathogenes gram-négatifs multi-résistants

exprimant des niveaux élevés d'enzymes béta-lactamase(Alrumman et al., 2019)

Une étude réalisée sur 30 isolats de Streptomyces, isolés et purifiés a partir des zones
thermales du nord de la Jordanie, a révélé que 20% des isolats présentaient une activité
antibactérienne contre Escherichia coli et 26% contre Staphylococcus aureus, tandis que

23% montraient une activité antifongique contre Candida albicans(Abouseoud et al., 2008)
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111.3 L aptitude de formation de Biofilm

Les souches isolées ont été testées pour mettre en évidence leur capacité a former un Biofilm
par deux techniques : méthode de Rouge Congo (RCA) et méthode des microplaques de

titration.

111.3.1 Technique Rouge Congo

\ =

Figure 111.4 La production de slime chez les souches (A, A5, P, H, H2, H5, H8, H11, W2,
W3, W4, W5, W6, W7, W9, W10, W11, W15, 110, 115, 117F, B, C, E, D, K, J, G)
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Tableau I11.4 : Résultats de la production de slime par la méthode RCA.

Souche Phénotype (slime)
A Formatrice
A5 Formatrice
Formatrice
H Non formatrice
H2 Non formatrice
H5 Formatrice
H8 Non formatrice
H1l Formatrice
W2 Formatrice
W3 Formatrice
W4 Formatrice
W5 Formatrice
W6 Formatrice
W7 Formatrice
W9 Non formatrice
W10 Non formatrice
W11 Formatrice
W15 Formatrice
110 Non formatrice
115 Non formatrice
117 Formatrice
F Non formatrice
B Formatrice
C Formatrice
E Formatrice
D Non formatrice
K Formatrice
G Formatrice
J Formatrice

La figure 111.4 présente la répartition des résultats des aspects des colonies sur milieu Rouge

Congo. Apres 48 heures d’incubation, la production de slime est remarquée respectivement
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chez les souches A5, M, C, 15, W5, W4, A7, B, W9, W7, W6, H13, H, W12, W15, H3 et H5

a I’opposé des autres souches exprimant un phénotype négatif.

Sur 30 souches thermophiles, le taux des souches formatrices de slime était de 66% soit un

nombre de 19 souches ont données des colonies rouges avec contour noire.

Tandis que 11 souches non productrices des slime soit un taux de 34% ont données des

colonies rouges avec un aspect lisse.

Selon (Chaieb et al., 2005) le slime est définie comme la substance polymérique
extracellulaire, également connu sous le nom d’exo-polysaccharides (EPS). Sur le milieu
RCA, les souches exprimant le PIA (polysaccharide intercellular adhesin) donnent des
colonies noires avec une surface rugueuse contre des colonies de couleur rouge et a surface
lisse pour les souches PI1A négatif.

Le Rouge Congo interagit directement avec certains polysaccharides bactériens formant un
slime et donnant des colonies noires, contrairement aux colonies non productrices qui restent
rouge (Kara Terki, 2014).

111.3.2 Technique de microplaque de titration

Les valeurs seuils pour I’essai de B.N(Bouillon nutritive)

D.O min=0.109

D.0O max=0.327

D.O min= D.0 témoin moyen + 3. Ecart type =0.78+(3*0.106)

D.O max= 3. D.O min=3*0.109
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Tableau I11.5 : Résultats de la technique de microplaque de titration

Souche D.O moyenne | Formation de biofilm
W2 0.194 Moyennement
W4 0.186 Moyennement
W10 0.173 Moyennement

F 0.204 Moyennement
G 0.163 Moyennement
P 0.167 Moyennement
K 0.166 Moyennement
H 0.230 Moyennement
A 0.210 Moyennement
W15 0.200 Moyennement
D 0.242 Moyennement
W7 0.179 Moyennement
A5 0.238 Moyennement
W6 0.246 Moyennement
E 0.201 Moyennement
0.228 Moyennement
H5 0.197 Moyennement
H8 0.211 Moyennement
Ft 0.222 Moyennement
W5 0,0253 Faiblement
W3 0,2605 Moyennement
W9 0,226 Moyennement
W11 0,268 Moyennement
117 0,216 Moyennement
115 0,227 Moyennement
C 0,237 Moyennement
H11 0,272 Moyennement
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Aprés une incubation de 24 heures a une température de 55 °C, la formation des biofilms a
été évaluée en mesurant la densité optique (DO) a 600 nanometres. Les résultats de I'analyse
ont montré, en comparant les différentes valeurs de densité optique de chaque souche étudiée
avec la densité optique du témoin négatif, que toutes les souches avaient une densité optique
inférieure a celle du témoin. En comparant la densité optique obtenue avec les valeurs
DOmIin=0,109 et DOmMax=0,327 pour chaque souche, il a été constaté que 29 souches avaient
une densité optique comprise entre DOmin et DOmax et étaient considérées comme
moyennement formatrices, tandis qu'une seule souche avait une densité optique inférieure a

DOmin et était considérée comme faiblement formatrice.
Des études similaires sur les bacilles thermophiles :

Selon (Benyahia, 2015) a température 55 °C : 5 souches ont des DO inferieur 0,5 sont
faiblement productrice de biofilm et 4 souches sont moyennement productrice de biofilm a
cause de leurs DO qui est comprise entre 0,5 et 1,5.

Et d’aprés (Batahri, N. I. 2015) I’estimation quantitative du taux de formation des biofilms
par les souches thermophiles a 4 températures (37°C ,47°C, 55°C, 65°C) sur le milieu BHIB
est obtenue par la mesure de la DO a 630 nm au lecteur de microplaque, les souches qui ont
été isolées a 55°C ou a 65°C sont faiblement productrices de biofilm a ces mémes
températures. Elles ont une DO inféerieur a 0,5. Les résultats obtenus par (Burgess .2010)
sont différents une formation importante de biofilm sont obtenus aux températures élevées.
Cette différence peut étre expliquée d’un part par la différence des souches, d’autre part la
technique utilisée.

Cependant, d’autres auteurs suggerent que cette méthode peut €tre moins précise pour
déterminer la capacité des souches a sécréter le slime bactérien (de Castro Melo et al.,
2013).Pour cette raison (Nasr et al., 2012) ont proposé la méthode de culture sur RCA
comme une alternative a la méthode TCP pour le dépistage de la formation de biofilm par
les Staphylocoques étant plutdt facile a réaliser, elle prend moins de temps et plus est sensible
et spécifique.

Aussi plusieurs auteurs signalent que la méthode de rouge Congo agar semble étre moins

efficace pour détecter la formation de biofilm in vitro (Hassan et al., 2011) ; (Tajet al., 2012)
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I11.4 Production de biosurfactants par des souches bactériennes

thermophiles

La production de biosurfactants par des microorganismes mésophiles a été largement
étudies.

En revanche. Notre travail a été réalisés a des températures supérieures a 40°C. Ceci montre
L’importance des souches thermophiles utilisées dans notre cas d'étude. Plusieurs études ont
rapporté que les microorganismes utilisant les hydrocarbures sont capables de produire des
biosurfactants. Donc la sécrétion du biosurfactant est un processus trés important pour que
les hydrocarbures soient assimilés par les bactéries.

La structure et les caractéristiques d'un biosurfactant dépendent des conditions de croissance
et de la source de carbone utilisée. Un substrat insoluble permet souvent d'obtenir un bon
rendement.

Figure 111.5 : Les cultures bactériennes avant at apres 1’agitation 48h

L’¢tude de la capacité productrice de biosurfactant par la souche bactérienne est basée sur
:la mesure I’indice d émulsification et du diamétre de la surface halo claire (test de
déplacement de I’huile de moteur).

L‘huile d‘olive (1%, v/v) a été utilisee comme substrat pour les souches (W10, W9, W15, A,
A5, H, H2, G, J, P; K).
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111.4.1. L’effet de P’indice d’émulsification

Figure I11. 6 : Le résultats de test d’émulsification

L'indice d'émulsification%

Figure I11.7 : Présentation du pourcentage de I’indice d’émulsion chez les différentes

souches sélectionnées productrices de biosurfactants

Ce graphique montre l'indice d'émulsification (en pourcentage) de différentes souches

bactériennes.

La souche H2 montre le plus haut indice d'émulsification avec 50%, la souche W10 présente
le plus bas indice d'émulsification avec 38% et les autres souches présentent des indices
d'émulsification variant entre environ 40,8% et 45%.
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Ces résultats peuvent étre comparés a ceux obtenus par ( Guergouri, 2017), qui montrent que
le taux de biodégradation des hydrocarbures varie selon le groupe bactérien. Dans une autre
étude réalisée par (Eddouaouda, 2012), la production de biosurfactants a été évaluée en se
basant sur la capacité des souches a former une émulsion atteignant presque 50 %, et qui
reste stable apres 24h. En utilisant quatre substrats différents (pétrole, huile moteur, huile de
friture et huile d'olive), il a été constaté que la production maximale était enregistrée en
présence d'huile d'olive, se traduisant par une valeur minimale de la tension de surface (33
mN/m).

L’augmentation de I’index d’émulsion est proportionnelle a la concentration microbienne. 11
atteint des valeurs de 52,68 % et 43,54 % pour deux souches .Des résultats similaires ont
été trouvés chez Pseudomonas aeruginosa qui peut atteindre un index d’émulsion de
50%.(Benincasa et Accorsini, 2008)

111.4.2. L’effet de test de déplacement de I’huile de moteur

Figure 111.8 : Le résultats de test de déplacement apres 30s
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Tableau 111.6 : Les mesures de diamétre de la zone claire aprés 30s et 24h

Les souches Diamétre de la zones claire (cm) | Diamétre de la zones claire (cm)
apres 30s apres 24h

W9 3.5¢cm 7.5¢cm
W10 4.5 cm 7.5cm
W15 7.5cm 8 cm

A 2.7 cm 5.2 cm
AS 5cm 8 cm

H 5¢cm 8 cm
H2 4 cm 8 cm

G 3.5¢cm 7.8 cm

J 4 cm 8 cm

P 3.5¢cm 8 cm

K 4 cm 8 cm

D’aprés nos résultats, les diamétres de la zone claire aprés 30 secondes chez les souches
(W10, A5, H, H2, J, K) montrent un déplacement initial plus grand par rapport aux souches
(A, G, P, W9). La souche (W15) se distingue en révélant le déplacement le plus important
avec 7,5 cm, ce qui suggére une activité de biosurfactant rapide et efficace.

Selon (Cipinyte et al., 2011) il a été observé que l'activité de déplacement de I'huile, mesurée
par la surface de la zone claire sur la surface huile-eau, diminuait proportionnellement a la

diminution de la concentration du biosurfactant. Ainsi, I'essai de dispersion d'huile s'est
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révélé étre le plus adapté pour la mesure quantitative de I'activité des biosurfactants. L'essali
de dispersion d'huile a été utilisé pour détecter, quantifier et comparer les activités des
biosurfactants. Pour évaluer lI'augmentation de la zone claire dans le temps, notez qu'aprés
24 heures, certaines souches comme W15, H, et A5 ont atteint un diamétre de 8 cm, indiquant
une production continue et soutenue de biosurfactants.

En comparant les diamétres aprés 30 secondes et 24 heures pour chaque souche, nous avons
observé que la plupart des souches (W9, W10, A5, H, H2, J, G, P, K) présentaient une
augmentation significative entre 4 cm et 4,5 cm. Ces résultats sont similaires a ceux
rapportés par(Zenati, 2018.)qui a montré que la margine et I’huile de moteur usagée
présentaient également une activité relativement élevée (DDP de 3,5 et 4 cm respectivement.
Cela pourrait indiquer une activité de biosurfactant qui se développe avec le temps.

111.4.3 L’extraction de biosurfactant

Les biosurfactants obtenus sont des liquides visqueux d‘une couleur marron-jaunatre et une

odeur caracteristique, (La figure II1.6) montre I‘aspect des produits bruts.

Figure 111.9 : Le résultats de I’extraction

La présence de sédiments jaunatres au fond des tubes pour les souches (K, P, A, A5, W15,
W10, W9, H, G, J) indique probablement la précipitation des biosurfactants. Cependant, la
souche H2 présente une couleur plus claire, suggérant que l'extrait n'est pas concentré.

La technique d’extraction par solvant organique apres évaporation a 1’aide d’un rotavapeur

a donnee des extraits de couleur jaune a orange avec une texture liquide. Alors, La quantité
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et la couleur de ces dépdts peuvent varier en fonction de la souche et des conditions de
culture.(Oumer et al., 1996)

Lorsque des échantillons ont été obtenus a partir de zones contaminées par des
hydrocarbures, 22 % des micro-organismes isolés ont montré une activité de surface. Ces
résultats suggérent une forte corrélation entre la dégradation des hydrocarbures et la
production de biosurfactants par les micro-organismes.(Parra et al., 1989)

(Raza et al., 2007) qui ont utilisé I’huile d’olive comme seule source de carbone dans la
production du biosurfactant par Pseudomonas aeruginosa qui a réduit la tension superficielle
jusqu’a 29 mN/m. Aprés incubation de 5 jours, le biosurfactant a été extrait a partir du milieu
de production par précipitation acide. La souche a pu produire 2,4g de biosurfactant par litre
de milieu minérale M2 additionné de 4% d’huile de tournesol comme seule source de

carbone.
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Conclusion

Les microorganismes thermophiles autochtones des environnements chauds tels que les
sources hydrothermales possedent des capacités d’adaptation moléculaires intéressantes. Ils
sont trés recherchés par différentes industries a cause de leurs propriétés qui dépassent celles
de leurs contreparties mésophiles.

Dans ce travail, un isolement des 30 souches thermophiles a été effectué partir de trois
sources hydrothermales en Algérie, (Hammam Essalihine dans la région de wilaya de
MEDEA, de Hammam K’sana dans la région de wilaya de BOUIRA et de Hammam Righa
de wilaya de AIN DEFFLA), pour [lidentification et I’évaluation de [Pactivité
antimicrobienne, la capacité de formation de biofilm et la production des biosurfactants.

Trente souches ont fait I'objet d'une caractérisation phénotypique. Les résultats ont révele

que la majorité de ces souches sont de Gram positif.

Les bactéries thermophiles ont démontré une activité antibactérienne significative contre
Escherichia coli chez les souches (A, A5, H2, H8, 110, 115, W10 et W15), et contre
Pseudomonas aeruginosa chez les souches (A5, G, H, H2, 115, W4, W6 et K). En ce qui
concerne Iactivité antifongique, seule la souche (H) a montre une activité contre Aspergillus
brasiliensis. Les méthodes quantitatives et qualitatives utilisées pour évaluer la capacité de
formation de biofilm de ces bactéries ont également mesuré leur capacité a produire du slime.
Les résultats de la méthode RCA ont démontré que les souches A5, M, C, 15, W5, W4, A7,
B, W9, W7, W6, H13, H, W12, W15, H3 et H5 sont productrices de slime. Avec la méthode
de microplaque de titration, 29 souches ont montré un potentiel de formation de biofilm

modéré, tandis qu'une seule souche (WH5) a présenté une faible capacité de formation.

La derniére partie de I’étude s’est focalisée sur la production et la caractérisation de
biosurfactants en utilisant de I'huile d'olive. Les résultats obtenus ont montré que les
biosurfactants produits par les souches (K, P, A, A5, W15, W10, W9, H, G, J) présentaient
un indice d’émulsification (E24) avoisinant les 50 %, ainsi que des diametres variés lors du

test de déplacement d’huile de moteur.
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Conclusion

A la fin, I’étude des bactéries thermophiles révéle un potentiel considérable pour des
applications industrielles, médicales et environnementales. Une meilleure compréhension
de leurs mécanismes biologiques et de leurs produits peut conduire a des innovations

significatives dans divers secteurs.
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Annex

Annex 1 : préparation de milieux de culture

THERMUS THERMOPHILUS MEDUIM (TTM)

EXEFAIL 08 JEVUIE ... 49
PrOtEASE PEPLONE. ... i ittt ettt et be e nbeeae e e 89
N Cl s 29
L2eau diStIlE ... 1000ml

Annex 2 : coloration de gram
Réactifs

Violet de gentiane

VIOIBT 08 GENTIANE. .....eiiiiiiie e 19
AICOOI EtNYHGUE 8 9590 ..ottt e e 10ml

o 0157 070 SRS 29
BAU ISTIHIER ... 100ml
Lugol de Gram

[OAUIE 0B POLASSIUM......vieitiie it ettt e e et et e et e e e e e e eeanreeeanneas 19
o OSSPSR 19
BAU QISHIHIE ... 300ml

FUSIINE. .. e e et e st e e et a e e a e e e s e e e rne e 19
AICOOI EtNYHIGUE 8 95... et 10ml
Phénol ajouté a 100ml d’eau diStillée...........ccooovvviiiiieiie e, 5¢

La technique Préparation du Frottis

e Sur une lame de microscope, déposer une goutte d’H20.

e Alaide d'une anse stérilisé (passant sous le bec benzéne), toucher une colonie pour
prélever des bactéries.
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e Déposer ce prélevement au milieu de lame, puis passer la lame dans la petite flamme
du bec bunsen pour fixer a la chaleur.

e Déposer quelques gouttes de solution de violer de gentiane (cristal violer) sur le
frottis fixé. - Laisser agir 1 min, puis rincer a l'eau.

e Déposer quelques gouttes de Lugol (un mordant qui permet de fixer le violet dans
les bactéries) sur le frottis, Laisser agir 1 min et rincer briévement a I'H20.

e Verser goutte a goutte l'alcool sur la lame inclinée obliqguement. Surveiller la
décoloration (5 a 10 s). Rincer avec l'eau. L'alcool pénétre dans la bactérie.

e La coloration au violet de Gentiane disparait. Les bactéries décolorées sont des
bactéries Gram- si l'alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de bactéries
Gram+.

e Contre-colorer en déposant la solution de safranine (rose) pendant 1 min. Ce
colorant permet de visualiser les bactéries Gram- decolorées a I'étape précédente.
Cette coloration moins forte que le violet n'affecte pas la couleur des Gram+.

e Laisser sécher a l'air.

e Observer au microscope (grossissement 40x puis grossissement 100x avec une

goutte d'huile a immersion)

Annex 3 : Milieux de Pactivité antimicrobienne

MULLER HINTON (MH)
IMUIIEE HINTON. ..ot e e e e ae e snae e 389

B AU ISTIIB. ... eeeeee ettt et et e ettt e et e e e e et e e e e e et eeee et eeeeestaeeeeetareees 100ml
Annex 4 : Milieux de biofilm

ROUGE CONGO (RC)

Le bouillon coeur Cherval ............oooiiiiiii e 37g/L
SACCNAIOSES. ... vttt e e et e et e e arre e 50g/L
o T | PR OUSROPPROUPRPTRS 10 g/L
ROUGE CONGO ...ttt ettt e et e e et e e et e e e st e e e s nraeeanteeeanns 0,8 g/L
PHOSPHATE BUFFERED SALINE(PBS)

N =T B PSPSUP PP 8g/L
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NAZHPOZ. .. coovoooeeveeee oo eseee et see e s e e e s s eeesee s sre 1.44g/L
KH2POMA. ..o s e e e s e eee s eee s eesere 0.24g/L

Annex 5 : Milieux de biosurfactant

LURIA BERTANI

TTYPEONE. ..t 10g/L
EXEFAIt 08 JEVUIE ... 59/L
INBCL .t 10g/L

Ajusté PH & 7.0£0.2
MILIEU MINIMUM

INHAC .ottt ettt e et et e e e e e et e et 0.4g/L
K2ZHPOA ..ottt ettt e ettt ereeen 0.3g/L
N L PSSR 10g/L
IMECI2. .. et e e 0.33g/L
CACI2. . oottt ettt ettt e ettt ettt et 0.05g/L
EXIFAIt A& IOVUIE ...t e e e e e e 0.1g/L
(@1 1o 0= (=T 0 1= o PSSR 1ml

Ajusté PH a 7.0/7.5

ANnNexo6 :

Préparation de milieu BN
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Souches bactériennes Souches bactérienne + BN

Preparation de milieu TTM Ensemencement  des

Souches sur le milieu TTM

Preparation de milieu Rouge Congo et écoulement

Sur les boites pétries
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L’ajustement de la DO des suspensions bactériennes

La préparation des cultures + incubation

Le test de déplacement d’huile
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Les étapes de d’extraction de quelques souches
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