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Résumé

La richesse de 1’Algérie en biotopes hypersalins est illustrée par le nombre important de
sebkhas et de chotts chauds et fortement salins largement distribués sur le territoire national.
Ces écosystémes se présentent comme un champ d’investigations privilégiés pour la recherche
de nouvelles souches thermo-halophiles productrices de biomolécules actives. Les recherches
menées par 1’équipe de microbiologie mettent en évidence régulierement de nouveaux taxons
originaux.

Notre thématique porte essentiellement sur 1’¢tude des activités antimicrobiennes et
enzymatiques des souches bactériennes thermohalophiles nouvellement isolées des
environnements hypersalins. 3 souches extremophiles aérobies ont été étudiées : Melghirimyces
algeriensis Nari EX, Melghirimyces thermohalophilus Nari 11A et Melghiribacillus
thermohalophilus Nari 2A.

L’étude entreprise dans le cadre de cette thése a en effet permit de mettre en évidence deux
nouvelles biomolécules: une molécule bioactive antgoniste, a faible poids moléculaire,
résistante a des hautes température, halotolérante, acidophile et une chitinase thermostable non-
halodépendante, produites par la souche Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A, ont été
purifiées et caractérisées. Ces molécules potentiellement intéressantes sur le plan
biotechnologique font I’objet de ce travail.

Mots clés : biotechnologie, bactérie thermohalophile, molécules extracellulaires, activité
antimicrobienne, enzyme thermohalophile, Chitinase.
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Introduction

En dépit de leur importance scientifique et économique, notre connaissance des
microorganismes reste limitée. C’est particuliérement le cas des habitats fortement salins et
souvent chauds que I’on qualifie d’extrémes, ou prospérent des microorganismes singuliers
appelés extrémophiles. L’étude de ces organismes atypiques, au cours des 30 derniéres années,
a eu de profondes répercussions sur les différentes branches des sciences de la vie. Leurs
étonnantes capacites de résistances a des conditions hostiles et inhospitaliéres, fruits
d’adaptations fonctionnelles dépendantes de molécules spécifiques et de voies métaboliques
atypiques, en fait d’eux une source treés convoitée en molécules aux propriétés inedites. Par
ailleurs, ils peuvent étre employés comme d’excellents modéles pour la compréhension de
nouvelles physiologies et des limites de la stabilité des molécules biologiques, et constituent de
ce fait, un réservoir en molécules stables et efficientes pour différents domaines.

D’autre part, la mise au point de métabolites bioactifs d’origine microbienne, durant les
années 1980, a progressé de maniére substantielle grace aux progrés technologiques.
Malheureusement, parmi les métabolites découverts, nombreux sont des analogues de
molécules déja connues, des composeés faiblement actifs ou encore des composés toxiques. La
découverte de nouvelles familles chimiques innovantes se raréfie, alors qu’entre-temps, les
besoins pour combattre les infections dues a des germes multi-résistants sont en constante
augmentation. Face a cette situation critique, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a tiré
la sonnette d’alarme en 2017 en déclarant que 1’augmentation des multirésistances développées
par des bactéries que 1’on désigne par 1I’acronyme ESKAPE (E.coli, Staphylococcus, Klebsiella,
Acinetobacter, Pseudomonas, Enterococcus) et le faible nombre de nombreux antibiotiques en
développement dans le monde conduira inévitablement a une grave impasse thérapeutique dans
les toutes prochaines décennies.

Les causes des résistances microbiennes aux antibiotiques sont nombreuses. On peut citer par
exemple, I'utilisation irraisonnée de ces molécules dans les élevages en tant que facteurs de
croissance, les prescriptions médicales souvent inutiles, la pollution de I’environnement gnéral
qui favorise 1I’émergence de nouvelles résistances. De nombreux rapports prédisent que d’ici
2050, les bactéries mulirésistantes pourrait causer au moins 10 millions de morts par an.
L’ Algérie ne sera pas épargnée par ce fléau compte tenu des mauvaises pratiques en milieux
d’antibiothérapie et de la pollution de I’environnement. L une des stratégies recommandées par
I’OMS est la recherche-développement de nouveaux composés efficaces et échappant aux
résistances microbiennes.

Le moyen le plus utilisé pour la recherche de nouvelles molécules actives consiste a isoler ces
molécules, notamment a partir de microorganismes. La découverte de nouvelles souches
microbiennes extrémophiles peu étudiées jusqu’a présent peut conduire a 1’isolement de
nouvelles molécules bioactives, en utilisant les bactéries du groupe ESKAPE comme germe-
cibles.

Pour contribuer a cet effort, un groupe de recherche dont nous faisons partie a été constitué
au sein de 1’equipe de Microbiologie et du laboratoire de Biologie cellulaire et moléculaire de
la FSB. Il a pour objectif de cibler des microorganismes extrémophiles, encore trés peu
explorés, pour les cribler en vue d’aboutir a des molécules antibiotiques ou enzymatiques
originales.

Comparativement au domaine de la recherche en antibiotiques, celui concernant la biocatalyse
connait depuis quelques années un essor considérable. L’ampleur des recherches est due en
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particulier aux extrémozymes (enzymes produites par des extrémophiles) qui permettent aux
bio-industries de faire face aux problémes d’instabilité auxquelles se heurtent les enzymes dans
des conditions de leur utilisation, notamment les hautes températures et fortes salinites.

Notre travail de thése s’intégre dans cette problématique. Il porte sur 1’étude du métabolome
de microorganismes thermo-halophiles isolés de sebkhas du Sahara par Addou (2013) et
complete notamment les travaux de Hacene et al., 2004, Addou et al., 2015, Bouanane-
Darenfed et al., 2016, Boumehira et al.,2016, Quadri et al.,2016, Bouacem et al.,2018 et
Menasria et al.,2019.

Pour mener ce travail, nous avons adopteé les parties suivantes :

Une introduction suivie d’une partie bibliographique en rapport avec les environnements
extrémes et les microorganismes extrémophiles en mettant en exergue les thermohalophiles,
ainsi que le criblage, la diversité métabolique et biotechnologique de ces derniers.

Une partie dévolue au matériel utilisé et aux méthodes employées, avec des détails au niveau
des annexes.

Une partie dédiée aux résultats et discussions portant sur 1’étude du métabolome des trois
nouvelles souches étudiées, la purification et la caractérisation des produits bioactifs élaborés
par 1'une entre-elles (Melghirimyces thermohalophilus Nari 2A), par des techniques
biologiques, chimiques et spectroscopiques.
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Syntheése bibliographique

1.1.Les environnements extrémes et les microorganismes extrémophiles

Un environnement est qualifié d’extréme lorsque ses paramétres physico-chimiques sont
hostiles a la vie et conduisent & une spécialisation et/ou une diminution de la biodiversité
existante : pH inférieur a 5 ou supérieur a 9, pression atmosphérique supérieure a 20 MPa,
température supérieure a 50°C, salinités supérieures a 3-4% (Gregoire et al., 2009). D’autres
types de facteurs extrémes peuvent aussi étre considérés comme la disponibilité de I'eau, des
niveaux élevés de radioactivité, de métaux lourds et de composes toxiques (Satyanarayana et
al., 2005).

Il existe différents groupes de milieux extrémes. Tous sont répartis en fonction des paramétres
physiques (pression, température...), ou chimiques (acidité, salinité¢ ...). Au moins, sept
principaux biotopes naturels peuvent étre reconnus quand un des trois facteurs (température,
pH et salinité) est dans I'extréme (Kristjansson et Hreggvidsson, 1995) (tableau I). Les habitats
extrémes les mieux étudiés sont ceux qui sont caractérisés par une forte température, pH élevé
ou faible et une forte salinité.

Tableau | : Les principales caractéristiques des environnements extrémes
(Kristjansson et Hreggvidsson, 1995)

. Température Salinité
Habitat ?C°) pH (/)
Eau douce alcaline de sources chaudes >60 >7 <6
Champs acides sulfatares. >60 <3 <6
Les boueg anaero_bles et le sol >60 5 37 <6
géothermique
Zones acides riches en soufre et en pyrite <50 <3 <6
Milieux alcalins carbonatés <50 >8 <6
Les lacs de soudes <50 >9 >10
Les lacs hypersalins <50 5a8 >10

Les cheminées hydrothermales, les sources chaudes, les marais salants, les lacs de soude
alcalins, les solfatares sont des environnements extrémes rencontrés dans la nature. A ces
écosystemes, s’ajoutent des environnements extrémes artificiels comme les installations
domestiques ou industrielles d’eaux chaudes, les aliments séchés ou fermentés en présence de
fortes concentrations en sels, les saumures artificielles ...etc.

Ces environnements sont colonisés par de nombreux groupes de microorganismes qui
peuvent croitre et se reproduire de fagon optimale lorsqu’une ou plusieurs conditions de stress
se situent dans la plage de ’extréme, que 1’on qualifi¢ d’extrémophiles (Mac Elroy, 1974 ;
Albers et al., 2001). Parmi les microorganismes extrémophiles strictes, on distingue ceux qui
requierent des conditions extrémes pour leur survie, leur développement et leur multiplication,
et les extrémophiles modérés ou extrémotolérants, qui tolérent des facteurs extrémes mais
peuvent croitre également dans des conditions plus modérées. Le terme extrémotrophe est
employé pour désigner les microorganismes capables de tolérer des conditions extrémes, sans
qu’elles soient pour autant optimales pour leur croissance (Mueller et al., 2005). Une liste non
exhaustive des conditions extrémes les plus fréquemment retrouvées est dressée dans le tableau
.
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Tableau Il : Conditions extrémes les plus fréquemment retrouvées et exemples d’organismes
colonisateurs (Hacene, 2016).

Paramétre Condition Groupe de microorganismes
Environnemental Optimale Groupe Exemple
. . . Sulfolobus, Pyrococcus,
Supérieure a 80 °C Hyperthermophiles
Pyrolobus, Methanopyrus
. Thermoplasma acidophilum
) Entre 50 et 80 °C Thermophiles - -
Température Bacillus stearothermophilus
De5°Ca25°C Psychrotrophes Yersinia enterolitica
L . Micrococcus psychrophilus
Inférieur a 15 °C Psychrophiles -
Rhodococcus erythropolis
. . Picrophilus oshimae
pH <2 Acidophiles , : .
H Picrophilus torridus
P . Bacillus alcalophilus
pH > 10 Alcalophiles
Natronococcus
Halobacterium
Salinité 2,5M a5 M NaCl Halophiles Natrialba
Halofera
Pression 0,1 MPa ou plus Piezotolérant Dermococcus abyssi
Hydrostatique >0,1 MPa Piezophiles Marinitoga piezophila
Meétalophiles Alcaligenes eutrophus
Cupriavidus metallidurans
Fortes concentrations - -
) . Deinococcus radiodurans
Eléments externes en métaux lourds . —
et radiations ionisantes Radiophiles Deinococcus radiophilus
Rubrobacter radiotolerans

La diversité des espéces vivantes dans les écosystémes extrémes est assez restreinte et de
nombreux groupes taxonomiques ne peuvent y survive. Ainsi, dans les lacs salins et chauds, et
dans les sources hydrothermales, la présence des plantes supérieures n’a jamais été rapportée.
Dans les écosystemes extrémement chauds, seuls les organismes procaryotes ont été isolés
(Jaenicke et Sterner, 2006).

Les microbiologistes utilisent le terme « extrémophile » pour décrire les microorganismes
qui vivent normalement dans des conditions extrémes que d'autres formes de vie ne peuvent
supporter. Par contre, les extrémodures sont les microorganismes qui peuvent survivre, mais ne
se multiplient pas dans ces environnements. (Wainwright, 2003)

La majorité des extrémophiles sont representés par les microorganismes. Ils appartiennent aux
trois domaines de la vie : Archaea, Bacteria et Eucarya. Leur diversité phylogénétique est trés
complexe a cerner. Certains ordres ou genres microbiens ne renferment que des extrémophiles,
tandis que d'autres regroupent des taxons extrémophiles et d’autres non extrémophiles.

Les extrémophiles adaptées a la méme condition extréme peuvent aussi étre dispersés dans
I'arbre phylogénétique de la vie. Il existe également des groupes d'organismes appartenant a la
méme famille phylogénétique qui se sont adaptées a des conditions extrémes tres diverses
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(Rampelotto, 2013). Le caractére extrémophile n’a donc pas de valeur phylogénétique. En effet,
aucune souche ne peut étre affiliée a un taxon sur la base exclusive de son caractere
extrémophile, méme s’il existe une certaine corrélation entre les adaptations environnementales
d’un microorganisme et sa position phylogénétique (Antonio, 2002).

Une riche diversité physiologique est retrouvée chez les microorganismes de I’extréme. Ils
peuvent étre aérobies, anaérobies, chimioorganotrophes, photoautotrophes, chimiolithotrophes
et photohétérotrophes (Jiang et al., 2006).

Les premiers microorganismes extrémophiles isolés font partie du groupe des halophiles (du
grec halos : sel, phile: aimer), découverts dans un environnement que I'on croyait dépourvu de
vie, d'ou le nom de mer morte. lls vivent dans des concentrations en sels proches de la
saturation. Toutefois, les chercheurs ne se sont pas intéressés a ces microorganismes qu’apres
la découverte de Woese et Fox (1987) du 3eme domaine du vivant, celui des Archaea auquel
ils ont été rattachés. Ces organismes « du sel » ont été, par la suite, isolés de différents autres
environnements hypersalins.

1.2. La vie microbienne dans les environnements hypersalins

Le sel est utilisé depuis les temps anciens pour conserver les aliments, un procedé appelé
salage ou salaison, car on pensait qu’en forte concentration, il était est létale pour toutes les
cellules vivantes (Lentzen et al., 2006). Pour cette raison, les milieux caractérisés par de fortes
salinités sont restés longtemps considérés hostiles a toute forme de vie. Cette idée est révolue
depuis la découverte d’une grande diversité de microorganismes dans les écosystémes
hypersalins.

La salinité n’est pas le seul facteur environnemental qui peut limiter la biodiversité. Elle peut
étre associée a d’autres comme la faible concentration en oxygene, la température élevée ou
faible, le pH qui est quelquefois tres alcalin. D'autres facteurs peuvent influencer la biodiversité
de ces environnements comme la pression, la faible disponibilité en éléments nutritifs, les
radiations, la présence de métaux lourds et d'autres composés toxiques (Ventosa, 2006;
Rodriguez-Valera, 1988).

Certains considerent qu’un environnement est hypersalin lorsque la concentration en sels est
supérieure a celle de 1’eau de mer, qui est d’environ 35 g/L. (DasSarma et DasSarma, 2012).
D’autres, appliquent des limites inférieures arbitraires qui vont de 30 a 120 g/l en argumentant
que dans les systéemes hypersalins, les fortes concentrations en sels conduisent a une réduction
de la diversité des especes (Post et al., 1983; Por,1980). D’autres encore, établissent la limite
entre 100 et 120 g/l (Litchfied et Gillevet, 2002). En dessous de 100g/l, ce sont divers facteurs
environnementaux connue comme la composition ionique, le pH etc. qui déterminent la
diversité des espéces alors qu'au-dessus de 120g/l la salinité devient le facteur primordial
(Ollivier et al., 1994).
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1.2.1. Les types d’environnements hypersalés

Les environnements hypersalins sont retrouves sur tous les continents. 1l existe deux types de
milieux hypersalins, les environnements thalassohalins et athalassohalins, qui différent selon
leur composition ionique et sont colonisés par des organismes « halophiles ».

1.2.1.1. Environnements thalassohalins

Les environnements thalassohalins ont une composition ionique reflétant celle de 1’eau de
mer, avec des proportions en cations et en anions similaires et une prédominance du NaCl. Les
eaux sont considérées comme salines lorsque leur concentration en sels solubles dépasse 0,3%
(p/v) et hyper-salines lorsqu’elles présentent des concentrations salines supérieures a celle de
I’eau de mer 3,3% (p/v) (Edgerton et Brimblecome, 1981). Le pH des environnements
thalassohalins est Iégerement alcalin (Oren, 2006). Les environnements thalassohalins peuvent
étre d’origine anthropique, comme les marais salants, ou naturelle, comme les sebkhas, les lacs
intérieurs ou les lagons.

1.2.1.2. Environnements athalassohalins

Les environnements athalassohalins ont une composition ionique différente de celle de 1’eau
de mer et dérivent de sources d’eau douce. L’environnement hypersalin le plus étudié au monde
est d’origine athalassohaline. Il s’agit de la mer morte : un lac fermé partagé entre la Jordanie
et la Palestine ou la concentration saline est de 340 g.L-1 (Figure 1). Le pH de la mer Morte est
relativement bas, de I’ordre de 5,8-6 (Oren, 2006). Il existe également des environnements
athalassohalins alcalins : les lacs de soude. Ces lacs sont riches en ions carbonates et
bicarbonates, responsables de 1’alcalinité du lac, et qui représentent une partie importante des
anions totaux, en plus du chlorure et du sulfate.

1.2.2. Les écosystémes hypersalins d’Algérie

Les environnements salins ont une trés grande extension dans les pays du Maghreb. La cause
réside dans les conditions arides ou semi-arides d’une grande partie de cette région ou les
précipitations limitées, les possibilités d’évaporation sont considérables et & la présence
fréquente de dépdts géologiques saliferes. En Algérie, on dénombre environ 3,2 millions
d’hectares avec des degrés de salinité variable. Le phénomeéne de salinisation se localise
principalement dans les régions steppiques et sahariennes ou le processus de salinisation est
plus marqué du fait des températures élevées durant presque toute 1I’année, du manque
d’exutoire naturel .et de I’absence de drainage efficient (Halitim et al., 1988).

Les environnements hypersalins en Algérie sont représentés essentiellement par les sebkhas
et les chotts, répandus notamment dans les zones arides et semi-arides. 22 sebkhas et 43 chotts
sont inscrits sur la liste RAMSAR des zones humides d’importance internationale. Le terme
sebkha (mot arabe) désigne des plaines salines soumises a des inondations périodiques dans des
dépressions et qui ne sont occupées que temporairement par de 1’eau. Une forte évaporation
conduit a la formation caractéristique d’une crotlite d’évaporites qui tapisse le fond de ces
dépressions. Dans le tableau I11 nous répertorions les plus importantes sebkhas et chotts connus.

La différence entre les sebkhas et les chotts réside dans leur mode d’alimentation. Les sebkhas
sont sous la dépendance d’apport des eaux de crues et les Chotts sont alimentés respectivement
par les apports de ruissellement et par les nappes artésiennes profondes arrivant jusqu’en
surface par des sources et/ou des suintements (Pouget, 1980).
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Les Chotts seraient de véritables « machines evaporatoires » (Coque, 1962). En période
pluvieuse, une couche d’eau de quelques centimetres, saturée en sel recouvre la surface, laissant
aprés évaporation des dépots de sels, parfois exploitables comme c’est le cas de la société
ENASEL qui extrait le sel de El Meghaier (chott Melghir) et le commercialise a 1’échelle
nationale. Ces sources hypersalines existent depuis des millénaires et le commerce du sel est
un élément indispensable a la survie des populations locales qui I’échangeait ou le troquait
contre des denrees alimentaires. Aprés de fortes pluies, les Chotts peuvent constituer de
veéritables lacs de plusieurs centimetres de profondeur, mais quelques mois apres, 1’évaporation
tres forte asseche completement la surface. Le vent balayant cette surface dessechée et dénudée
peut, dans certaines conditions, entrainer des particules argileuses et des cristaux de sels
(Chlorure de sodium, gypse plus connu sous le nom de roses des sables) qui s’accumulent en
bordure de la dépression (Pouget, 1980). Les chotts Algériens les plus connus sont : Chott
Echergui, Chott Gharbi, Chott Melghir, Chott Hodna, etc.
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Figure 1 : Environnements hypersalins les plus important au monde; A : la mer morte (moyen
orient) ; B : Great Salt Lake (Utah, Etat unis); C: Marais salant (Espagne) ; D : Marais salants
de la baie de San Francisco (Sites Web 1, 2, 3).

Figure 2 : Environnements hypersalins Algériens ; A : Chott Melghir ; B : Sebkha EI Golea
(Site web 4,5)
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Tableau I11 : Principaux sebkhas et chotts d’Algérie (Addou, 2013).

Nom de la zone

Superficie

humide (ha) Type de zone humide Wilaya
Chott Melghir 551 500 Chott et _Sekha salins El Qued et
continentaux Biskra
Chott salin, continental Saida,
Chott Echergui 855.500 saumatre et d’eau douce. Naama, El
Forét humide de Tamarix Bayadh
Chott et sebkha
Chott El Hodna 362.000 continentaux, sources d’eau | M’Sila et Batna
douce
Chott Merouane et 337.700 Chott contnental alimenté El Oued et
Oued Khrouf ' d’eau de drainage Biskra
Marais de la 44,500 Marais cOtier et Oued Mascara, Oran et
Macta Mostaganem
Sebkha d’Oran 56.870 Sebkha ou lac salin Oran
continental
Zehrez Chergui 50.985 Chott et sebkha continentaux
Djelfa
Zehrez Gharbi 52.500 Chott et sebkha continentaux
Sebkhet EI Hamiet 2 509 Lac salin saisonnier
Sebkhet Bazer 4 379 Lac salin permanent Sétif
Chott El Lac salin saisonnier, prairie
BeidhaHammam 12223 ) P
humide
Essoukhna
Chott Tinsilt 2154 Chott et sebkha Oum el Bouaghi
Les Salines 5778 Lac salin saisonnier Oran
d’Arzew
Le Lac Mellah 2 257 Lac d’eau saumatre El Tarf
Sebkhet El Meleh . .
(Lac d°El Goléa) 18 947 Lac salin Ghardaia
Chott Oum Raneb 7 155 Lac salin
Chott Sidi Slimane 616 Lac saumatre permanent Ouargla
Chott Ain El Beida 6 853 Lac salin
Sebkha de Tindouf 3615 répression saline Tindouf
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1.2.3. Les microorganismes halophiles et I’arbre phylogénétique de la vie

Les microorganismes halophiles se développent dans des environnements ayant des
concentrations trés élevées en sel. Elles sont capables d'équilibrer la pression osmotique du
milicu et de résister a I’effet de la dénaturation provoqué par le sel (Grant et al., 2001).

Litchfield (1998) classe les organismes halophiles en deux catégories : (1) les Archaea,
capables de se développer a des concentrations en sel atteignant les 34 % (w/v), et dont la
croissance est impossible & des concentrations inférieures a 10-12 % (w/v). Ces organismes
sont considérés comme halophiles obligatoires. La deuxiéme catégorie regroupe les bactéries
et les algues halotolérantes.

Differentes autres classifications ont été proposées pour distinguer les organismes en fonction
de leur comportement vis-a-vis du sel (Vreeland, 1987; Ramos-Cormenzana, 1989), mais la
plus couramment utilisée est celle de Kushner (1978) (Tableau IV). Celle-ci tient compte de
différents degrés de dépendance au sel.

Tableau 1V : Les catégories de micro-organismes halophiles (Kushner, 1978).

Catégorie NaCl(M) NaCl (g/1)
Gamme Optimum | Gamme Optimum

Non halophiles 0-1 <2 0-60 <10
Faiblement halophiles | 0,2 - 2,0 0,2-05 10 - 115 10 - 30
Halophiles modérés 0,4 - 3,5 05-20 25 - 200 30-115
Halophiles extémes 2,0-52 >3,0 115 - 300 >175
Halotolérants 0->10 <0,2 0->60 <10
Haloversatiles 0->3,0 0,2-05 |0->175 10 - 30

De nombreuses définitions ont été proposées dans la littérature pour qualifier les termes
halotolérant et halophile. Leur distinction a été faite en se basant sur les seuils de concentrations
de sels requises ou tolérées. Le terme « halophile » désigne les bactéries nécessitant
obligatoirement la présence de sel (NaCl) dans le milieu pour leur croissance. En revanche, le
terme « halotolérant » signifie que les bactéries tolérent différentes concentrations en sel durant
leur croissance et peuvent méme croitre en absence de sel.

Les bactéries halotolérantes ont une croissance meilleure dans les milieux qui contiennent
une concentration de sel <0.2 M (~1%) mais peuvent aussi tolérer des teneurs élevées (Yoon et
al., 2003). Parmi les organismes halotolérants, Tiqula et al. (2006) reconnaissent trois
categories differentes (tableau V).

Tableau V : Différentes catégories des bactéries halotolérantes (Tiqula et al., 2006).

Catégories Optimum de croissance (NaCl)
Legerement halotolérantes 6 a8%
Modérément halotolérantes 18220 %
Halotolérantes extrémes 20 a 30%.

10
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L'examen de la répartition des microorganismes halophiles dans 1’arbre phylogénétique de la
vie basé sur les séquences de petites sous-unités d’ARNr, montre que les microorganismes
halophiles se situent dans les trois domaines du vivant : Archaea, Bacteria et Eukarya. Dans
chacun de ces domaines, on rencontre des représentants halophiles qui peuvent croitre jusqu'a
des concentrations saturantes en sel (NaCl) (Oren, 2002b ; 2008 ; Siglioccolo et al., 2011). La
figure 3 représente la distribution des microorganismes halophiles dans ’arbre phylogénétique
de la vie.

Suite au développement des techniques de biologie moléculaire appliquées a la systématique
bactérienne, de nouvelles espéces bactériennes halophiles et halotolérantes ont été isolées dans
divers environnements salins et hypersalins. D'une maniere générale, on note que la plupart des
halophiles intégrés dans le domaine Bacteria sont des halophiles modérés plutét que des
halophiles extrémes (Oren, 2002b).

Aucune corrélation n’est évidente entre la place d'un organisme au sein de I'arbre universel
de la vie et de sa capacité a croitre a des concentrations élevées en sel. De nombreux
microorganismes halophiles sont le plus souvent insérés parmi les organismes non-halophiles.
Ainsi, dans le domaine Archaea, sont incluses des familles halophiles méthanogénes comme
les Methanospirillaceae et Methanosarcinaceae. Certains d'entre-elles peuvent croitre a des
concentrations de sel saturantes, mais sont phylogénétiqguement trés liés a des méthanogénes
non halophiles (Seckbach et Oren, 2004 ; Ratnakar et al., 2013).

Les Archaea sont tres diversifiées et englobent plusieurs représentants halophiles a savoir les
représentants de la classe Halobacteria (hommée Archaea halophiles extrémes) et des Archaea
halophiles méthanogeénes (Khallef et al., 2018).

Les Archaea halophiles extrémes sont un groupe diversifié des Euryarchaeota (Falb et al.,
2008). La classe III est composée d’une seule famille, Halobacteriaceae (Grant et al., 2001).
Plus récemment, Gupta et al. (2015) ont proposé deux nouveaux ordres au sein de la classe, les
Natrialbales et Haloferacales, contenant les nouvelles familles Natrialbaceae et
Haloferacaceae.

Le domaine des Bacteria contient de nombreux types de microorganismes halophiles et
halotolérantes, réparties sur un grand nombre de sous-groupes phylogénétiques. On les retrouve
dans les Phyla Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Spirochaetes, Bacteroidetes et
Actinobacteria, (Oren, 2008). Parmi, le Phylum Actinobacteria, plusieurs organismes
halophiles ont été isolés a partir d’eau de mer, de sols et d’habitats salins et alcalins. Néanmoins
la plupart des Actinobactéries halophiles ont été isolées a partir des sols salins. Aussi, le nombre
des Actinobactéries tolérant le sel et résistant a la sécheresse ont été isolées a partir des zones
arides algériennes, de la péninsule arabique, d’Iranien, d’Asie centrale et d’Australie (Hacéne
et al., 2004 et Al-Mueini et al., 2007).

Au sein du phylum des Actinobacteria, les espéces halophiles sont classées principalement
dans les ordres Streptosporangiales, Streptomycetales, Pseudonocardiales, Actinopolysporales
et Micrococcales. Cependant, la cohérence phylogénétique et physiologique ne pourrait étre
établie que dans les genres Nesterenkonia, Nocardiopsis, Salinispora et Streptomonospora qui
regroupent presque entierement des espéces halophiles ou halotolérantes.

11



Syntheése bibliographique

Les membres du phylum Firmicutes sont hautement divers aux niveaux morphologique et
physiologique. La famille des Bacillaceae appartenant a ce phylum est la plus importante avec
57 genres incluant le genre Bacillus (Sultanpuram et al., 2018).

Dans le domaine Eukarya, on retrouve relativement peu d’organismes halophiles mais plutot
des microorganismes halotolérants. Toutefois, les algues vertes du genre Dunaliella sont
omnipresentes dans les saumures saturées en NaCl notamment Dunaliella salina. Les
champignons, longtemps négligés dans la recherche des halophiles, contiennent un certain
nombre de représentants qui tolérent des concentrations en sel proches de la saturation. On peut
citer le champignon Trimmatostroma salinum et Hortaea werneckii (Oren, 2008). On rencontre
également les champignons filamenteux dans les environnements hypersalins isolés des especes
des genres Aspergillus, Penicillium, Wallemia, Scupolariopsis et Alternaria a partir de sebkhas
d’Algérie et en Slovénie (Matallah et al., 2008 et Andersen et al.,2015).

Bacteria Archaea Eukarya

Animals

Groon rersuiios Entamoebae  Slime

molds
bacteria Euryarchaeota
Mitochondrion Viethanosarcina
T Crenarchaeota Véthano- Halobacieriaceae
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eri. ermoproteus Méthano
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Figure 3 : L'arbre universel phylogénétique basée sur la petite sous-unité des séquences de
génes ARNTr, et la distribution des microorganismes halophiles dans l'arbre. Les groupes
marqués avec des boites bleues contiennent au moins un représentant halophile (Oren, 2008).

1.2.4. Stratégies d’adaptation a I’halophilie (osmo-adaptation) (stratégie
« salt-out » « salt-in »)

Dans la nature, il est extrémement rare de trouver un habitat composé d’une seule espéce ou
lignée cellulaire. Différents microorganismes coexistent, intéragissent entre-eux et avec
I’environnement qui les entoure et de ce fait méme définissent la communauté. Cette derniere
forme un systéme en constante évolution mais qui, en méme temps, posséde une certaine
homéostasie qui reflete les interactions existantes entre tous les membres de cette communauté
et ’habitat qu’ils occupent (Alexander, 1997). Aussi, la vie dans les milieux hypersalés n’est
possible qu’au prix d’une forte spécialisation qui n’est atteinte que par quelques

microorganismes, capables de maintenir une pression osmotique égale a celle de
I’environnement.

12
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La notion de I’activité de 1’eau (aw) permet d’exprimer quantitativement le degré de la
disponibilité de I’eau, et correspond au rapport de la pression de vapeur de la solution a celle
de I’eau pure a la méme température (Brock, 1994). Plus I’activité de 1’eau diminue, plus la
quantité de I’cau nécessaire pour la solubilisation des nutriments, les processus métaboliques et
I’hydratation des protéines et des acides nucléiques diminue (Litchfield, 1998). D’une manicre
générale, la croissance bactérienne est inhibée a une valeur de I’activité de I’eau inférieure a
0,72 parce que les membranes biologiques sont permeéables a I'eau, les cellules ne peuvent
maintenir l'activité de I'eau de leur cytoplasme plus élevé que celui de la saumure environnante,
car cela conduirait a une perte rapide de I'eau a I'environnement (Brock, 1994). Par conséquent,
tous les microorganismes halophiles exposés a une faible activité de 1’eau, qui constitue une
caractéristique principale des écosystemes salins partagent une propriété fondamentale: leur
cytoplasme doit étre au moins iso-osmotique avec leur milieu environnant (Galinski, 1995 ;
Oren, 1999 ; Siglioccolo et al., 2011). Les Archaea halophiles sont méme capables de se
développer a une activité de 1’eau inférieure a 0,72 (Litchfield, 1998). Outre la faible activité
de I’eau, les milieux salins sont caractérisés par une forte pression osmotique. La capacité des
organismes a s’adapter aux fluctuations de I’osmolarité est indispensable a la survie de la cellule
dans un environnement donné (Csonka, 1989). Pour cela, les microorganismes emploient
différentes stratégies pour faire face a des concentrations élevées en sel dans leur
environnement. Ainsi, les halophiles ont développé des mécanismes de base différents pour
répondre au stress osmotique (Kanekar et al., 2012).

Une grande diversité des mécanismes de réponse au stress osmotique est développée par les
microorganismes halophiles et halotolérantes qui résistent a la grande pression osmotique
exercee par leur milieu fortement salin (Kanekar et al., 2012). Les moyens d'équilibre
osmotique différent considérablement entre les différents groupes des halophiles (Rainey et
Oren 2006). En regle générale, les microorganismes développent une ou deux stratégies
principales: I'accumulation d'ions inorganiques non toxiques, par les Archaea halophiles (et
certaines bactéries) « stratégie Salt-in » ou I'accumulation de molécules organiques compatibles
avec leurs activités métaboliques internes (communément appelés "solutés compatibles™) de
nature chimique différente, développé par des bactéries et des eucaryotes halophiles modérées
et halotolérantes (VVentosa et Arahal, 2002a).

e La Stratégie « Salt-in »

La composition ionique du cytoplasme differe généralement fortement de celle du milieu,
qui, dans la plupart des cas, contient du NaCl en tant que sel principal. L'environnement
intracellulaire est caractérisé par la présence de concentrations molaires de KCI (Oren, 1999
Oren et al., 2002 et Grant, 2004).

L'ajustement thermodynamique de la cellule peut étre obtenu en augmentant la concentration
en sel dans le cytoplasme (Kanekar et al., 2012). La stratégie « Salt-in » est basée sur
I'accumulation d'ions inorganiques, principalement du K+ et Cl- & des concentrations élevées
dans le cytoplasme, jusqu’a ce que s’équilibre, la pression osmotique a I’intérieur et a I’extérieur
de la cellule. Les membranes de ces microorganismes sont doués d'un grand nombre d’antiports
Na+/ H+, pour créer un gradient de protons et I’exclusion des ions Na+ a partir du cytoplasme
(Oren, 2001, Karan et al., 2012).

Cette stratégie est utilisee par de nombreux Archaea halophiles de I'ordre des Halobacteriales
et des représentants des bactéries (Oren et al., 2013 et Gunde et al.,2018).
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e Stratégie d’accumulation des solutés organiques

Le mécanisme des osmolytes organiques est employée par la majeure partie des bactéries
halophiles et halotolérantes, des plantes halophytes et également par des Archaea (Li et al.,
2010). En réponse a un stress osmotique, ces dernieres excluent le sel du cytoplasme et
cumulent de grandes concentrations de molécules organiques de faible poids moléculaire
appelées osmolytes ou solutés compatibles (Brown, 1978, Empadinhas et Da Costa, 2008).

Le nom de solutés compatibles leur est attribué en raison de leur compatibilité avec la
machinerie cellulaire car, ils n’interférent pas avec les fonctions cellulaires, méme a fortes
concentrations (Brown, 1976). IIs jouent un rdle important dans le maintien de 1’équilibre
cellulaire chez tous les organismes vivants allant des bactéries jusqu’a I’homme (Lentzen et
Scwartz, 2006). Ils préviennent la dénaturation, I’inhibition et I’inactivation des enzymes et des
molécules dans les milieux a faible activité de 1’eau, protégeant ainsi les cellules des effets
déléteres du sel, en fortes concentrations (Setati, 2010). La quantité d’osmolytes accumulés est
fonction des fluctuations d’osmolarité et varie dans les cellules de quelques millimolaires
(Lentzen et al., 2006). La concentration des osmolytes dépend également de I’organisme, de la
disponibilité des osmolytes dans le milieu, du type, du degré, de la séveérité et de la durée du
stress osmotique (Lentzen et al., 2006).

Les solutés compatibles a poids moléculaire bas, non ionique hautement solubles dans 1’eau,
ne perturbent pas le métabolisme méme a des concentrations cytoplasmiques éleveées. Elles sont
définies comme des solutés qui, a des concentrations élevées, permettent aux enzymes de
fonctionner efficacement. Les enzymes "classiques” semblent bien fonctionner, en présence de
concentrations molaires de ces solutés. Une grande diversité existe dans les types de solutés
rencontrés et la liste des solutés osmotiques organiques connus ne cesse de croitre (Oren, 1999).
Elles se répartissent en trois catégories chimiques générales : les solutés zwitterion, les solutés
non chargés et les solutés anioniques. Ces osmolytes ont aussi d'autres réles dans les cellules,
notamment la stabilisation des structures macromoléculaires (Kanekar et al., 2012). Les
concentrations intracellulaires de solutés osmotiques organiques sont réglementées en fonction
de la salinité du milieu, et la stratégie d'utilisation de solutés compatibles organiques permet
ainsi un degré éleve d'adaptabilité des cellules a I'évolution de la concentration en sel de leur
environnement.

L’accumulation des osmolytes chez les microorganismes peut s’effectuer de deux manicres,
soit par synthese de novo ou par importation a partir du milieu extérieur. Dans les
environnements naturels, les microorganismes peuvent libérer les solutés compatibles par le
processus d’efflux ou suite a la mort cellulaire.

Les solutés deviennent ainsi disponibles a d’autres microorganismes pourvus de systémes de
transport adéquats et les utilisent dans 1’osmoadaptation ou comme source de carbone
(Empadinhas et Da Costa, 2008). La nature des osmolytes est trés variable et appartiennent a
différentes classes de composés : polyols, acides aminés, proline...

Les osmolytes jouent un réle important dans la stabilité des molecules biologiques telles que
les protéines globulaires et membranaires, et les acides nucléiques (Lentzen et Schwarz, 2006).
D’une maniere générale, ils exercent un effet physique sur les propriétés de 1’eau, conservent
I’équilibre de la pression osmotique et stabilisent les macromolécules en maintenant un niveau
¢levé d’hydratation de leur surface (Lentzen et Scwartz, 2006, Arakawa et Timasheff, 1985).
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1.2.5. Adaptation des protéines aux fortes salinites

L’un des volets les plus passionnants de la recherche sur les organismes extrémophiles est
I’é¢tude de la stabilité des constituants cellulaires, plus particuliérement les protéines, face au
stress de leur environnement. Les protéines sont composées d’acides aminés hydrophiles et
hydrophobes, dont I’interaction avec le solvant détermine le degré d’hydratation indispensable
a la stabilité de la protéine, a son repliement et a ses propriétés fonctionnelles (Enache et
Kemekura, 2010).

A de fortes concentrations en sel, 1’altération de I’hydratation est consécutive a la
séquestration des molécules d’eau par les ions salins, avec pour conséquence une perturbation
de la structure de la protéine, affectant son activité (Hough et Danson, 1999). Les protéines
halophiles ont la particularité de maintenir leur hydratation dans les conditions naturelles de
leur environnement (Karan et al., 2012). Elles sont stables et actives de maniere extraordinaire
a de fortes concentrations en sel. Contrairement aux protéines des bactéries halotolérantes a
halophiles modérées, celles des Archaea halophiles extrémes sont inactives et irréversiblement
dénaturées a des concentrations relativement faibles de NaCl (Setyorini et al., 2006), et se
distinguent de leurs homologues non halophiles par le maintien d’une conformation soluble et
active dans des concentrations élevées de sel pouvant atteindre 5 M en NaCl. La caractérisation
biophysique et thermodynamique de nombreuses protéines halophiles a montré que le sel (NaCl
ou KCI) améliorait leur stabilité (Wright et al., 2002). Cette capacité est le fruit d’adaptations
structurelles. En effet, les enzymes halophiles extracellulaires (haloenzymes) sont caractérisées
par une abondance d’acides aminés acides et par une charge négative répartie a leur surface
(Paul et al., 2008). Le résultat de cette adaptation fait des protéines halophiles les plus acides
des protéines. Les acides aminés acides sont privilégiés en raison de leur forte capacité a se lier
aux molécules d’eau (Enache et Kamekura, 2010). La charge négative a la surface des protéines
amene a la création d’un réseau d’ions de sel hydratés assurant 1’hydratation nécessaire a la
stabilité des protéines halophiles (Dym et al., 1995). Les protéines halophiles sont également
caractérisées par une diminution des acides aminés hydrophobes et des lysines, notamment a la
surface (Ortega et al., 2011 et Haque et al., 2019).

Les caracteéristiques principales des enzymes halophiles sont:

- Une activité optimale a des concentrations élevées en sel.

- Une forte stabilité en présence de sel.

- Une haute réversibilité aprés exposition a des conditions dénaturantes.

- Une mobilité limitée lorsqu’elles sont soumises a une électrophorése SDS-PAGE, en raison
de leur faible capacité a se lier aux molécules de SDS (Tokunaga et al., 2008).

1.3. La vie a haute température

La température est une variable importante dans chaque écosysteme. La vie aux températures
élevées est classée en forme thermophile ou hyperthermophile. Les microorganismes
thermophiles se développent a des températures relativement élevées, entre 45°C et 80°C. Les
hyperthermophiles sont des thermophiles particulierement extrémes pour lesquelles les
températures optimales sont supérieures a 80°C (Stetter, 2006).
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1.3.1. Les microorganismes thermophiles

Les thermophiles (du grec Thermos=chaleur, phile = aimer) sont des microorganismes qui se
développent a des températures supérieures a la gamme des températures mésophiles comprises
entre 25°C et 40°C qui caractérisent la forme de vie dominante (Robb et al., 2008) (Figure 4).
Ces micro-organismes sont retrouvés dans des habitats géothermiques naturels largement
répandus sur notre planete et souvent associés a des zones tectoniques actives.

Les organismes thermophiles sont classés en plusieurs groupes (figure 4 et tableau VI) :

- Les thermophiles modéreés, dont la croissance optimale est observée entre 50°C-65°C (Bacillus
caldolyticus, Geobacillus stearothermophilus, Thermoactinomyces vulgaris, Clostridium
thermohydrosulfuricum, Thermoanaerobacter ethanolicus et Thermoplasma acidophilum)

- Les thermophiles extrémes dont la température optimale de croissance est comprise entre 65-
80°C (Thermus aquaticus, T. thermophilus, Thermodesulfobacterium commune, Sulfolobus
acidocaldarius et Thermomicrobium roseum)

- Les hyperthermophiles qui exigent des températures supérieures & 80°C pour une croissance
optimale (Methanoccus jannaschii, Acidianus infernos, Archaeoglobus profundus,
Methanopyrus kandleri, Pyrobaculum islandicum, Pyrococcus furiosus ; Pyrodictium
occultum ; Pyrococcus abyssi et Thermococcus kodakarensis) (Satyanarayana et al., 2005 et
Orita et al.,2019).

D’autres auteurs classent les organismes en fonction de leur tolérance a la température en
thermophiles, ayant des optima de croissance a des températures qui se situent entre 45°C et
85°C et les hyperthermophiles regroupant les bactéries capables de se développer a des
températures supérieures a 80°C (Taylor et Vaisman, 2010). Les hyperthermophiles sont ceux
qui ont bénéficié de plus d’études (Madigan et Oren, 1999). La limite supérieure de température
de croissance rapportée est de 113°C pour les Archaea, 95°C pour les bactéries et 62°C pour

les eucaryotes unicellulaires (Newton, 2010; Horikoshi et Bull, 2011).
- e
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Figure 4 : Classement des organismes selon la température optimale de croissance
(Madigan et Martinko, 2007).
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Tableau VI : Définition des différentes catégories des thermophiles (Mesbah, 2008).

Caractére de croissance Minimum Optimum Maximum
Thermotolérants Tmin -- Topt <50°C | Tmax < 60°C
Thermophiles modérés Tmin -- Topt 250°C | Tmax > 60°C
Thermophiles extrémes Tmin>35°C | Topt>65°C | Tmax < 85°C
Hyperthermophiles Tmin>=60°C | Topt>80°C | Tmax=85°C

1.3.2. Diversité phylogénétique des thermophiles

Les micro-organismes thermophiles appartiennent aux domaines des Bacteria, des Archaea et
de certains Eucarya. Ils possédent des caractéristiques physiologiques et métaboliques trés
diverses et interviennent dans la plupart des grands cycles biogéochimiques.

Les hyperthermophiles sont pour la plupart affiliés au domaine des Archaea, L’ordre des
Desulfurococcales comporte les organismes les plus thermophiles : les espéces des genres
Pyrodictium et Pyrolobus sont en effet capables de se développer a des températures
supérieures a 100°C. Pyrolobus fumarii isolé en 1997 d’une cheminée hydrothermale de la
dorsale medio atlantique aux Etats-Unis (profondeur de 3650 métres) détient le record de la
température de croissance la plus élevée (113°C) chez les Archaea (Blochl et al., 1997).

Elle a été longtemps considéré comme 1’organisme vivant le plus thermophile avant que ne soit
isolée Methanopyrus kandleri qui une croissance optimale a 122°C.

Chez les thermophiles modérés, une plus grande diversité phylogénétique est retrouvée. En
effet, ils appartiennent aux Eubacteria, Archaea et Fungi (Taylor et Vaisman, 2010). On
considére que le transfert horizontal de genes durant les derniéres étapes de 1’évolution de la
vie est a I’origine de cette diversité phylogénétique (Pikuta et al., 2007). La plupart des Bacteria
thermophiles extrémes sont des Firmicutes anaérobies mais également des espéces aérobies
appartenant au phylum des Deinococcus-Thermus. A des températures plus élevées (parfois au-
dela de 80°C), on retrouve des membres des phyla Aquificae, Thermotogae et
Thermodesulfobacteria qui sont pour la plupart anaérobies et capables de réduire les composés
soufrés, excepté les Aquificae dont les représentants sont essentiellement des micro-aérophiles
pouvant croitre en autotrophie en utilisant 1’hydrogéne comme source d’énergie (Madigan et
al., 2007)

1.3.3. Stratégies d’adaptation des microorganismes aux fortes températures

Si les microorganismes peuvent maintenir un gradient constant de pH ou de sel a travers la
membrane, comme nous ’avons décrit précédemment, ils ne peuvent pas s'isoler de leur
environnement chaud. Pour prospérer, les thermophiles ont subi de nombreuses adaptations
physiologiques et biochimiques pour le maintien de l'intégrité et la fonction de leurs cellules.
Aux fortes températures, les protéines et les acides nucléiques se dénaturent, la fluidité
membranaire augmente et la solubilité des gaz indispensables au fonctionnement cellulaire est
altérée (Satyanarayana et al., 2005; Lee et al., 2007). Les thermophiles doivent donc mettre en
place des mécanismes pour contrebalancer les atteintes thermiques et maintenir 1’intégrité
cellulaire afin de pouvoir prospérer dans leurs milieux (Satyanarayana et al., 2005). Ces
mécanismes d’adaptation se situent a trois niveaux :
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1.3.3.1. Les membranes cytoplasmiques

La fluidite et la perméabilité des membranes cytoplasmiques dépendent de leur composition
en lipides et constituent le facteur principal qui détermine la température maximale de
croissance (Konings et al., 2002). Les microorganismes doivent étre capables de moduler la
composition de leur membrane en réponse aux facteurs de stress dans le milieu environnant.
Ceci est d’autant plus important a fortes températures qui confronte les cellules a la difficulté
de contréler la perméabilité membranaire aux ions et aux protons, due aux mouvements des
lipides (Konings et al., 2002; Koga et al.,2012).

Chez les thermophiles, le contréle de la permeabilité membranaire est accompli par
I’augmentation de la longueur des chaines des acides gras, du ratio des ramifications iso/antéiso
et/ou le degré de saturation de la chaine acyle (Konings et al., 2002). Ces adaptations conferent
aux membranes une fluidité optimale afin de leurs permettre d’accomplir leurs réles et de croitre
a des températures plus élevées en fournissant le bon degré de fluidité nécessaire au bon
fonctionnement des membranes (Ulrih et al., 2010).

1.3.3.2.  Les acides nucléiques

L’une des premicres questions posées est celle de la stabilité du matériel génétique en
sachant que la composition en acides nucléiques des thermophiles est identique a celle des
mésophiles, et qu’a des températures élevées, I’ARN se dégradé et I’ADN se dénature in vitro
(séparation des deux brins de la double hélice) puis se dégrade (Quérellou et Guézennec, 2010).

Les acides nucléiques doivent préserver leur conformation native dans les conditions
physiologiques. A cet effet, leur stabilité a fortes températures nécessite des ajustements au
niveau des intéractions au sein de ces molécules. Si le génome est de petite taille chez les Archae
hypertherlophiles, il contient le méme nombre de genes que les autres organismes. Toutefois,
leur contenu élevé en paires de guanine-cytosine est favorable pour la stabilité des acides
nucléiques. Des études menées sur le contenu en GC d’ADN, d’ARNTr (58S, 23S et 16S), et
d’ARNt, ont montré qu’une corrélation étroite existe entre la température optimale de
croissance d’un microorganisme et le pourcentage du GC des ARNr et ARNt, mais pas celui
de I’ADN (Unsworth et al., 2007). La résistance des ribosomes des organismes thermophiles a
hautes températures est conférée par la résistance des protéines qui les constituent (Barton,
2005). Chez les bactéries et les Archaea hyperthermophiles, I’ADN est maintenu dans une
conformation stable par une association avec deux types de molécules : les protéines
cationiques qui contribuent & une meilleure spiralisation de I’ADN et a la formation du
nucléosome ; et les topoisomérases de type 1 dépendante de I’ATP (reverse gyrase) qui
augmentent 1’entrelacement des deux brins chez de nombreux Archaea et assurent une bonne
orientation de I’hélice d’ADN (Stetter, 1999).

Par ailleurs, les solutés compatibles accumulés par les thermophiles jouent un role
prépondérant dans la stabilité des acides nucléiques et des complexes acides nucléiques-
protéines (Allison et Anchordoquy, 2000, Kurz, 2008). D’autres types d’osmolytes sont
rencontrés chez les hyperthermophiles tels que le di-myoinositol-1,19-phosphate (DIP) et les
polyamines polycationiques. Des concentrations allant jusqu'a 0,4% (de la biomasse cellulaire)
de putrescine, de spermidine, de norspermine, de thermospermine, et de spermine ont été
détectées chez de nombreuses souches de 1’ Archaea Sulfolobus (Holden, 2009). Cependant,
l'accumulation de solutés organiques n’a pas été observée chez d’autres hyperthermophiles
isolés d’environnements non-salins (Santos et al., 2011). D’autres molécules sont aussi

18



Syntheése bibliographique

susceptibles d’apporter une protection des acides nucléiques contre les dommages causés par
les températures élevees. Parmi celles-ci, les composeés aliphatiques poly-cationiques de faible
poids moléculaire, tels que les amines et les polyamines (Kumar et Satyanarayana, 2013,
Barton, 2005). La stabilité des acides nucléiques est également garantie par les ions
inorganiques, principalement les cations bivalents de magnésium et monovalents de sodium et
de potassium qui ont la capacité d’augmenter la température de fusion des acides nucléiques
(Kurz, 2008). I1 a été démontré que la thermodégradation de I’ ADN est réduite en présence de
concentrations de sels monovalents (50 a 500 mM de KCI ou de NaCl) ou divalents (1 a 25 mM
de MgClI2) (Quérellou et Guézennec, 2010).

1.3.4. Les protéines

La remarquable caractéristique des thermophiles et des hyperthermophiles est la grande
thermostabilité de leurs protéines et tout particulierement de leurs enzymes (Madigan et al.,
2010). Généralement, chaque protéine est le résultat d’une évolution propre qui optimise son
repliement et les intéractions externes avec les solvants (Jaenicke, 2000). D’autre part, les
stratégies adoptées ne sont pas nécessairement utilisées toutes simultanément pour conférer a
une protéine une thermostabilité accrue et beaucoup de dispositifs impliqués dans la
thermostabilisation des enzymes et des protéines solubles n'apparaissent pas dans le cas des
protéines membranaires (Schneider et al., 2002 ; Trivedi et al., 2006)

Les altérations chimiques susceptibles de se produire chez les protéines sont la déamination,
la formation du succinimide et du lanthionin, 1’oxydation de I’histidine, de la méthionine, de la
cystéine et du tryptophane. Les dommages causés par ces réactions sont plus importants a fortes
températures. La stabilité d’une protéine est définie comme étant sa capacité a maintenir sa
conformation structurale active en présence de facteurs dénaturants comme les fortes
températures (Chen et al., 2018). Les thermophiles et les hyperthermophiles sont dotés de
protéines qui déploient des stratégies uniques de thermostabilité et une relation
structure/fonction singuliére (Hunter et al., 2018). Le travail pionnier de Thomas Brock et ses
collegues pendant les années 1960, a suscité¢ I’intérét d’étudier la stabilité des protéines a
température élevee. Depuis lors, de nombreuses études ont eté dédiées a la thermostabilité des
protéines, afin d’appréhender les mécanismes par lesquelles elles assurent leurs fonctions et
préservent leur structure a des températures dénaturantes pour la plupart des biomolécules
(Sterner et Liebl, 2001).

D’une maniére générale, la stabilité des protéines (hyper) thermophiles est la conséquence
d’une architecture protéique définie (stabilité intrinséque) et I’influence de la composition
intracellulaire (facteurs extrinseques) (Santos et al., 2002).

1.3.4.1. Stabilité intrinseque
e ROle des interactions intramoléculaires

Une combinaison d’améliorations mineures dans les interactions moléculaires (hydrophobes,
ioniques, ponts disulfures...) entre les acides aminés a différents endroits de la protéine
thermophile, constitue 1’élément déterminant pour une meilleure thermostabilité (Tigerstrom,
2005).Les interactions et les adaptations structurales déterminées pour la plupart des protéines
thermophiles leur conférant une meilleure thermostabilité, peuvent étre : Une augmentation de
la compacité (Russel et al., 1997), une hydrophobicité supérieure du cor de la protéine
(Schumann et al., 1993), un nombre élevé de liaisons ioniques (Vetriani et al., 1998), une
augmentation des ponts disulfures (Beeby et al., 2005), des liaisons entre les résidus
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aromatiques et des liaisons hydrogénes (Jaenicke et Bohm, 1998), une diminution de la surface
des boucles (Thompson et Eisenberg, 1999), une stabilisation des dipdles présents aux
extrémités des hélices (Satyanarayana et al., 2005) et un raccourcissement de la longueur de la
protéine (Das et Gerstein, 2000; Tekaia et al., 2002).

e ROle des substitutions des acides aminés

La nature des acides aminés qui entrent dans la composition des protéines en genéral et des
enzymes en particulier influe d’une maniére importante sur le degré de la stabilité et de
flexibilité (Jaenicke et Bohm, 1998). La recherche sur la stabilité des protéines thermophiles,
n’a permis de découvrir aucun acide aminé ou motif structural nouveau qui expliquerait le
fonctionnement de ces molécules dans des conditions hostiles (Zhou et al., 2008). Les
différentes expériences ont montré que les remaniements dans la composition en acides aminés
constituent la base de 1’adaptation aux fortes températures (Berezovsky et Shakhnovich, 2005).
Les travaux de protéomique comparée ont permis d’établir que la thermostabilité d’une protéine
est liée a une augmentation du nombre des résidus acide glutamique (E) et lysine (K) combinée
a une réduction des résidus glutamine (Q) et histidine (H). Un rapport (E + K) / (Q + H)
supérieur a 4,5 signerait la présence d’un hyperthermophile.

La comparaison des structures de protéines thermophiles et mésophiles indiquent que les
protéines thermophiles contiennent une forte proportion d’acides aminés chargés,
contrairement aux protéines mésophiles qui sont riches en acides aminés polaires/non chargés
(Vogt et al., 19973, b, Deckert et al., 1998 ; Chakravarty et Varadarajan, 2000 et Tompa et
al.,2016 ). Le nombre de résidus chargés aurait un impact sur la solubilité tandis que leur
position serait importante pour la stabilité. 1l semble également que les ponts disulfures aient
un role important dans la stabilisation des protéines thermostables (Beeby et al., 2005 ;
Ladenstein et Ren, 2008). L’abondance des acides aminés chargés dans les protéines
thermostables, spécialement a la surface, favorisent 1’établissement des liaisons ioniques,
assurant la stabilité thermique (Scandurra et al., 2000 ; Szilagyi et Z&vodszky, 2000, Nakashima
et al., 2003), ainsi que la différence de structure entre les protéines des thermophiles et
mésophiles (Amadei et al.,2018).

1.3.4.2.  Facteurs extrinséques de la thermostabilité des protéines
e Stabilisation par les osmolytes

En plus des facteurs intrinseques, la stabilité des protéines thermophiles est aussi garantie par
des facteurs extrinseques. Le stress thermique provoque des effets délétéres sur les protéines et
les molécules biologiques au méme titre que le stress salin. Pour faire face a ces effets, une
stratégie commune est adoptée par les organismes halophiles et thermophiles. Les organismes
halophiles protégent leurs constituants cellulaires du stress osmotique en accumulant de grandes
concentrations d’osmolytes. Ces mémes solutés compatibles jouent un réle important dans la
stabilisation des protéines chez les organismes qui se développent aux fortes températures
(Roberts, 2005, Santos et al., 2011). L hydroxyectoine est accumulée par Streptomyces lors de
’¢élévation de la température (Malin et Lapidot, 1996), et a une concentration de 1 M ce soluté
montre une haute efficacité pour la stabilisation de certaines enzymes-clés du métabolisme tel
que la phosphofructokinase et la lactate-déshydrogénase (LDH) (Lippert et Galinski, 1992).
Les solutés accumulés par les thermophiles ou « thermosolutés » sont chargés négativement, ce
qui constitue une caractéristique distinctive avec les solutés accumulés par les mésophiles
(Santos et al., 2007). Ils entrent dans deux catégories : les dérivés d’hexoses avec un
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groupement hydroxyle sur le C1, dont le principal est le 2-a-O-mannosylglycerate (MG) et les
polyols-phosphodiester comme le DIP ou le di-glycérol phosphate. Le MG, est actuellement
reconnu comme l'un des solutés les plus répandus chez les (hyper) thermophiles appartenant a
des lignées phylogénétiques éloignées (Santos et al., 2007). QOutre les solutés compatibles,
d’autres solutés a effet stabilisant sur les protéines sont produits par les organismes
thermophiles, parmi eux figurent les polyamines, les solutés organiques (Satyanarayana et al.,
2005), le potassium et les ions inorganiques (Coolbear et al., 1992, Mueller et al., 2000). Parmi
ces facteurs, les protéines chaperonnes (thermosomes) rencontrées chez les archées
hyperthermophiles. Elles sont thermostables et résistantes a la protéolyse. Les chaperonines de
1I’Archaea Sulfolobus solfataricus empéchent I'agrégation de la protéine-cible dénaturée et
catalysent son repliement par addition d’ions K+ (Chaston et al., 2016 et Shoemark et al.,2019).

e Role des protéines de choc thermique

Bien qu’une grande variété de réponses adaptatives existe chez les cellules lorsqu’elles sont
exposees a un facteur de stress environnemental tels que la chaleur, la dessiccation et le stress
chimique, la production des protéines de choc thermique (HSP) constitue la réponse la plus
couramment utilisée. Les HSPs (Heat Shoc Protein) font partie des facteurs extrinséques qui
assurent la stabilisation des protéines aux fortes températures. Les classes HSP 100, HSP 90,
HSP 70, HSP 60 et les small HSPs sont les plus retrouvées chez les microorganismes,
principalement les thermophiles (Trent, 1996; Uehara et al., 2018). Les HSPs fonctionnent
comme des chaperonnes moléculaires, assurant le repliement des protéines dénaturées par les
températures élevées, suppriment les repliements incorrects et reversent les mauvais
repliements, favorisent le repliement correct des nouveaux polypeptides, et préviennent
I’agrégation des protéines. Il n’est donc pas surprenant que la concentration de ces protéines
soit elevée chez les microorganismes qui se développent a hautes températures.

e Autres facteurs extrinseques assurant la thermostabilté

Les ions métalliques utilisés comme co-facteurs, augmente la stabilité thermique. De
nombreuses amylases et protéases thermophiles se servent de cette stratégie, I’ion requis pour
la stabilité et I’activité catalytique étant le Ca2+. Le role du Zn2+ dans la thermostabilité a été
rapporté pour la ferrédoxine thermophile de Sulfolobus (Barton, 2005). D’autres facteurs
extrinséques susceptibles d’améliorer la thermostabilité in vitro ont été décrits pour les
protéines thermophiles. On peut citer la présence de sels, I’augmentation de la concentration en
protéines, la présence des coenzymes, des substrats, des activateurs et des molécules
stabilisantes comme la thermamine (Faria et al., 2004). 1l a été aussi démontré qu'une pression
élevée stabiliserait de nombreuses enzymes des hyperthermophiles. Elle serait responsable
d’une plus grande compacité de la protéine et conférerait ainsi une rigidité et une thermostabilité
structurale plus accrue (Gomes et Steiner, 2004 et Synowiecki, 2010).
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1.4. Les organismes polyextrémophiles

Au cours des dernieres décennies, les scientifiques ont été intrigués par la présence de
microorganismes vivants en presence de nombreux facteurs de stress (salins, tempeératures,
acidité, alcalinité...). Ces organismes, appelés polyextrémophiles, prosperent dans des habitats
qui, pour d’autres formes de vie terrestres, sont intolérablement hostiles ou méme létales
(Horikoshi et al., 2011 ; Seckbach et al.,2007 ; Seckbach et al.,2012). Pour chaque condition
environnementale extréme étudiée, une variété de microorganismes a montré qu’ils peuvent
tolérer ces conditions, mais ont aussi souvent besoin de ces conditions pour leur survie
(Rampelotto et al., 2010).

Alors que les définitions des microorganismes extrémophiles se basent sur leur adaptation a
un seul facteur environnemental extréme comme la température ou la salinité, certains
extrémophiles font partie de deux catégories ou plus, le nombre croissant d’especes et de
souches isolées de ces milieux extrémes multiples, parmi lesquelles figurent les thermo-
halophiles (Albuguerque et al., 2012), les psychro-halophiles (Collins et Deming, 2013), les
thermo-acidophiles, les thermo-alcalophiles (Prowe et al., 2001), les halo-alcalophiles (Mesbah
et Wiegel, 2005; 2012; Bowers et al., 2009) ou méme des psychrophiles, halophiles et
barophiles a la fois (Deming et al., 1988). Ces organismes baptisés polyextrémophiles, sont
beaucoup moins fréquents que les organismes adaptés a un seul facteur extréme (Kumar et
Satyanarayana, 2013). Ils proliférent dans des environnements qui imposent plus d’un seul
facteur de stress, tels que les environnements hypersalins formés suite a I’évaporation de 1’eau
sous I’effet des rayons du soleil. L'existence des halophiles avec des températures optimales de
croissance élevées, appelés thermohalophiles, est probablement une adaptation aux fortes
températures atteintes dans des environnements chauffés par 1’énergie solaire, ou des sources
chaudes (Mesbah et Wiegel, 2005). Dichotomicrobium thermohalophilum ([NaCl] 1.8 M, avec
une température optimale de 50° C) est la premiére bactérie thermohalophile décrite et isolée
du lac solaire Sinai en Egypte (Hirsch et Hoffman, 1989).

Bowers et Wiegel (2011) considerent tout microorganisme qui se développe a des
concentrations de Na Cl égales ou supérieures a 1,7 M, pH supérieur supérieure ou égal a 8,5,
et des températures supérieures ou égales a 50°C comme alcalothermohalophiles. Tous les
alcalothermohalophiles (bactéries et archées) présentent un optimal de croissance a des
concentrations de Na supérieures a 2 M, valeurs de pH supérieure a 8,5 et température
supérieure ou égale a 50 °C (Tableau VI). Les alcalothermophiles halophiles du genre
Natranaerobius, Natronovirga et Halonatronum sont obligatoirement anaérobies
chimioorganotrophes, vivant par fermentation des sucres, comme H. saccharophilum (Zhilina
et al., 2004) et Natranaerobius thermophilus (Mesbah et al.,2007).

Outre les lacs salins, d’autres écosystémes ou les deux parameétres hautes températures et
salinités sont rencontrés tels que les réservoirs pétroliers, sont une source en especes
thermohalophiles. Néanmoins, ces espéces sont faiblement halophiles avec des optima de
croissance a des salinités qui ne depasse pas 3 % (w/v) NaCl (Miranda-Tello et al., 2007;
Chamkha et al., 2008) contrairement aux espéces isolées des lacs salins. Il en va de méme pour
les especes isolées de sources thermales salines Thermonema rossianum (Tenreiro et al., 1997)
et Oceanicella actignis (Albuquerque et al., 2012). De nouveaux taxons thermohalophiles ont
été isolés par Addou et al., (2012,2013,2015) il s’agit de Melghirimyces algeriensis,
Melghirimyces thermohalophilus et Melghiribacillus thermohalophilus qui croissent a une
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temperature optimale de 50°- 60°C et tolérent des concentrations en sel ayant jusqu’a 20%
(w/v) de NaCl.

Les polyextrémophiles comprennent les thermophiles, les psychrophiles, les acidophiles, les
alcalophiles (pH élevé), les piezophiles (haute pression, anciennement appelés barophiles), les
halophiles, les osmophiles (concentration élevée de solutés organiques), les oligotrophes (faible
concentration des solutés et/ou des nutriments), et les xérophiles (environnement tres sec). lls
comprennent également les micro-organismes capables de croitre en présence des
concentrations importantes en metaux ou de doses élevées en radioactivité. A titre d’exemple,
les deux polyextrémophiles : Acinetobacter sp. et Exiguobacterium sp. S17 peuvent vivrent
dans des concentration élevées en arsenic (Zannier et al.,2019) alors que Deinococcus
radiodurans est capable de survivre dans environnement trés fortement irradie et de réparer
des dommages causés a I’ ADN irradié par un mécanisme unique de réparation appelé Extended
Synthesis-Dependant Strand Annealing (ESDSA) qui se base sur une synthése active d’ADN
et sur la recombinaison homologue (Cox et al.,2010).

La vie a hautes températures associées aux fortes salinités nécessite sans doute des
mécanismes d’adaptations particuliers. Peu d'études ont porté sur ces mécanismes, mais on
suppose qu'ils combinent des mécanismes d'adaptation adoptés par les thermophiles et les
halophiles décrits précédemment. Toutefois, il est difficile de comprendre comment les
microorganismes exposés a une forte concentration ionique, une forte température, une faible
teneur en oxygene et en nutriments, de fortes radiations UV et parfois des pH élevés, s’adaptent
a ces multiples facteurs extrémes réunis caractérisant les environnements qui les abritent.
L’accumulation des osmolytes joue un role essentiel dans 1’adaptation a ces milieux (Mesbah
et Wiegle, 2005). Dans ces conditions, les osmolytes exercent un réle similaire a celui des
chaperonnes moléculaires, garantissant ainsi la stabilité des protéines natives et le repliement
des protéines dénaturées (Diamant et al., 2001). Des études ont montré que lorsque des souches
d’E. coli adaptées a de fortes concentrations en sel sont soumises au stress thermique
I’agrégation des protéines habituellement observée est réduite, et ce grace a 1’accumulation
d’osmolytes a différentes concentrations qui assurent la stabilité des protéines et la régulation
de I’action des chaperonnes (Diamant et al., 2001). Un autre exemple a été rapporté sur la
synthese biologique de nanoparticules fluorescentes de CdS (Quantum Dots, QDs) par des
bactéries halophiles polyextrémophiles isolées d’Atacama Salt Flat (Chili), d’Uyuni Salt Flat
(Bolivie) et de la mer Morte. Un autre exemple concerne une souche de Halobacillus sp. DS2
qui présente siuultanément une résistance élevée au NaCl (3 a 22 %), au pH acide (1 a 4) et au
cadmium (CMI du CdCI2 : 1 375 mM) (Bruna et al., 2019).

1.5. Stratégies de criblage des souches extrémophiles produisant des
molécules bioactives d’intérét

L’exploration des sols et autres habitats de I’extréme est un programme de recherche établi
pour obtenir de nouvelles souches et probablement de nouveaux métabolites bioactifs (Hacene
etal., 1993 ; Thakur etal., 2007). L’ Algérie est assez riche en de tels environnements : sebkhas,
chotts, eaux thermales.... Ils constituent des écosystémes diversifiés en microorganismes
producteurs de molécules actives (Boutaiba et al.,2006 ; Hassani et al.,2013 ; Meknaci et al.,
2014 ; Selama et al.,2014 ; Bouanane et al.,2016 ; Boumehira et al.,2016 ; Hadj Rabia et al.,
2016 ; Quadri et al.,2016 ) .
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Pour lutter contre les microorganismes pathogenes résistants, trois stratégies ont été
préconisées pour trouver de nouveaux antibiotiques antibactériens : la recherche de molécules
dérivées d’antibiotiques connus, comme la clarithromycine et la télithromycine (Clardy et al.
2006); la recherche de nouvelles cibles au sein de la bactérie (Coates et Hu 2007); une
recherche intensifiée de nouvelles molécules de sources naturelles (Von Nussbaum et al. 2019).
Jusqu’a récemment, la majorité des composés antimicrobiens actuellement utilisés pour le
traitement de diverses maladies infectieuses étaient isolés de micro-organismes (Tawiah et al.,
2012). Les bactéries constituent un groupe important de microorganismes, en particulier le
genre Streptomyces, mieux connu pour sa capacité a produire des antibiotiques (Maiti et al.,
2019).

En comparaison avec les autres groupes d’organismes extrémophiles, les microorganismes
halophiles et halotolérants ont été peu explorés (Oren, 2010).

Les propriéteés singuliéres de certains microorganismes ont trés vite attiré I'attention des
opérateurs des biotechnologies pour exploiter ce nouveau gisement de ressources naturelles en
biomolécules, notamment les biopolymeres, les enzymes et les métabolites secondaires comme
les antibiotiques.

Les deux processus biotechnologiques largement réussis impliquant des microorganismes
halophiles sont : La production du B-caroténe par 1’algue verte Dunaliella et les solutés
compatibles (bétaine, éctoine ...) par des bactéries et des Archaea halophiles. Ainsi les activités
antioxydantes du f-caroténe le rend populaire pour l'usage en aliments sanitaires (Ye et al.,
2008), et les solutés organiques ou osmoprotecteurs permettent de protéger les constituants
cellulaires et la stabilisation des enzymes, de I’ADN et des membranes (Oren, 2010).

Un des solutés compatibles les plus communs dans le domaine des bactéries est I'éctoine (1,
4, 5, 6, tetrahydro-2- methyl-4-pyrimidinecarboxylic acid), qui a été découverte pour la
premiére fois chez une bactérie photosynthétique et halo-alcalophile Ectothiorhodospira
halochloris (Oren, 2010). Celle-ci protege la peau des altérations causées par les rayonnements
ultra-violets d’ou son incorporation dans les préparations de crémes a vocation hydratante (Van
den Burg, 2003). Elle est reconnue pour augmenter les défenses immunitaires des cellules de
Langerhans (Buenger et Driller, 2004) et pour empécher I'agrégation et la neurotoxicité du 3-
amyloide d'Alzheimer (Kanapathipillai et al., 2005).

Les halophiles constituent également une source importante de composés bioactifs (Ventosa
et al., 1998). Des substances anti tumorales et antimicrobiennes ont été isolées a partir des
bactéries légérement et extrémement halophiles. Les halocines, substances antimicrobiennes de
nature protéique, sont isolées a partir des Archaea halophiles extrémes, elles ont été décrites
pour la premiere fois par Rodriguez-valera et al. (1982) ; ces molécules détruisent les
membranes cellulaires microbiennes ou inhibent la transcription, la traduction et I’activité
nucléique (Price et Shand, 2000).

Certaines  Bactéries  halophiles et  halotolérantes,  comme Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, ont la capacité de dégrader des composés aromatiques comme le phénol
et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Tiquia et al., 2007). Quant a Halomonas
halodurans, elle est capable de dégrader le phénol et de cliver d’autres composés complexes
tels que le benzoate (Margesin et Schinner, 2001). Des especes archéennes appartenant aux
genres Halobacterium, Haloarcula et Haloferax dégradent les n-alcanes et de nombreux
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pesticides et insecticides. Ces capacités les rendent aptes a jouer un réle dans la
décontamination des environnements salins contaminés par ces composeés toxiques.

L’une des bactéries polyextrémophiles les plus étonnantes est Chroococcidiopsis connue pour
sa capacité a survivre dans des conditions environnementales variées et extrémes caractérisés
par des températures élevées et basses, des rayonnements ionisants et une salinité élevée,

en présence de métaux lourds et une faible disponibilité en 1’ecau (Satyanarayana et al., 2013.
De ces faits, cette organisme attire 1’attention des astrobiologistes et de nombreux travaux lui

sont consacrés (Billi et al., 2012 ;2013 ; Baqué et al.,2013 et Smith et al.,2014).

Les bactéries halotolérantes jouent un réle essentiel dans divers procédés de fermentation qui
se realisent en présence de sel. En pratiquant la fermentation, ces microorganismes produisent
divers composes qui donnent les caractéristiques organoleptiques des produits résultants. Des
espéces halotolérantes ont été retrouvées dans la saumure de cornichons dont la concentration
de sel était en augmentation progressive (de 5% a 15,9% (p / v) NaCl), mais aussi dans la
fermentation de la choucroute qui a lieu en présence de 2,25% a 2,5% (p / v) de sel. (Margesin
et Schinner ,2001)

Les actinobactéries halophiles sont une source encore peu explorée et potentiellement
intéressante pour la découverte de nouveaux métabolites secondaires bioactifs (Hadj Rabia et
al., 2016). La dégradation de composés organiques aliphatiques et aromatiques, la
détoxification de polluants, la production de nouvelles enzymes et d'autres métabolites tels que
les antibiotiques, les solutés compatibles et les polymeéres sont d'autres applications industrielles
potentielles des actinobactéries halophiles et halotolérantes. Les nouveaux métabolites
secondaires bioactifs produits par ce groupe, isolées principalement des habitats marins, ont
révélé la grande capacité de ce groupe physiologique dans la production de nouveaux composés
bioactifs (Hamedi et al., 2013).

La mise en ceuvre des extrémophiles et des molécules qu’ils produisent a contribué au
développement de produits innovants et a I’ouverture d’une nouvelle ére de la biotechnologie
(Horikoshi et Bull, 2011). Ces métabolites appelés « extremolytes » ont recu des applications
tres variées. Les osmolytes sont utilisés dans 1’industrie pharmaceutique, médical, cosmétique,
alimentaire et dans le domaine de la bioremédiation (Lentzen et Schwarz, 2006; Kurz, 2008) et
de la biologie moléculaire. La production de I’éthanol par fermentation de la cellulose ou de
I’amidon a pu étre réalisée avec succeés a haute température en utilisant les bactéries
thermophiles Thermoanaerobacter ethanolicus en culture pure ou en consortium (Ljungdahl et
Wiegel, 1981). La production d’acides organiques, spécialement I’acide lactique est une autre
application intéressante des extrémophiles. Elle a été rapportée pour des bactéries thermophiles
anaérobies fermentaires (Combet-Blanc et al., 2000; Fardeau et al., 2004).

1.5.1. Antibiotiques et classification

Les grands progres réalisés dans le domaine de la chimiothérapie anti-infectieuse, depuis la
découverte de la pénicilline et des sulfamides jusqu’a celui des céphalosporines et des nouvelles
quinolones, permet actuellement de lutter, d’une fagon efficace, contre la plupart des agents
infectieux. Par ailleurs, de nombreux antibiotiques sont connus mais leur utilisation irraisonnée
a entrainé I’émergence de bactéries multirésitantes contre lesquelles, tout le monde s’accorde
pour avancer il n’y aura pas, dans les années a venir, de traitement efficace. Aussi, pour espérer
isoler de nouvelles biomolécules actives et efficaces, et répondre a cette perspective et menace
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effroyable pour I’humanité, les criblages classiques donnent de moins en moins de résultats.
Ceux-ci doivent étre de plus en plus orientés aussi bien dans les échantillonnages, dans le choix
des souches productrices que dans le choix des cibles celles-ci peuvent étre des bactéries
résistantes aux antibiotiques comme celles qui figurent dans la liste de ’OMS (Bactéries du
groupe ESKAPE) (Avery et al., 2019).

Contrairement a d’autres groupes de substances naturelles (alcaloides, stéroides, enzymes,
terpénes, etc.) qui représentent une gamme étroite de squelettes structurels, les antibiotiques ont
des structures exprimant les caractéristiques de I’ensemble de la chimie organique avec certains
groupes, squelettes et configurations particuliers qui n’ont pas été trouvés, ou trés rarement
trouvés, dans d’autres substances d’origine naturelle, et qui ne peuvent pas étre synthétisés par
des méthodes simples. En effet, les antibiotiques sont a I’origine des métabolites d’organismes
vivants et sont donc biosynthétisés a partir de substances organiques simples (sucres, acides
aminés, bases de purine ou de pyrimidine, acides gras,...), il est évident que ces criteres
fondamentales constituent la premiére approche du principe de base de la classification
chimique. Cependant, d’autres classifications sont disponibles et se basent sur d’autres critéres,
comme : les organismes producteurs, les mécanismes d’action, le spectre d’action, la cible
d’action, etc... Cependant, la seule méthode a pouvoir classer les 22 000 antibiotiques connus
actuellement est la classification basée sur la structure chimique (Berdy et al., 1987). Ces
auteurs ont propose un systeme de classification ouvert a tous les antibiotiques qui divise ces
derniers en 9 grandes familles chimiques. Aussi, pour faciliter I’identification des composés et
permettre I’¢limination des substances déja connues, on peut se référer a des banques de
données (Handbook of Antibiotics, Part I, Il, I11 et IV) qui contiennent a la fois une
classification numérique des antibiotiques informatisable, des caractéristiques physico-
chimiques, les organismes producteurs,... Chaque antibiotique possede un numéro de code, le
1°" chiffre indique la famille (exemple : 1. carbohydrates), le 2°™, la sous-famille (exemple :
1.2. aminoglycosides), le 3 éme, le groupe (exemple ; 1. 2.1. Dérivés streptamine) et le 4 éme,
le type (exemple ; 1.2.1.1 : type streptomycine). Le tableau récapitule I’ensemble de cette
classification avec des exemples.
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Tableau VII : La classification des antibiotiques selon la structure chimique (Berdey, 1974)

Familles

Sous-familles

Groupes

Types

1- Les antibiotiques carbohydratés

1-1 Les saccharides purs

1-1-1 Mono et disaccharides

1-1-1-1 Les glucides simples

1-1-1-2 Les aminosaccharides

1-1-1-3 Dérivés des glucides simples

1-1-2 Polysaccharides

1-1-2-1 Les Polysaccharides de type glycane

1-1-2-2 Polysaccharide-protéine complexes

1-1-2-3 Les lipopolysaccharides

1-1-2-4 Autres polysaccharides

1-2 Les aminoglycosides

1-2-1 Dérivés streptamine

1-2-1-1 Type streptomycine

1-2-1-2 Type Bluensomycine

1-2-1-3 Type spectinomycine
(N,Ndimethylstreptamine)

1-2-1-4 Type hybrimycine (streptamine et
épistreptamine)

1-2-2 Dérivés deoxystreptamine

1-2-2-1 Dérivés streptamine disubstitués

1-2-2-2 Dérivés deoxystreptamine disubstitués

1-2-2-3 Type hygromycine B

1-2-3 Autres dérives de I'aminocyclitole
(cyclohexanole)

1-2-3-1 Type validamycine

1-2-3-2 Type kasugamycine

1-2-3-3 Type myomycine

1-3 les autres (N- et C-)
glycosides

1-3-1 N-Glycosides
(groupe de strepto-thricine)

1-3-1-1 Type streptothricine (sans lysine)

1-3-1-2 « Pseudostreptothricine » (sans lysine B)
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1-3-1-3 Autres types de streptothricine
(dextrarotatoire)

1-3-2 C-glycosides (oligosaccharides
avec des chromophores aromatiques)

1-3-2-1 Type de Ristocetine

1-3-2-2 Type de vancomycine

1-3-2-3 Type de chromomycine

1-4 Divers dérivés du sucre

1-4-1 Les esters de sucre, amides

1-4-1-1 Type de verninomycine

(esters de 1’acide evernique)

1-4-1-2 Type de lincomycine
(dérivés de lincoseamine)

1-4-2 Autres produits dérivés du sucre

(lipides de sucre)

1-4-2-1 Type de moenomycine

1-4-2-2 Glycolipides

1-4-2-3 Autres dérivés des glucides

2- les antibiotiques lactone
macrocyclique

2-1 Les antibiotiques
macrolides

2-1-1 les macrolides a petite taille

2-1-1-1 methymycine

2-1-1-2 albocycline

2-1-1-3 Picromycine, erythromycine

2-1-2 Les macrolides a taille moyenne

2-1-2-1 Leucomycine, spiramycine

2-1-2-2 Angolamycine, Carbomycine (A),
cirramycine

2-1-2-3 Carbomycine B, Tylosine

2-1-2-4 Sans chromophore (maridomycine)

2-1-2-5 Macrolides moyens neutres
(neutramycine, Aldgamycine E)

2-1-3 Autres types de macrolides

2-1-3-1 Bundline

2-1-3-2 Borrelidine
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2-2 Les antibiotiques
polyénes

2-2-1 Trienes (probablement
macrolides)

2-2-1-1 Trienine

2-2-1-2 Autres triénes

2-2-2 Tetraeénes

2-2-2-1 Pimaricine

2-2-2-2 Ritnocidine

2-2-2-3 Nystatine

2-2-3 Pentaénes

2-2-3-1 Aldopentaene

2-2-3-2 Eurocidine (pentaenes amphotériques
avec de glucide)

2-2-3-3 Capacidine

2-2-3-4 Gangtokomycine

2-2-4 Hexaénes

2-2-4-1 Macrocyclique hexaénes

2-2-4-2 Fradicidine

2-2-5 Heptaénes

2-2-5-1 Les heptaenes aromatiques (Candicidine,
aureofungine, perimycine)

2-2-5-2 Les heptaenes nonaromatiques

2-2-6 Octaenes

2-2-6-1 Ochramycine

2-2-7 Oxopolyénes

2-2-7-1 Flavofungine (oxopentaenes)

2-2-7-2 Dermostatine

2-2-8 Mixedpolyenes

2-2-8-1 Tetraesine

2-3 Autres antibiotiques
lactones macrocycliques

2-3-1 Large macrolactones (macrolide)

2-3-1-1 Oligomycine

2-3-1-2 Venturicidine

2-3-1-3 Axenomycine

2-3-1-4 Primycine
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2-3-2 Les lactones simples

2-3-2-1 Lactones a huit chaines

2-3-2-2 Lactones a neuf chaines

2-3-3 Dilactones

2-3-3-1 Antimycine

2-3-3-2 Boromycine

2-3-3-3 Pyrenophorine

2-3-4 Polylactones

2-3-4-1 Cyclopolylactones (nonactine)

2-3-4-2 Fluorine

2-3-5 Macrolactones condensées

2-3-5-1 Chlorothricine

2-3-5-2 Cytochalasine

2-3-5-3 Brefeldine

2-3-5-4 Zygosporine

2-4 Les antibiotiques
macrolactames

2-4-1 Ansamycine

2-4-1-1 Rifamycine

2-4-1-2 Tolypomycine

2-4-1-3 Geldanamycine

2-4-2 Maytansine

3- Les quinones et les antibiotiques
similaires

3-1 Les composés
polycycliques
condensés linéairement

3-1-1 Tétracyclines

3-1-1-1 Tétracyclines et tétracomposés
de type cycline

3-1-1-2 Pillaromycine

3-1-1-3 Quinocycline

3-1-2 Anthracycline

3-1-2-1 Anthracycline glycosides

3-1-2-2 Anthracyclinones

3-1-3 Dériveés anthraquinones

3-1-3-1 Antibiotique anthraquinones simples
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3-1-3-2 Dérivés dianthraquinones

3-1-3-3 Benz(a)anthraguinones

3-1-3-4 Anthraquinones condensés avec des
hétérocyles

3-1-3-5 Pluramycine

3-1-3-6 Phenanthrenequinones

3-2 Les dérivés
naphthoquinone

3-2-1 Dérivés naphthoquinone simples

3-2-1-1 o-Naphthoquinones

3-2-1-2 p-Naphthoquinones

3-2-2 Naphtoquinones condensés

3-2-2-1 Naphthoquinones condensés avec
des chaines alicyclic

3-2-2-2 Naphthoguinones condensés avec
des hétérocycles contenant I'oxygene

3-2-2-3 Naphthoquinones condensés
avec des hétérocycles

3-2-3 Dérivés naphthoguinones

3-2-3-1 Luteomycine

3-2-3-2 Xanthomycine

3-3 Les dérivés
benzoquinones

3-3-1 Antibiotiques benzoquinones

3-3-1-1 Dérivés p-benzoquinone simples

3-3-1-2 Benzoquinones avec d'autres
constituants

3-3-1-3 Biquinones

3-3-2 Benzoquinone condensés avec
autre constituants

3-3-2-1 Mitomycine

3-3-2-2 Streptonigrine

3-3-2-3 Benzoquinones condensés avec des
hétérocycles contenant I'oxygene

3-4 Divers composés
quinonelike

3-4-1 Semiquinones

3-4-1-1 Quinones methides simples

3-4-1-2 Autres quinones methides
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3-4-1-3 Quinones methides polycondensés

3-4-2 Autres substances quinone-like

3-4-2-1 Epoxydone

3-4-2-2 Dérivés benzoquinones
contenant le brome

4- Les acides aminés,
les antibiotiques peptidiques

4-1 Les dérivés acides
aminés

4-1-1 Les acides aminés simples

4-1-1-1 Dérivés diazo-, nitroso- acides aminés

4-1-1-2 Les acides aminés aliphatiques,
alicycliques
et hétérocycliques

4-1-1-3 Les acides aminés analogues

4-1-2 Les antibiotiques dérivés
biogénétiquement des acides aminés

4-1-2-1 Les antibiotiques [- Lactame

4-1-2-2 Pyrrothine

4-1-2-3 Acide actithiazique

4-1-3 Dérivés diketopiperazine

4-1-3-1 Antibiotiques diketopiperasine

4-1-3-2 Antibiotiques diketodithiopiperazine

4-1-3-3 Acide aspergillique

4-2 Les homopeptides

4-2-1 Oligopeptides

4-2-1-1 Acide aminopyrrolecarboxylique
(peptides)

4-2-1-2 Oligopeptides linéaires

4-2-1-3 Antibiotiques oligopeptides cycliques

4-2-2 Homopeptides linéaires

4-2-2-1 Gramicidine A

4-2-2-1 Edein

4-2-2-2 Peptides linéaires contenant le sulfur

4-2-2-3 Bacillomycine

4-2-3 Homopeptides cycliques

4-2-3-1 Tyrocidine
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4-2-3-2 Bacitracine

4-2-3-3 Viomycine

4-2-3-4 llamycine

4-2-3-5 Autre cyclopeptides

4-3 les peptides hétéromeres

4-3-1 Cyclopeptides avec des acides
gras

4-3-1-1 Glumamycine

4-3-1-2 Polymyxine

4-3-2 Peptides avec sulfure contenant
des hétérocycles

4-3-2-1 Peptides thiazolyl

4-3-2-2 Bottromycine

4-3-2-3 Autres peptides avec sulfure
contenant des hétérocycles

4-3-3 Chelate-forming peptides

4-3-3-1 Sideromycines (peptides avec N-
hétérocycles

4-3-3-2 Bleomycine (glycopeptides)

4-3-3-3 Autres antibiotiques formant-chelate

4-4 Les peptolides

4-4-1 Chromopeptolides

4-4-1-1 Actinomycine

4-4-1-2 Echinomycine

4-4-1-3 Autres chromopeptolides

4-4-2 Peptolides avec des acides gras

4-4-2-1 Enduracidine

4-4-2-2 Stendomycine

4-4-2-3 Esperine

4-4-3 Peptolides contenant
des hétérocycles

4-4-3-1 Antibiotiques contenant l'acide
3-Hydroxypyridinecarboxylique

4-4-3-2 Monamycine

4-4-4-1 Telomycine
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4-4-4 Peptolides avec autres
constituants

4-4-4-2 Grisellimycine

4-4-5 Depsipeptides

4-4-5-1 Valinomycine-enniatine

4-4-5-2 Serratamolide

4-4-5-3 Ostreogrycine A

4-5 Peptides a poids
moléculaire élevé

4-5-1 Polypeptides

4-5-1-1 Polypeptides acides

4-5-1-2 Polypeptides basiques

4-5-1-3 Polypeptides amphotériques

4-5-2 Protéines

4-5-2-1 Protéines anticancéreuses

4-5-2-2 Autres protéines

4-5-3 Protéides

4-5-3-1 Chromoprotéides

4-5-3-2 Glucoprotéides

4-5-3-3 Nucléoprotéides (particules virales)

4-5-3-4 Enzymes et des facteurs enzyme-like

4-5-3-5 Bactériocines

4-5-3-6 Substance Interferon-like

5- Les antibiotiques
hétérocycliques
contenant de l'azote

5-1 Hétérocycles non
condensés
(simples)

5 1-1 cycles a cing chainons

5-1-1-1 Pyrrolnitrine

5-1-1-2 Rodigiosine (tripyrrol)

5-1-1-3 Antibiotique pyrrolidenone

5-1-1-4 Antibiotiques pyrrolidine

5-1-1-5 Five-membered ring avec
2 hétéro-atomes

5-1-2cycles a six chainons

5-1-2-1 Dérivés simples de pyridine
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5-1-2-2 Mocimycine

5-1-2-3 Dérivés piperidine

5-1-2-4 Hétérocycles condenses
avec un cycle alicyclique

5-1-2-5 Six-membered rings avec
2 hétéro-atomes

5-1-3 Pyrimidine et les
glycosides similaires

5-1-3-1 Cytosine N-glycosides

5-1-3-2 Uracil N-glycosides

5-1-3-3 Variétés de C-glycosides
(cycle a 5-6 membres)

5-2 Hétérocycles condensés
(fusionnés)

5-2-1 Hétérocycles condensés avec
un ou des cycles aromatiques

5-2-1-1 Dérivés d’Indole

5-2-1-2 Dérivés Quinoline-quinoxazoline
phenazine

5-2-1-3 Dérivés phenazines

5-2-1-4 Dérivés Phenoxazine

5-2-1-5 Albofungine

5-2-1-6 Différents hétérocycles condensés

5-2-2 Hétérocycles condensés

5-2-2-1 Anthramycine (cycle benzénique)

5-2-2-2 Dérivés purine, azapurine

5-2-2-3 Fervenuline (pyrimidotives triazine)

5-2-3 Purine et purinelike glycosides

5-2-3-1 Purine type N-glycosides

5-2-3-2 C-glycosides, type formycine

5-3 les alcaloides a activité
antibiotique (anti tumorale)
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6- Les antibiotiques
hétérocycliques contenant de
I'oxygéne

6-1 Dérivés du furane

6 1-1 Simples furannes

6-1-1-1 Monofurannes (tetrahydrofurannes)

6-1-1-2 Difuranne (lignan)

6-1-2 Furannes condensés

6-1-2-1 Aflatoxine

6-1-2-2 Autres furannes condensés

6-1-3 Dérivés benzofurannes

6-1-3-1 Dérivés dibenzofuranne

6-1-3-2 Acide usnique

6-2 Dérivés du pyrane

6-2-1 Dérives pyraniens simples

6-2-1-1 Pyranes simples

6-2-1-2 Pyranes condensées

6-2-2 a-Pyranones

6-2-2-1 Asperline

6-2-2-2 Autres a-pyranones simples

6-2-2-3 a-Pyranones condensés avec
anneau alicyclique

6-2-2-4 a-Pyranones avec chaine latérale
aromatique aliphatique

6-2-3 Y'-Pyranones

6-2-3-1 Aureothine

6-2-3-2 Citreoviridine

6-2-3-3 Autres Y-pyranones simples

6-3 Dérivés du
benzo[r]pyrane
(flavone)

6-3-1 Dériveés flavone simples

6-3-1-1 Flavone

6-3-1-2 Flavonol

6-3-1-3 Flavanone

6-3-1-4 Anthocyanides

6-3-2 Isoflavones

6-3-2-1 Simple isoflavones
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6-3-2-2 Dérivés pterocarpane (phytoalexine)

6-3-2-3 Rotenone

6-3-3 Neoflavones

6-3-3-1 Dalbergion

6-4 Les petites lactones

6-4-1 Lactones simples
(4-5 lactones membrés)

6-4-1-1 Lactones a quatre chaines

6-4-1-2 Lactones simple a cing chaines

6-4-1-3 Acide lichesterique

6-4-1-4 Acides tétramiques

6-4-1-5 Dériveés simples de dilactone

6-4-1-6 Type acide vulpique

6-4-2 Petits lactone condensés

6-4-2-1 Petits lactones condensés
avec hétéro- ou alicycles

6-4-2-2 Dérivés du coumaron

6-4-2-3 Coumarine (benzo[a]pyrone) dérivés

6-4-2-4 Coumarins condensés avec autre anneau

6-4-2-5 Isocoumarine
(3,4-benzo[a]-dérivés pyrones)

6-5 Les antibiotiques
polyéthers

6-5-1 Furan-pyranpolyéthers

6-5-1-1 Type nigériane

6-5-1-2 Antibiotiques polyéther non saturés

6-5-1-3 Antibiotiques aromatiques polyéther

6-5-1-4 Autres polyéthers similaires

7- Les antibiotiques alicycliques

7-1 Dérivés cycloalcanes

7-1-1 Dérivés cyclopentanes

7-1-1-1 Cyclopentanes simples

7-1-1-2 Dérivés cyclopentenone

7-1-1-3 Dérivés cyclopentane compliqué

37




Synthése bibliographique

7-1-2 Dérivés cyclohexane

7-1-2-1 Fumagilline

7-1-2-2 Dérivés cyclohexenone

7-1-2-3 Dérivés cyclohexene-cyclohexadiene

7-1-3 Antibiotiques
cycloheximide-clutarimide

7-1-3-1 Actidione

7-1-3-2 Type actiphénol
(aromatique glutarimides)

7-1-3-3 Type streptimidone
(glutarimides aliphatiques)

7-1-3-4 Autres glutarimides moins connus

7-2 Les Petits terpénes

7-2-1 Simple terpénes

7-2-1-1 Monoterpénes

7-2-1-2 Sesquiterpénes

7-2-1-3 Diterpenes

7-2-1-4 Sesterterpenes

7-2-1-5 Terpene glycosides

7-2-2 Terpene lactones

7-2-2-1 Sesquiterpene lactones

7-2-2-2 Diterpéne lactones

7-2-2-3 Divers dérivés complexes
du terpene lactone

7-3 Les antibiotiques
oligoterpénes

7-3-1 Antibiotiques avec
stéroide squelette

7-3-1-1 stéroides

7-3-1-2 Alcaloides stéroides

7-3-1-3 Cardenolides, bufadienolides, avec
anolides, stérol glycosides

7-3-1-4 Analogues stéroides--viridine

7-3-1-5 Asastéroides

7-3-2 Triterpénes

7-3-2-1 Triterpenes simples
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7-3-2-2 Glycosides de triterpene

7-3-2-3 Saponines

7-3-3 Terpenoides

7-3-3-1 Scirpéne

7-3-3-2 Scirpéne lactones

7-3-3-3 Autres toxines scirpenes

8- Les antibiotiques aromatiques

8-1 Composés du
benzénique

8-1-1 Dérivés benzéniques
Monocycliques
sans autres constituants

8-1-1-1 Phénols simples

8-1-1-2 Dérivés aldéhyde phtalique

8-1-1-3 Acides carboxylique simples

8-1-1-4 Autres dérivés benzene

8-1-2 Dérivés de Benzene
monocyclique avec chaine latérale
aliphatique

8-1-2-1 Benzéne lié aux peptides
(Chloramphénicol)

8-1-2-2 Benzénes avec terpene
(type chaine-ascochlore)

8-1-2-3 Benzenes avec une chaine aliphatique

8-1-2-4 Benzénes avec une chaine polyéne

8-1-2-5 Benzénes avec une chaine polyine

8-1-3 Polycycliques isolés
dérivés du benzene

8-1-3-1 Xanthocilline

8-1-3-2 Dérivés de la stilbéne

8-1-3-3 Dérivés diphényliques

8-1-3-4 Autres composés polycycliques isolés

8-2 Composés aromatiques
condenses

8-2-1 Composeés Spirou

8-2-1-1 Griseofulvine

8-2-1-2 Geodine

8-2-2 Dérivés naphtalénes

8-2-2-1 Carzinophylline
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8-2-2-2 Autres

8-2-3 Dérives anthracéne-phénanthrene

8-2-3-1 Dérivés de I’anthracéne

8-2-3-2 Dérivés du phénanthréne

8-3 Composés aromatiques
non benzoidiens

8-3-1 Tropolones

8-3-1-1 Acide puberulique

8-3-1-2 Autres

8-3-2 Azuléne

8-3-2-1 Lactarovioline

8-4 Divers dérivés des
composés aromatiques

8-4-1 Ethers aromatique

8-4-1-1 Dérivés de 1’éther diphénylique

8-4-1-2 Ethers aromatiques-aliphatiques

8-4-2 Glycosides aromatiques,
antibiotiques glycosidiques

8-4-2-1 Hygromycine de type A
(glycosides de benzéne)

8-4-2-2 Chartreusine (glycosides de naphtaléne)

8-4-2-3 Glycosides de coumarine
(Novobiocine, Coumermycine)

8-4-3 Esters aromatiques

8-4-3-1 Depsidones

8-4-3-2 Depsides

8-4-3-3 Phénol esters

8-4-3-4 Autres esters aromatiques

9- Les antibiotiques aliphatiques

9-1 Dérivés alcalins

9-1-1 Dérivés alcalins simples

9-1-1-1 Dérivés hydrocarbures, les alcools

9-1-1-2 Amines aliphatique

9-1-1-3 Elaiomycine (azoxy-dérives)

9-1-1-4 Lipoxarnycine

9-1-2 Polyines, Allénes

9-1-2-1 Polyine alcools (alcanes)

9-1-2-2 Acides polyine
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9-1-2-3 Polyéenes

9-2 Dérivés de I’acide 9-2-1 Petits acides carboxylique
carboxylique aliphatique

9-2-1-1 Entéromycine (acrylique dérivés acides)

9-2-1-2 Dériveés acide acétylene-dicarboxylique

9-2-1-3 Dérivés acides carboxyliques simples

9-2-2 Dériveés d'acides gras

9-2-2-1 Acides gras saturés simples

9-2-2-2 acides gras insaturés

9-2-2-3 acide gras 0X0-oxy

9-2-2-4 Esters d’acides gras (glycerides)

9-2-2-5 Amides d’acides gras

9-2-2-6 Acides aminés a longue chaine

9-_3 Leg COMpPOSes 9-3-1 Composés aliphatiques simples 9-3-1-1 Dérivés thioformine
aliphatiques contenant le sulfure
contenant S ou P 9-3-2 Composés aliphatiques simples

contenant le phosphore

9-3-2-1 Phosphonomycine

0- Antibiotiques divers
(avec squelette inconnu)

(Peut étre distribué selon les propriétés physiques,
chimiques et microbiologiques
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1.5.2. Enzymes

Les enzymes ou les biocatalyseurs, présents dans tous les systeémes vivant, sont indispensables
au bon fonctionnement des processus vitaux de toutes les cellules. L’utilisation des
biocatalyseurs en industrie remonte a 1915 par Réhm, qui a introduit la premiére enzyme
microbienne dans la formulation des détergents. L’élucidation de leur nature protéique en 1926,
et leur production a grande échelle a commence dans les années 1960 (lyer et Ananthanarayan,
2008). Eu égard a leurs attributs dont la spécificité, la sélectivité et I’efficience, les enzymes
occupent actuellement une place prépondérante en biotechnologie.

Les organismes thermohalophiles sont des sources potentielles d’enzymes tolérantes au sel et
thermostables. Les enzymes strictement halophiles sont inactivées et dénaturées a des
concentrations inférieures a 1M de NaCl (Adams et Kelly,1995). Leur thermostabilité combinée
leur confere un énorme potentiel commercial dans les procédés industriels effectués a haute
température et a forte concentration de sel. Alors qu’un certain nombre d’enzymes
alcalothermostables ont été isolées ces derniéres années (Gorlach et al.,2010, Ghati et al.,2015,
Ekka et al.,2018), beaucoup moins de recherches ont été consacrées aux enzymes des halophiles
(Boutaiba et al.,2006). La plupart des processus industriels s'effectuent sous des conditions
physico-chimiques spécifiques qui ne peuvent étre définitivement ajustées aux points optimaux
nécessaires a l'activité des enzymes disponibles,d’ou la nécessité de disposer d’enzymes
présentant des activités optimales a différentes gammes de concentration en sel, de pH et de
températures, dénaturantes pour les autres protéines.

De telles enzymes (protéases, lipases, amylases,  galactosidases...) sont produites par de
nombreux microorganismes halophiles et halotolérants (Zolfaghar et al.,2019). Ces enzymes
ont une gamme étendue d’applications comme les amylases utilisées dans 1’industrie de la
saccharification d’amidon, de textiles, des aliments et en boulangerie (Gupta et al., 2003,
Helmerhorst et al.,2019 et Pokrovsky et al.,2019). Les protéases responsables de 1’hydrolyse
des protéines en libérant des peptides plus petits, sont généralement utilisées comme additifs
dans les détergents de blanchisserie, dans la transformation des produits alimentaires, dans les
industries pharmaceutiques et de tannage de cuir aussi bien que dans la gestion des déchets
(Amoozegar et al., 2007; Karbalaei-Heidari et al., 2009).

Des archées halophiles extrémes productrices de protéases comme Halogeometricum
borinquense (Vidyasagar et al., 2006), Natrialba magadii (D’Alessandro et al., 2006) et
Halobacterium salinarum (Promchai et al.,2018) ont été isolées. De telles enzymes ont été
également isolées et caractérisées a partir de plusieurs espéces bactériennes halophiles et
halotolérantes (Shivanand et Jayaraman, 2009 et Karbalaei-Heidari et al., 2009).

Les enzymes chitinolytiques impliquees dans les processus de dégradation de la chitine sont
nombreuses. Ce sont des glycosides hydrolases. Elles sont employées pour une large action sur
plusieurs substrats et dérivés chitineux (Antranikian, 2008 ; Gupta et al., 2018).

Le r6le des chitinases varie en fonction des organismes qui les produisent. Elles peuvent
participer aux processus de nutrition, de croissance ou bien de défense. Les chitinases sont
également impliquées dans certains mécanismes de pathogénicité.

Les activités chitinolytiques attirent beaucoup l'attention des chercheurs en raison de leurs
potentielles applications dans différents domaines (Adrangi et al., 2010). Elles peuvent étre
utilisées dans la production de N-acetyl chitooligosaccharides (Yang et al.,2016) et GIcNAc
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(Fu et al.,2014) dans l'industrie alimentaire ou pharmaceutique (Dahiya et al.,2006), la
bioconversion de la chitine en éthanol dans l'industrie d'énergie (Inokuma et al.,2013) et
d'engrais (Sakai et al.,1998) , la production de protéines cellulaires simples dans l'industrie
d'alimentation (Singh et al.,2011) et la production des antifongiques dans I’agriculture (Gasmi
et al.,2019).

La présence d’enzymes chitinolytiques a été observée chez les archées et les bactéries (Gao
et al., 2003; Andronopoulou et Vorgias, 2004; Tanaka et al., 2004). Les génes codant ces
enzymes ont été isolés, clonés et caractérisés. Plusieurs espéces microbiennes sont a 1’origine
de la synthese de chitinases: Thermococcus chitinophagus (Andronopoulou et VVorgias, 2004),
Bacillus licheniformis (Wang et al., 2010), Bacillus licheniformis LHH100 (Laribi-Habchi et
al.,2015), Bacillus mannanilyticus IB-OR17 B1(Aktuganov et al.,2018), Hydrogenophilus
hirschii Ko-DZ44 (Bouacem et al.,2018) et Bacillus thuringiensis (Subbanna et al.,2019).

Les applications des enzymes halophiles concernent la bioremédiation, la production des
polyesters et des polysaccharides (Bonete et Martinez-Espinosa, 2011), I’industrie alimentaire
(production de produits fermentés avec de grandes concentrations en sel) (Thongthai et al.,
1992), les industries du cuir (Vidyasagar et al., 2006), des détergents et du textile (Oren, 2010).

Le déroulement des procédés industriels a hautes températures présente également un
avantage précieux qui est de reduire les risques de contamination bactérienne. Des avancées
considérables ont été¢ accomplies grace a I’application des molécules thermophiles dans des
domaines aussi importants que la santé, la recherche scientifique, I’industrie pharmaceutique,
alimentaire ou celle des détergents et d’autres applications biotechnologiques générant des
produits hautement utiles, et dans le domaine de la biologie moléculaire (Bergquist et al., 1992;
Lawyer et al., 1989; Colombo et al., 1992).

1.6. Les bactéries extrémophiles étudiées
1.6.1. Melghiribacillus thermohalophilus

Melghiribacillus thermohalophilus est une nouvelle espéce dans un nouveau genre dans la
famille Bacillaceae, aérobie stricte a coloration Gram positif. Elle a été isolée a partir de chott
Melghir situé au sud-est de Biskra. Elle a été retenue dans le cadre d’un criblage de souches a
morphologie filamenteuse thermo-halophiles mais qui s’est révélée finalement étre un nouveau
genre et nouvelle espéce de la famille des Bacillaceae (Addou et al., 2015). Initialement ce
nouveau taxon devait composer une nouvelle famille dans le phylum des Actinobacteria en
raison de ses fortes similitudes morphologiques avec les membres des actinobacteries, mais les
études moléculaires 1’ont incluse dans la famille Bacillaceae.

La souche Melghiribacillus thermohalophilus Nari2A se développe dans une gamme de pH
qui s’étend entre 5 et 9 avec un pH optimal de 7-8. Sa croissance est observée entre 35°C et
62°C. La température optimale de croissance est de 55°C ce qui fait qu’elle s’integre dans la
classe des bactéries thermophiles modeérées. La souche Nari2A a la capacité de croitre dans une
large gamme de salinité comprise entre 0,5 % et 17 % (w/v). La croissance est inhibée en
I’absence de sel. La concentration en NaCl optimale pour la croissance se situe entre 7 et 10 %
(w/v) elle est donc halophile stricte modérée selon la classification de Kushner (1978).

La souche Nari2A est remarquable par sa morphologie. Elle se présente sous forme de longs
filaments fins, contrairement aux especes de la famille Bacillaceae, qui sont de forme bacillaire,
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excepté le genre phylogénétiquement éloigné Gracilibacillus (Waino et al., 1999) dont les
cellules peuvent se présenter sous forme de filaments.

Il convient de noter que la présence de I'anteiso-C15:0 en trés faible proportion dans la
membrane de la souche Nari2A constitue un trait distinctif important, car 1’acide gras
prédominant chez les membres de la famille Bacillaceae est I'anteiso-C15:0.

La souche Nari2A se singularise par sa capacité a vivre dans des conditions qui réunissent
fortes température et salinité. Les bacilli thermohalophiles sont rares, les plus connus
appartiennent a 1’espéce Bacillus licheniformis isolée de divers habitats. En effet, la capacité a
cumuler les deux caractéres thermophile et halophile est rarement rapportée chez les genres de
la famille Bacillaceae. Les membres aérobies thermophiles de cette famille ayant des optima
de croissance dans la gamme comprise entre 45 et 70°C sont classés dans la famille des
Bacillaceae, Alicyclobacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus, Sulfobacillus, Thermobacillus,
Geobacillus et Thermolongibacillus (Sneath, 1986; Wisotzkey et al., 1992; Dufresne et al.,
1996; Heyndrickx et al., 1997; Touzel et al., 2000; Coorevits et al., 2011; Cihan et al., 2013).
Le caractére halophile n'a pas été rapporté pour ces genres, excepté pour les especes du genre
Bacillus.

La gamme de NaCl tolérée (0,5-17 % de (w/v)) par la souche Nari2A est similaire a celles
de Thalassobacillus devorans et Pontibacillus chungwhensis (Lim et al., 2005a), mais
différente de celles des especes halophiles modérées phylogénétiquement proches Virgibacillus
kekensis, Sediminibacillus halophilus et les especes des genres de parenté éloignée Bacillus
(Ventosa et al., 1989; Fritze, 1996), Halobacillus (Spring et al., 1996), Gracilibacillus (Waing
et al., 1999), Filobacillus (Schlesner et al., 2001), Lentibacillus (Yoon et al., 2002) et
Tenuibacillus (Ren et Zhou, 2005) .

1.6.2. La famille des Thermoactinomycetaceae

La famille Thermoactinomycetaceae a été proposée par Matsuo et al. (2006) pour inclure 6
genres différents : Thermoactinomyces sensu stricto (Yoon et al., 2005), Laceyella,
Thermoflavimicrobium, Seinonella, Planifilum (Hatayama et al., 2005) et Mechercharimyces
(Matsuo et al., 2006). D’autres genres ont été décrits plus tard dans cette famille comme les
genres Shimazuella (Park et al., 2007), Desmospora (Yassin et al., 2009) Kroppenstedtia (Von
Janetal., 2011), Marininema (Li et al., 2012), Lihuaxuella (Yu et al., 2012) et Hazenella (Buss
et al., 2013). La description de la famille a fait 1’objet d’une premiére émendation par Yassin
et al., (2009), puis une seconde fois par VVon Jan et al., (2011) qui ont inclus les membres
(Kroppenstedtia) qui contiennent l'isomeére de 1’acide LL-diaminopimélique dans la paroi
cellulaire; alors que la famille Thermoactinomycetaceae ne renfermait que les membres
possédant I’isomére méso-DAP dans leur paroi. Les membres de cette famille sont aérobies,
Gram-positif et chimio-organotrophes. Ils forment un mycélium de substrat bien développé,
ramifié et cloisonné ; et un mycélium aérien abondant de couleur blanche ou jaune. Ils sont pour
la plupart thermophiles ou thermotolérants cependant les espéces mésophiles Seinonella
peptonophila (Nonomura et Ohara, 1971; Yoon et al., 2005), Mechercharimyces mesophilus,
M. asporophorigenens (Matsuo et al., 2006) et Shimazuella kribbensis (Park et al., 2007) font
exception.
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1.6.2.1. L’espéce Melghirimyces algeriensis

Melghirimyces algeriensis (Melghirimyces algeriensis gen. nov., sp. nov. a été proposé, en
référence au chott Melghir, le site d’isolement de la souche) est une bactérie thermohalophile
désignée NariEX et isolée du sol de chott Melghir L’identification moléculaire de cette derniére
a indiqué qu’elle occupait une position phylogénétique nouvelle au sein de la famille
Thermoactinomycetaceae. Cette famille initialement placée au sein du phylum Actinobacteria
en raison de la morphologie mycélienne des especes qu’elle regroupe, a été transférée par la
suite au phylum Firmicutes, sur la base de caractéres phénotypiques et moléculaires évidents.
Les membres de la famille Thermoactinomycetaceae sont thermophiles excepté quelques
espéces. Bien qu’elles soient ubiquitaires, elles n’ont jamais été isolées d’un environnement
hypersalin. La souche thermophile Nari EX, isolée de chott Melghir, ressemble aux
thermoactinomyceétes par un certain nombre de caractéres, mais se distingue par sa capacité a
se développer a de fortes concentrations en sel, ce qui en fait le premier représentant halophile
de la famille. Ainsi, ¢’est la premiére souche bactérienne qui forme des colonies envahissantes
la surface de la gélose a la maniére d’un champignon filamenteux (Addou et al., 2012)

La souche Nari EX croit a des températures comprises entre 37° C et 60°C. La température
optimale de croissance se situe entre 50° C et 55°C. Elle est placée dans la catégorie des
bactéries thermophiles modérées. Elle se développe dans une gamme de pH comprise entre 5
et 9,5 ; avec un optimum de croissance qui se situ entre 6 et 8. La souche NariEX tolére une
large gamme de concentrations en NaCl. Elle est capable de se développer en 1’absence de
chlorure de sodium, et en tolere des concentrations qui atteignent les 20 % (w/v). La
concentration optimale de croissance est de 10 % (w/v). Les bactéries capables de se développer
en I’absence ou en présence de sel sont dites halotolérantes, selon la classification Kushner
(1978). La Nari EX est considérée comme halotolérante extréme (Ventosa et al., 1998).

Le métabolisme des sucres testés ne produit pas d’acides, ce qui confirme le métabolisme
oxydatif chez la souche NariEX, et qu’elle est aérobie stricte. Cette derniére est revelatrice
d’une diversité métabolique importante, en raison de sa capacité a utiliser un grand nombre de
substrats organiques simples comme seules sources de carbone, et d’hydrolyser des substrats
complexes. Cette grande diversité métabolique peut expliquer la capacité de la souche a
coloniser le sol d’une sebkha pauvre en nutriments.

La souche NariEX possede des caractéres compatibles avec son affiliation a la famille
Thermoactinomycetaceae telle qu’elle a été décrite par Matsuo et al., (2006). Elle est aérobie,
Gram positif et thermophile. Sa morphologie ressemble a celle des actinobactéries par la
formation d’un mycélium aérien et de substrat développés de couleur jaune pale. Le mycélium
aérien est droit a flexueux et porte une endospore a son extrémité. Cette micromorphologie est
similaire a celle de Desmospora activa et Kroppenstedtia eburnea. A cela s’ajoute son faible
contenu génomique en GC % (47,3). Toutefois, d’importantes dissemblances distinguent la
souche NariEX des especes apparentées. NariEX est remarquable parmi les membres de la
famille Thermoactinomycetaceae par son aptitude a tolérer de fortes concentrations en sel, ce
qui fait qu’elle constitue le premier représentant halophile de la famille.

La souche NariEX est différente de ses plus proches parents phylogénétiques Kroppenstedtia
eburnea et Desmospora activa par le profil des ménaquinones. En effet NariEX, contient en
plus du MK7 comme ménaquinone dominante, les ménaguinones MK6 et MK8, alors que K.
eburnea et D. activa possedent exclusivement le MK7. NariEX est la seule souche qui posséde
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le meénaquinone MKG6, ce qui la différencie des autres représentants de la famille
Thermoactinomycetaceae.

1.6.2.2. L’espéce Melghirimyces thermohalophilus

Melghirimyces thermohalophilus a été isolée du sol de chott Melghir. Elle représente la
deuxiéme nouvelle espece du nouveau genre Melghirimyces au sein de la famille
Thermoactinomycetaceae.

La souche NarillA se développe dans une gamme de pH comprise entre 5 et 10. Le pH
optimal de croissance se situe entre 6 et 8. La température optimale favorisant le développement
de NarillA se situe entre 50 et 55°C sur une gamme comprise entre 43-60°C. Ce caractere
permet de classer la souche parmi les microorganismes thermophiles modérés. La souche Nari
11A croit en présence de concentrations en NaCl comprises entre 5 et 20% (w/v). La croissance
est totalement inhibée en I’absence de sel. L optimum de croissance est observé entre 10 % et
12% (w/v). La souche NarillA est une bactérie halophile stricte, qui requiert le sel pour la
croissance, contrairement aux espéces halotolérantes.

La souche n’utilise aucun substrat comme seule source de carbone. Par ailleurs, la souche
hydrolyse les substrats complexes protéiques ou riches en peptides. Elle dégrade la caséine, la
gélatine, I’extrait de levure, I’extrait de viande et la peptone. La souche étudiée n’utilise pas les
bases puriques et leurs dérivés adénine, hypoxanthine et xanthine comme source d’azote. La
souche est catalase négative.

La souche NarillA se singularise par son caractére halophile strict, étant incapable de croitre
en I’absence du NaCl, contrairement a M. algeriensis qui présente un caractére d’halotolérance.
Les autres membres décrits de la famille Thermoactinomycetaceae quant a eux font partie de la
catégorie des microorganismes non-halophiles.

Bien que les membres de la famille Thermoatinomycetaceae soient isolés de divers habitats
comme les sédiments marins (Matsuo et al., 2006); les sources thermales (Zhang et al., 2007),
le compost (Song et al., 2001), les sols volcaniques (Zhang et al., 2010), la souche Nari 11A
est la premicre de cette famille a étre isolé d’un environnement hypersalin.

Le caractére halophile des deux espéces décrites dans le genre refléte I’adaptation a leur
habitat hypersalin. Car M. algeriensis et M. thermohalophilus constituent les premiers
représentants halophiles de la famille. Cela conforte 1’hypothése qui stipule que les espéces
halophiles sont en général phylogénétiqguement apparentées a des taxons halophiles et non
halophiles dans le méme ordre ou phylum (Mesbah et Wiegel, 2005).
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Matériel et Méthodes

2.1. Culture des souches étudiées

Trois nouvelles souches bactériennes extrémophiles ont fait I’objet du présent travail. Il s’ agit
de Melghirimyces algeriensis Nari EX, Melghirimyces thermohalophilus Nari 11A et
Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A. Elles ont été isolées et caractérisées dans le cadre
d’une recherche ciblant les actinobactéries thermohalophiles (Addou, 2013). Il y a lieu de
préciser qu’aucun travail sur les métabolites iSSUS de ces nouveaux taxons n’a été effectué
auparavant. Aussi, nous nous sommes proposé d’étudier leur métabolome en vue de mettre en
évidence des molécules potentiellement nouvelles et utiles.

Les deux premieres souches ont été apparentées aux actinobactéries alors que la troisieme est

une bactérie filamenteuse atypique sur le plan morphologique mais a été incluse comme
nouveau genre dans la famille Bacillaceae du fait de sa proximité génétique. Ces souches ont
été revivifiées sur le milieu ISP 2 liquide dans la composition est la suivante : glucose (4 g/l),
extrait de levure (4 g/l), extrait de Malt (10 g/l), CaCo3 (2 g/l), H20 (1L), auquel nous avons
ajouté du NaCl a raison de 10%. Des Erlenmeyers de 100 ml remplies de 20 ml, inoculés et
incubés a 55°C pendant 15 jours.

2.2. Criblage des trois souches retenues pour la production de molécules
bioactives
2.2.1. Tests d’antagonisme

Ce criblage consiste a tester les trois souches pour la recherche de molécules bioactives. La
production des substances inhibitrices extracellulaires est mise en évidence par des tests
d’antagonisme utilisant la technique des cylindres d’agar (Tortorano et al., 1979). Son principe
se base sur la diffusion de 1’agent antimicrobien susceptible d’étre produit par les 3 souches
dans un milieu gélosé, préalablement inoculé avec des germes-cible suivants :

- Des bactéries : E. coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus résistant
a la méthicilline (MRSA) ATCC 43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Micrococcus
luteus ATCC 15307, Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633.

- Des mycetes : Aspergillus niger CIP 1431, Fusarium oxysporium CIP 62572 et
Saccharomyces cerevisiae.

- Des Archaea ; des souches isolées et identifiées par Quadri et al (2016) ont aussi été employées
comme germes-cible. 11 s’agit de Halostagnicola kamekurae ADR6A, Natrinema pallidum
ADR3, Halorubrum saccharovorum AMRI1, Haloarcula californiae AMR3, Haloferax
mediterranei SAG3.

La technique des tests d’antagonismes est réalisée de la maniére suivante : Les germes-cible
sont obtenues apres isolement de trois colonies pures et leur transfert dans 5 ml d’eau
physiologique, contenant 9 g/l de NaCl pour les bactéries et 200 g/l de NaCl pour les Archaea.
Elles sont ensuite ensemencées, chacune, selon leur position taxonomique, dans un milieu
correspondant : Muller Hinton pour les bactéries, Sabouraud pour les mycetes et DM pour les
Archaea, (leur composition est donnée dans I’annexel). Des disques d’agar de 5 mm de
diametre contenant les trois souches retenues sont déposés a la surface des boites, préalablement
ensemencées avec le germe-cible. L’incubation se fait a 37°C pendant 24h pour les bactéries,

47



Matériel et Méthodes

40°C pendant 7 jours pour les Archaea et 25°C pendant 7 jours pour les mycétes. Des disques
de milieu ne contenant pas les trois souches ont été utilisés comme contréle pour vérifier que
I'activité antagoniste n'est pas due a la forte concentration en sel. Toute zone d’inhibition de
croissance autour des disques, méme de faible diamétre, est considérée comme résultat positif.

2.2.2. Etude des produits bioactifs élaborés par les souches actives
2.2.2.1. Etude de la cinétique de croissance et de production

La souche Melghiribacillus thermohalophilus Nari2A a produit une substance inhibitrice
trés active vis-a-vis de la souche-cible Halorubrum saccharovorum (AMR1). Une étude plus
approfondie lui a donc été consacrée.

En premier lieu, nous avons suivi la cinétique de croissance et de production de la molécule
active et détermine sa localisation intra ou extra-cellulaire. Une série de tests a été réalisee pour
mesurer la croissance de la souche productrice (DO =600 nm) et le diameétre de la zone
d’inhibition en fonction du temps.

Une étape pré-culturale est employée en incubant pendant 2 jours la souche Nari 2A dans un
milieu ISP2 liguide. 24 Erlenmeyers contenant chacun 100 ml du méme milieu sont inoculés
avec 2 ml de la pré-culture et incubés a 55°C dans un incubateur-agitateur (100 rpm) pendant
56 heures.

Un Erlenmeyer est retiré toutes les 4 h et conservé a 4°C pour arréter la croissance
bactérienne.

Apres 4 jours, I’ensemble des 24 erlenmeyers est retiré de la chambre froide et la densité
optique est mesurée par spectrophotomeétrie JENWAY 6405 UV/VIS. Spectrophotometer). Les
cultures débarrassées des cellules par centrifugation, ont subi une extraction avec de 1’acétate
d’éthyle (v/v).

Les extraits obtenus sont testés par la technique des disques de papier. Cette technique
consiste a imbiber des disques de papier de 6 mm avec 200 pul d’extrait que 1’on dépose sur le
milieu DM solide préalablement ensemencé avec la souche-cible. Les diamétres des zones
d’inhibitions sont ensuite mesurgs.

2.2.2.2.  Extraction du composé antimicrobien produit par la souche Nari 2A

Apres avoir déterminé la phase maximale de production de I’activité inhibitrice, 30 L de
culture sont produits et centrifugés a 10 000 rpm, pendant 20 min, pour séparer les cellules du
milieu. Le surnageant et le culot ont été récupérés séparément. Pour extraire le composé
antimicrobien, nous avons utilisé la méthode d’extraction par solvants organiques décrite par
Hacéne et al. (1994). Aux cellules (2g de culot), on ajoute 2 ml de méthanol. Le surnageant a
été traité avec du n-butanol (2: 1) (v/v) et de I’acétate d’éthyle (1 :1) (v/v). L’extraction a été
réalisée sous agitation pendant 24 h a température ambiante. L'extrait organique obtenu a été
filtré sur papier Wattman, puis évaporé en utilisant un évaporateur rotatif. Le culot cellulaire a
été récupére dans 10 ml de méthanol puis séché a 45 °C. Les résidus secs obtenus a partir du
surnageant et du culot sont finalement dissouts dans 2 ml de méthanol. L'activité
antimicrobienne y a été évaluée en employant des disques de papier (6 mm de diamétre) et
compare a un témoin méthanol. Le protocole d’extraction est donné dans la figure 5. L’extrait
brut obtenu est utilisé pour les différentes étapes de purification.
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Le protocole d’extraction est indiqué dans la figure 5

] P ‘ Culot + Surnageant

Ajout de 10 Ajout du méme
ml du volume d’acétate
Culture bactérienne Centrifugation méthanol d'ethvle
incubée a 55°C ) ‘
pendent 48 h l

Test d’activité
pour la
localisation du
produit actif

Récupération de
la phase
organique

Conservation Extrait
3 +4°C feo=——=]
brut
Test d’activité Evaporation (Rotavapeur) ’ Filtration

Figure 5: Procédure d’extraction du produit actif élaboré par Nari 2A.

2.2.2.3.  Analyse et Séparation du produit actif par Chromatographie sur
Couche Mince (CCM)

L’extrait actif brut est concentré puis soumis a plusieurs étapes de séparation et de purification
par chromatographie sur couche mince (CCM). Des plaques CCM en verre (20 x 20 cm)
contenant du gel de silice (Merck 60 F254) ont été utilisées. La technique repose principalement
sur des phénoménes d’adsorptions. La phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants,
qui progressent le long d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre. Le systéme de
solvants utilisé est le dichlorométhane (100 ml) pour la premiére chromatographie et un mix de
solvants pour la seconde (100 ml de dichlorométhane + 5 ml de méthanol). L’atmosphére des
cuves de chromatographie est mise a saturer pendant 2 h avant I’introduction des plaques. Apres
le dépdt de I’extrait actif sur la phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui
dépend de leur nature chimique et de celle du solvant. Les taches peuvent étre visibles a 1’ceil
nu ou sous UV (£ 365nm ou 254nm).

Les plaques CCM ont été d’abord activées a 100 °C. 150 pl de I’extrait éthylique de la souche
Nari 2A sont déposes progressivement sous forme de 18 spots, a 1’aide d’une micropipette et
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sont séchés sous courant d’air froid. Les dépots ont été réalisés a 3 cm du bord inferieur de la
plaque et a partir de 1cm des bords latéraux.

Les plaques sont ensuite introduites verticalement dans la cuve de CCM contenant le systéme
éluant. La migration est arrétée lorsque le front du systéeme éluant a atteint 1cm du bord
supérieur de la plaque. Apres le séchage, les taches qui apparaissent sur le chromatogramme
sont observées a I’ceil nu et sous une lampe a UV (365nm ou de 254nm).

2.2.2.4. Révélation microbiologique par bioautographie

La bio-autographie est un procédé de révélation microbiologique indispensable pour
localiser 1’activité antimicrobienne directement sur un chromatogramme. C’est une technique
qui est combiné a la CCM. Elle permet de déterminer la couleur et le Rf (rapport frontal) des
taches actives. Aprés évaporation du solvant de migration, la plaque est déposée dans une
grande boite en verre confectionnée par nous-mémes. Le dispositif est ensuite stérilisé sous UV
pendant une nuit. Ensuite, 50 mL de milieu DM préalablement ensemencé avec la souche cible
est réparti uniformément sur la plaque de gel de silice. Aprés solidification du milieu, les boites
sont incubées a 40°C. La lecture se fait aprés 7 jours.

Les zones d’inhibition des tiches actives sont alors observées et le rapport frontal (Rf) de la
molécule active est calculé selon la formule suivante :

Rf= Distance de migration entre le dép6t et la tache / Distance de migration entre le dépét et le
front de 1'¢luant.

e Test de confirmation

Pour confirmer le test précédent, chaque fraction a été récupérée séparément dans 1ml du
méthanol, filtrée afin d’éliminer la silice puis déposées sur des disques de papier Whatman N°3
stériles et séchées sous un courant d’air froid. Les disques sont ensuite déposés sur la gélose
préalablement ensemencée avec le microorganisme-cible (AMR1). Des disques témoins,
imprégnés de solvants purs et séchés dans les mémes conditions, sont également testés. Les
boites sont incubées a 40°C. La mesure des diametres d’inhibition est effectuée apres 7 jours
d’incubation.

Les zones claires du chromatogramme ou la souche cible n’a pu se développer indiquent la
présence de composé inhibiteur. Une fois la fraction active localisée, une Chromatographie
préparative sur couche mince (CCM) a été réalisée.

Pour récupérer et concentrer les molécules bioactives de I'extrait actif, 2 ml de ce dernier sont
déposés sous forme de trait sur des plaques de CCM. Apres migration et séchage, les fractions
obtenues sont repérées, grattées, remises en solution dans le méme solvant, filtrées, évaporées
a sec puis déposées sur des disques de papier de 6 mm pour effectuer le test d’antibiographie.
L’extrait actif purifié par CCM est appelé ATA.
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2.2.2.5. Etude de la stabilité de I’extrait actif (ATA)
a) Effet du pH

L’extrait actif (ATA) a été ajusté aux valeurs de pH suivants : 4, 5, 7, 8, 9 et 10 avec des
solutions stériles de HCI ou de NaOH 1N. Aprés 6h de contact a 4°C, I’activité anti-archéenne
est recherchée par antibiographie dans les différents échantillons et comparée a celle d’un
témoin (ATA) non traité de pH = 6.

b) Effet de la température

La thermosensibilité de la molécule bioactive a été étudiée en traitant I’extrait (ATA) a
différentes températures : 4°C, 60°C, 70°C ,80°C, 90°C et 100°C pendant 1h et a 120°C pendant
20 min (cycle d’autoclavage). L activité anti-archéenne est mise en évidence par antibiographie
puis comparée a celle d’un témoin (extrait actif non traité incubé a 55°C).

2.2.2.6. Essaide détermination de la nature chimique de I’extrait actif (ATA)

Le composé (ATA) a été traité avec la protéinase K (Promega) (1 mg/ml) (V/V) et du charbon
actif. Apres une heure, I’activité résiduelle est testée par antibiographie et comparée avec celles
d’un témoin non traité.

2.2.3. Caractérisation chimique du produit actif

La molécule active obtenue aprés plusieurs CCM a été utilisée pour élucider sa structure
chimique, en employant plusieurs techniques spectroscopiques. L’élucidation structurale des
molécules organiques ayant des activités biologiques tels que les antibiotiques, se base sur
I’emploi de techniques chromatographiques (CCM, HPLC, LC-MS...), et des techniques
spectroscopiques (UV-visible, Infrarouge ou Résonance Paramagnétique Electronique...). Ces
méthodes sont complémentaires et souvent I'élucidation de la structure chimique de la molécule
recherchée est obtenue par la combinaison de leurs résultats respectifs. Les spectres UV qui
fournissent moins de renseignements sur la structure moléculaire des composés compares aux
spectres RMN et IR, sont utilisés soit pour une confirmation soit pour une identification grace
a des regles empiriques et a la comparaison avec des spectres de références.

2.2.3.1. Spectre UV de I’extrait actif

Une analyse de spectroscopie UV-visible est effectuée sur 1’extrait brut. Ce dernier est dissout
dans du méthanol, une cuve de solvant qui servira de référence a été préparée pour 1’obtention
d’un spectre d’absorption de la molécule dans un domaine compris entre 200 nm et 800 nm.

2.2.3.2. Etude par Infra-rouge de produit actif

L’examen spectrophotométrique est réalisé a une absorption entre 700 a 4000 cm-1 a I’aide
d’un spectrophotométre de type Agilent Technologies Cary 600FTIR Spectrometer.
L’échantillon se présente sous forme de poudre (I’extrait actif aprés évaporation jusqu’a
I’obtention d’un produit sec). Il a été étalé a 1’aide d’une spatule sur la surface centrale du
diamant. Les mesures ont été réalisées automatiqguement toutes les deux minutes.
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2.2.3.3. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est une technique instrumentale
basée sur les mémes principes que ceux de la chromatographie classique sur colonne.

Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systéme chromatographique.
Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la
phase stationnaire. En sortie de colonne et grace a un détecteur approprié, les différents solutés
sont caractérisés par un pic. L’ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme.

Les analyses par Chromatographie Liquide Haute Performance de 1’extrait brut (ATA) ont
été réalisées en utilisant un appareil de type Young Line 9100 (HPLC) avec un détecteur UV-
visible (190-1100).

La colonne analytique utilisée concerne : Agilent Eclipse XDB C18 5 um (4,6x150 mm) avec
une porosité de 100A°.

Des gradients sont réalisés a partir de 1’eau +1% d’acide acétique et de méthanol (MeOH)
pour HPLC. Le gradient initial est 5% de méthanol dans 1’eau et le gradient final est de 95%
de MeOH dans I’eau suivi par une phase de rééquilibrage pendant 5 min. Le débit de 1’éluant
est de 1 ml/min. La détection se fait a 254 et 280 nm. Ces conditions de purification ont été
déterminées apres plusieurs expériences préliminaires. L’extrait (ATA) purifi¢ par CCM est
dissout dans 1 ml de méthanol, ultrafiltré a 1’aide d’un filtre 0,45 pM, puis injecté a raison de
20 uL par injection. Les molécules ou les sous-fractions sont observées sur le chromatogramme
et le temps de rétention de la molécule active est déterminé.

2.2.3.4.  Spectrométrie de Masse

La spectrométrie de masse est une technique d'analyse physico-chimique permettant de
détecter, d'identifier et de quantifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse. Son
principe réside dans la séparation en phase liquide de molécules chargées (ions) en fonction de
leur rapport masse/charge (m/z). De plus, cette analyse peut permettre dans certains cas la
caractérisation de la structure chimique des molécules en les fragmentant. Tous les procédés de
spectrométrie de masse reposent en effet sur les déplacements de particules chargées dans des
champs €lectromagnétiques. Cela nécessite donc, pour que 1’analyse d’une substance organique
soit réalisable en spectrométrie de masse, une étape préalable d’ionisation de 1’¢chantillon.

10 pl de I’extrait ATA obtenue apres purification par CCM a été analysée par électro
pulvérisation par chromatographie liquide spectrométrie de masse induite par
ionisation/collision (LC-ESI/CID-MS) dans les mémes conditions que celles de la HPLC. La
LC— ESI/CID-MS est un outil utile pour identifier les molécules bioactives et peut analyser de
petites quantités d’échantillons. L’analyse a été effectuée avec un spectrométre de masse :
Agilent 6420 Triple quad LC/MS et un chromatographe HPLC : Agilent 1260 infinity. Las
source d'ionisation est I’Electrospray (ESI), L aiguille fonctionnant a une tension capillaire de
4000 V. Pour cette expérience, 1I’Azote (N2) a été utilise comme gaz de séchage a 300°C, le
débit du gaz de sechage est de 7 L/min. La colonne Poroshell 120 EC-C18 (Agilent, long 50
mm * 3.0 mm* 2.7 umMS). La phase mobile était constituée de 40% d’acétonitrile et 60 de
H20 (0.1% acide formique) avec un débit égale a 0.3 ml/min. L’acquisition de données était en
mode négatif.
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2.2.3.5. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une méthode spectroscopique polyvalente
utile aussi bien en analyse quantitative que structurale. Elle est généralement utilisée en
complément des autres méthodes de spectroscopie classiques et de la spectrométrie de masse
pour localiser les atomes, préciser la formule développée et la stéréochimie du compose étudié.

Elle est fondée sur la mesure de I'absorption de la radiation de radiofréquence (RF) par un
noyau atomique dans un champ magnetique fort. L'absorption de la radiation pousse le spin
nucléaire a se réaligner ou a retourner dans la direction de la plus haute énergie. Apres avoir
absorbé I'énergie, les noyaux atomiques réémettent une radiation RF et retournent a leur état
initial de moindre niveau d'énergie.

Les expériences de résonance magnetique nucléaire ont été réalisées avec un spectrometre
Bruker (Fremont, USA) Avance 400 MHz en utilisant comme solvant le chloroforme déterré
CDCI3. Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm (partie par million) et calibrés par
rapport au TMS (Tétraméthylsilane). Les constantes de couplage (J) sont exprimées en Hertz
(Hz). La multiplicité des signaux est donnée par les abréviations suivantes : s (singulet), d
(doublet), t (triplet), q (quadruplet) et m (multiplet).

Le spectre RMN est constitu¢ d’un diagramme représentant des signaux de résonance émis
par certains noyaux atomiques de I’échantillon. Pour obtenir ces signaux, I’échantillon (extrait
actif et la fraction active) est soumis a I’action conjointe de deux champs magnétiques dont I’'un
est intense et fixe, tandis que 1’autre est environ 10.000 fois plus faible et variable.

L’exploitation des spectres et les attributions des signaux ont été réalisées en utilisant le logiciel
CMC/NMR.

Figure 6 : L appareillage de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) utilisée (Laboratoire
du CRAPC).
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e RMN unidimensionnelle (RMN 1D)

L’analyse s’effectue par le biais d’une excitation non spécifique en utilisant une impulsion de
radiofréquence. Cette derniére est restituée par I’échantillon (réponse/relaxation). Cette onde
électromagnétique est enregistrée et analysée par transformation de Fourrier. Le spectre RMN
est un graphe de I’intensité en fonction du déplacement chimique. Vu la différence de taille et
par conséquent la densité de charge des noyaux, la fréquence effective du champ magnétique
est 4 fois plus importante pour le proton 1H que le noyau 13C soit 400 MHz pour 1H et 75
MHz pour 13C.

e RMN bidimensionnelle (RMN 2D)

La RMN 2D permet en fait de montrer les corrélations complexes existant entre le spin A et
le spin X. Ces spectres sont particulierement utiles pour étudier les molécules complexes
(plusieurs atomes couplés entre eux, couplage a longue portée...). L acquisition d’un spectre
RMN 2D se fait a partir d’une séquence d’impulsion constituée de trois intervalles de temps
distincts et identique a celles utilisées dans les expériences 1D. On distingue le temps de
préparation (prépare le spin a étudier), le temps d’évolution tl1 (évolution du spin vers sa
position d’équilibre) et le temps de détection t2 (enregistre 1’évolution de I’aimantation). Les
expériences différent par les noyaux étudiés et les couplages qui sont mis en jeu. On distingue :

- Corrélation guantique unique hétéronucléaire (HSQC) : elle met en évidence les couplages
scalaires 1J C-H

- Corrélation hétéronucléaire Liaison Multiple (HMBC) : elle met en évidence les couplages
scalaires 2J C-H et 3J C-H

- Spectroscopie de Corrélation (COSY) : elle met en évidence les protons qui sont couplés de
facon scalaire.

- Spectroscopie a effet nucléaire Overhauser (NOESY) : elle met en évidence les signaux de
deux noyaux en interaction dipolaire.
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2.3. Détermination des activités hydrolytiques
2.3.1. Tests d’activités enzymatiques

En plus des activités antimicrobiennes, nous avons cherché a connaitre le potentiel de
production d’enzymes des trois souches retenues dans cette étude. Pour cela, nous avons
entrepris un criblage des enzymes hydrolytiques extracellulaires sur milieu minéral. Ce milieu
contient 100g/l de NaCl et 2g/l de CaCo3. Pour obtenir un milieu solide, 20 g.I-1 de Bacto-agar
ont été ajoutés. Pour I’ensemble des tests, la souche Nari 2A est incubée pendant 48h a 55°C,
alors que les deux autres souches du genre Melghirimyces sont cultivées pendant 7 jours a 55°C.

A- Recherche de ’amylase

La présence de l'activité amylolytique est déterminée qualitativement selon la méthode
décrite par Amoozegar et al. (2003), en utilisant le milieu minimum (annexe 1) additionné de
1% (p/v) d'amidon soluble. Aprés I’ensemencement par spot et 1I’incubation des souches, la
production d’amylase a été déterminée par le développement d’une zone (halo) incolore
entourant la colonie lorsque la solution de lugol (1% d’iode dans 2% iodure de potassium) a été
ajoutée a la surface du milieu.

B- Recherche de la caséinase

L’hydrolyse de la caséine a été étudiée sur un milieu gélosé contenant 50% de lait écréme, la
présence de cette activité est détectée par un halo clair autour de spot indiquant I’hydrolyse de

la caséine. Un résultat négatif ne montre aucune zone d’hydrolyse autour de la culture (De Vos
et al., 2009).

C- Recherche de la lécithinase

Le milieu a base de jaune d’ceuf est un milieu complexe qui contient de la lécithine, des
triglycérides et des lipoprotéines. On utilise pour ce test, le milieu minimum additionné de 20
ml d’une émulsion de jaune d’ceuf. La présence d’une lécithinase se traduit par un halo opaque
blanc jaunatre a bordures nettes autour de la colonie.

D- Détermination de Pactivité cellulolytique

La présence de cellulase est examinée sur milieu minimum contenant 0,5% (p/v) de
Carboxy Méthyl Cellulose. Aprées 1’incubation, les boites sont pulvérisées avec une solution de
rouge Congo a 0,1% (p/v) et incubées pendant 15 a 30 minutes. L’apparition de zones claires
autour des colonies indique la présence de cellulase (Farkas et al., 1985).

E- Détermination de I’activité lipolytique

La recherche d’estérase est effectuée par le test d’hydrolyse du Tween 20, 80 et de I’huile
d’olive. Cette activité est recherchée sur milieu minimum contenant 1% (v/v) de Tween 80 ou
de Tween 20 ou I’huile d’olive et de 0,1g/1 de CaCl2. L’ensemencement des souches est effectué
par spots. Apres incubation, elle se manifeste par 1’apparition d’une auréole opaque autour de
la culture, le développement d’un précipité des cristaux autour des colonies témoigne de la
présence d’une estérase.
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F- Détermination de la dégradation des hydrocarbures

Le milieu de culture adopté dans ce test est le milieu minimum qui ne contient aucune
source de carbone. La technique consiste a ensemencer la souche test en spot puis a pulvériser
immédiatement I’hydrocarbure (gasoil filtré) sur la boite Pétri. Un résultat positif se traduit par
I’apparition des colonies (croissance comparée avec celle d’un témoin sans gaz oil) apres
I’incubation a 55°C (Rodrigo et al., 2005).

G- Recherche de la chitinase

La chitine colloidale préalablement préparée par la méthode de Roberts et Selitrennikoff
(Roberts et al.,1988) a été rajoutée au milieu minimum qui est ensuite ensemencé et incubé. Le
résultat positif se traduit par I’apparition des colonies entourées d’une zone claire.

2.3.2. Sélection de la souche a activité chitinase

Suite au criblage de I’activité hydrolytique des trois souches, la souche Nari 2A s’est révélée
particulierement intéressante par son activité chitinolytique. Cette activité a retenu également
I’attention de chercheurs du centre de biotechnologie de Sfax (CBS, Tunisie) qui nous ont
grandement aidés dans son étude approfondie. Aussi, 1’étude et la caractérisation de cette
activité chitinase y a été réalisées sous la direction du Dr Jaouadi et 1’aide du Dr Mechri. Cette
partie du travail a abouti a la mise au point d’une publication (Mohamed et al.,2019) qui est
jointe a cette these. Nous en rappelons les plus importantes parties effectuées.

2.3.3. Etude de la chitinase purifié
e Cinétique de croissance et de production de la ChiA-Mt45

Afin de suivre la cinétique de croissance de la souche Nari 2A et de production de I’enzyme
ChiA-Mt45, nous avons réalisé une série de tests qui consistent a mesurer la croissance de la
souche productrice (poids sec) et la production a I’aide d’un spectrométre, toutes les 4 heures.

2.3.4. Essai d’activité chitinase
2.3.4.1. Production de la chitinase

La souche Nari2A isolée était cultivée dans des Erlenmeyers (de 1000 ml) contenant le
milieu ISP2 liquide a 55 °C pendant 96 h sous agitation (200 trs/min). La croissance bactérienne
a été estimée en mesurant la densité optique a 600 nm et a été convertie en poids sec cellulaire
(9/1). Dans cette condition optimale, 1’activité maximale de la chitinase était 9000 U/ml.

2.34.2. Procédure de purification de ’enzyme

500 ml d'une culture de 48 h de la souche Nari 2A a été centrifugée pendant 30 minutes a
9000g pour extraire la biomasse cellulaire. Le surnageant contenant la chitinase extracellulaire
(enzyme brute) a subi d’abord un traitement thermique de 90 °C pendant 20 min. Apres le
refroidissement rapide, les protéines dénaturées insolubles ont été éliminées par centrifugation
(30 minutes a 9000g). Les protéines restantes dans le surnageant ont été purifiées par
chromatographie liquide de performance rapide (FPLC). Le systeme utilise une ONU S-1 la
colonne (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercule, CA, les USA) équilibré a 50 mM 4 - (2-
hydroxyethyl) - acide 1-piperazineethanesulfonic (HEPES) tampon contenant 2 mM CaCl2 a
pH 6.1 (tampon B). La colonne (7 mm x 35 mm) a été rincée avec 500 ml du méme reducteur.
Le matériel adsorbé était élué avec un gradient du NaCl linéaire (0-500 mM dans le tampon B)
a un taux de 60 ml/h. Apres un lavage avec le méme tampon B, Les fractions de protéine non
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adsorbées ont été éluées. Les fractions révélant 1’activité chitinase ont été unies et purifiées par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) le systéme utilise le tampon a pH 6.1
complété avec 2 mM CaCl2 (tampon C). Les protéines ont été séparées par I'élution isocratique
a un débit de 45 mL/h avec le tampon C et détectées en utilisant un détecteur
Spectrophotométrique UV-VIS (Knauer, Berlin, I'Allemagne) a 280 nm. Les fractions unies,
avec le temps de rétention de 10.909 minutes et contenant l'activité chitinase, ont été
concentrées dans des micro-concentrateurs centrifuges (Amicon Inc., Beverly, MA, les USA)
avec des membranes de suspension 10-kDa. Elle été stockées a -20 °C dans du glycérol de 20
% (v/v) la solution pour des analyses plus approfondies.

2.3.4.3. Quantification des protéines, électrophorése et spectrométrie de
masse

Les teneurs totales en protéines ont été déterminées selon la méthode de Bradford (1976).
12% de sodium dodécyl sulfate-polyacrylamide du gel électrophorése (SDS-PAGE) a été utilisé
(Laemmli et al.,1970). La masse moléculaire de la protéase purifiée a été déterminée par PAGE
sous des conditions dénaturantes et non dénaturantes.

Les bandes de protéine ont été visualisées avec le Bleu de Coomassie (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercule, CA, les USA). L'analyse Zymography a été contrdlée en utilisant la chitine azurée
comme substrat (Laribi-Habchi et al., 2012). Le produit final a été codifié et appelé ChiA-
Mt45.

2.3.4.4. Dégradation Edman

Les bandes de ChiA-Mt45 purifiées ont été séparées sur des gels SDS et transférées a une
membrane ProBlott (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) et I'analyse d'ordre NH2-
terminale a été exécutée par la dégradation d'Edman automatisé. Celle-ci utilise un Modele de
Biosystéeme Appliqué 473A le séquenceur en phase gazeuse (le Perkin-Elmer, la Division
Biosystéme Appliquée), dans le mode d'impulsion liquide. Les résidus d'acides aminés ont eté
détectés comme des signaux individuels.

2.3.4.5. Caractérisation biochimique de la chitinase purifiée ChiA-Mt45
¢ Influence d'ions métalliques, inhibiteurs spécifiques et agents de réduction

L’effet des réactifs chimiques sur ’activité de ChiA-Mt45 a été étudié en utilisant
différentes concentrations des réactifs suivants ; acide p-Chloromercuribenzoique (p-CMB),
acide Dithionitrobenzoique (DTNB) , dithiothreitol (DTT), 2-mercaptoethanol (2 - ME), acide
2,4,6-trinitrobenzenesulfonic (TNBS), phenylmethylsulfonyl fluorure (PMSF), 1-ethyl-3-
carbodiimide  (3-dimethylaminopropyl) (EDC), diethylpyrocarbonate (DEP), N-
bromosuccinimide (NBS) et N-acetylimidazole (NAI), a été analysé aux différentes
concentrations pour leurs effets sur I'activité d'enzyme. L'activité Chitinase mesurée en absence
de ces inhibiteurs ou réduction de l'agent est employée comme contrdle (100 %). L’effet d’ions
métalliques divalents différents (Ca +2, Mg +2, Mn+2, Co+2, Cu+2, Zn+2, Ba+2, Fe+2, Ag+2, Al+2,
Cd+?2, Hg+2 et Ni+?), aux 2 concentrations (2 et 10 mm), sur l'activité chitinase ont éte examinés
en les ajoutant au melange de réaction. L'enzyme non-traitée et dialysée a été considérée comme
100 % pour I'essai d'ion métallique.
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e Effet du pH

L’effet du pH sur I’activité de la chitinase a été évalué sur la gamme de pH de 2 a 10 dans
des conditions d’essai standard. Les systémes suivants du tampon, complétés avec 2 mM CaCl2,
ont été utilisés a 50 mM: Glycocolle-HCI pour pH 2-3, citrate pour pH 3-5, 2 - (N-morpholino)
acide ethanesulfonique (MES) pour pH 5-6, HEPES pour pH 6-8, Tris-HCI pour pH 8-9 et
glycocolle-NaOH pour pH 9-10. La stabilité de la chitinase purifiée au pH a été testée par la
préincubation dans des tampons a pH différents (pH 2, pH 3, pH 4, pH 5, pH 6) a la température
d'essai standard pendant 24 h.

o Effet de la température

Pour étudier 1'effet de température sur la stabilité de 1’activité chitinase, un essai standard
a été exécuté aux températures allant de 40 a 100 °C avec des intervalles de 5 °C. L’enzyme a
été évaluée en incubant la chitinase (ChiA-Mt45) a 70, 80, 90 et 100 °C sans aucun substrat
pendant 24 h en présence et absence de 2 mM CaCl2. Ensuite I'activité d'enzyme résiduelle a
été mesurée en utilisant I'essai standard. L'enzyme non-chauffée a été utilisée comme témoin
(100 %).

e Effet du NaCl sur Pactivité de la chitinase ChiA-Mt45

L’effet du NaCl sur I’activité de la chitinase a été étudié en mesurant I’activité de Chia-
Mt45 purifiée a différentes salinités allant de 0 a 10 M NaCl pendant 24 heures a 50 °C. Les
activités résiduelles ont été déterminées lors de 1’essai standard. L’enzyme non préincubée a
été considérée comme témoin (100 %).
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Résultats et discussion

Bien que le nombre de molécules bioactives obtenu a partir des microorganismes ne cesse
d’augmenter, une faible proportion de ces molécules aboutit a des applications effectives. La
principale cause est liée a leur toxicité non sélective ou a I’étendue de leur spectre d’activité.
Notre recherche s’est donc orienté en grande partie sur des activités synthétisées par de
nouvelles souches extrémophiles. Ces souches ont été retenues en raison de leur
polyextrémophilie. Les polyextrémophiles cumulent des capacités de résistances multiples,
résultats d’un métabolisme unique et original pouvant é&tre valorise sur le plan
biotechnologique. L’isolement et la caractérisation des molécules bioactives est délicate,
fastidieuse et colteuse. En effet, la détermination compléte de la structure chimique d’une
molécule biologiqguement active nécessite la combinaison de plusieurs techniques
biochimiques, physico-chimiques et spectroscopiques.

3.1. Revivification des souches bactériennes retenues

Les trois souches Nari EX, Nari 11A et Nari 2A ont été isolées dans le cadre d’un
programme de recherche de nouvelles souches microbiennes thermohalophiles a partir de
sebkhas algériennes (Addou, 2013).

Elles ont été cultivées sur le milieu ISP2 additionné de 10% (w/v) de NaCl et incubées a 55°C.

La souche Melghirimyces algeriensis Nari EX se présente sous forme de grandes colonies
qui adherent fortement a la gélose. Elles sont circulaires a bord régulier ou ondulé, plates,
formant des plis radiaux de 2 a 3 cm de diamétre. L’observation sous microscope révéle un
mycélium aérien compose de filaments longs, flexueux, Iégerement ramifiés portant une seule
endospore a leur extrémité (figure 7b).

La souche Melghirimyces thermohalophilus Nari 11A forme des colonies circulaires, plates,
a contour irrégulier, avec des plis radiaux, de couleur marron foncé au centre qui s’éclaircit aux
contours, le diamétre est de 1 a 3 cm. Le mycélium est long, droit a flexueux Iégerement ramifié,
et porte une spore unique a I’extrémité des hyphes (figure 7c¢).

La souche Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A forme des colonies de couleur beige
foncé a marron de 2 a 4 mm de diameétre, opaque et Iégerement brillantes, circulaires a contour
régulier apreés 24 h a 48 h d’incubation. Elle forme de longs filaments fins de 2-100 x 0.1-0.2
um, avec des endospores sphériques a ovales (figure 7a). Cette souche appartient a un nouveau
genre faisant partie des Bacillales mais différe des membres de cette famille par sa présentation
filamenteuse qui a conduit a son isolement (figure 7a).
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(b)

Filaments mycéliens

Figure 7: Aspect microscopique des trois souches Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A
(a), Melghirimyces algeriensis Nari EX (b) et Melghirimyces thermohalophilus Nari 11A (c).

3.2. Etude du métabolome des trois souches étudiées
3.2.1. Tests d’antagonismes

Les trois souches ont été testées vis-a-vis d’un grand nombre de germes-cibles. Parmi ceux-
ci, nous avons choisi des germes multi-résistants aux B-lactamines, aux sulfamides, a la
tétracycline, a la vancomycine et au cotrimoxazole, avec objectif dédié a la recherche
d’antibiotiques a structures particulieres pouvant détourner ces mécanismes de résistance.

60



Résultats et discussion

En effet, la recherche d’antibiotiques actifs contre des germes multirésistants constitue une des
meilleures stratégies pour la découverte de nouveaux antibiotiques.

Les résultats de tous les tests effectués sont indiqués dans le tableau VIII. 1l en ressort
qu’aucune activité antibactérienne, antifongique ou antilevurienne n’a été détectée. Cependant,
la souche Nari EX présente une activité vis-a-vis de Haloarcula californiae (AMR3) alors que
la souche Nari 2A inhibe Halorubrum saccharovorum (AMR1).

Ces deux derniers microorganismes sont des Archaea isolés et caractérises par Quadri (2016).
Le profil de résistance de ces deux souches archéennes aux antibiotiques a été étudié vis-a-vis
de 13 antibiotiques différents appartenant a différentes familles : Ciprofloxacine (CIP 5),
Gentamicine (GEN), Penicilline (P), Vancomycine (VA), Chloramphenicol ( C ), Bacitracine
(Bac), Novobiocine (NV), Kanamycine ( K), Tetracycline ( TET ), Cefotaxine (CTX), Acide
Nalidixique ( NA), Amoxycilline (AMX ), Spectinomycine ( SPT ). Les résultats montrent que
seule la novobiocine inhibe ces deux souches d’Archaea (tableau IX).

Au premier abord, cette activité anti-Archaea semble originale car ce type d’activité n’a jamais
¢té signalé auparavant dans la littérature. D’autre part, les deux Archaea sensibles a I’action des
souches bactériennes testées, sont résistantes a de nombreux antibiotiques a 1’exception de la
novobiocine, un antibiotigue aminocoumarine connue pour étre produit par Streptomyces
spheroides.

Les Archaea possedent des aspects qui les rapprochent davantage des eucaryotes que des
procaryotes. Il s’agit principalement des mécanismes et des protéines impliqués dans les
processus liés a I’ADN tels que la réplication, la transcription, la traduction et les mécanismes
de réparation (Forterre et al., 2002). Des études transcriptionnelles suggerent que les Archaea
possedent une mosaique fascinante de machinerie de transcription basale eucaryotes-like (y
compris I'ARN polymérase, élément promoteur, et la transcription basale facteurs TBP et TFB),
et de bactéries comme les mécanismes de régulation (Yang et al., 2003). Ils emploient des
mécanismes genétiques similaires, mais plus simple que ceux trouveés chez les Eucarya (Huang,
2012). En dépit de leur ressemblance avec les bactéries, les Archaea s’en distinguent par de
nombreux aspects importants, tels que la paroi cellulaire et la composition de la membrane. En
raison de I’absence de la muréine, les Archaea halophiles sont naturellement résistantes aux
antibiotiques actifs sur les bactéries comme la pénicilline, I'ampicilline, la cyclosérine, la
kanamycine, la néomycine, la polymyxine, et la streptomycine (Bonelo et al., 1984). L’activité
biosynthétisée par les deux souches Nari EX et Nari2A ne peut pas donc étre attribuée a un
antibiotique agissant sur la paroi cellulaire. La plupart des Archaea halophiles sont sensibles a
la novobiocine et a la bacitracine. La novobiocine est un inhibiteur de 'ADN gyrase et agit sur
la méme-cible aussi bien chez les Archaea que les bactéries sensibles (Oren, 2006). Ils sont
inhibés aussi par plusieurs antitumoraux qui intéragissent avec la tubuline, I'actomyosine, et
I'ADN topoisomérase Il des Eucarya. Cette sensibilité aux drogues antitumorales rend les
souches archéennes, des souches-cibles de choix dans le cadre de recherche sur ces molécules
(Sioud et al., 1987 ; Oren, 2002c).

Cette particularité novatrice (activité anti-archaea) nous a incités a approfondir I’étude de cete
activité présentée par la souche Nari 2A. La seconde souche Melghirimyces algeriensis Nari
EX présentant une activité de méme type, est étudiée dans le cadre d’un autre travail.
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Tableau V111 : Résultats des tests d’antagonisme

Groupe Germes-cibles Melghirimyces | Melghiribacillus Melghirimyces
algeriensis thermohalophilus | Thermohalophilus

Microbien Nari EX Nari 2A Nari 11A
Escherichia coli ¢) ) )
Pseudomonas aeruginosa ©) ) )
Staphylococcus aureus(SASM) ) ) ()
Bactéries Staphylococcus aureus(SARM) ) ) ¢)
Micrococcus luteus ) Q] )
Bacillus cereus ) ) )
Bacillus subtilis ©) () ()
Levure Saccharomyces cerevisiae ) () ¢)
Champignons Fusarium oxysporium ) ) )

filamenteux
Aspergillus niger ) ) )
Natrinema pallidum (ADR 3) ) ) ()
Halostagnicola kamekurae ) ) Q]
(ADRS)
Archaea Haloferax mediterranei (SA3G) ) ) )
Halorubrum saccharovorum ) (+) )
(AMR1)
Haloarcula californiae (AMR3) +) ) )
(+) Présence d’une zone d’inhibition (-) Absence d’une zone d’inhibition

Tableau IX : Résultats du test d’antibiogramme des deux souches d’Archaea.

I';::tri]:)iilcl)iigie L'Antibiotique s;:(?:\%rrl:)t\)/gﬁm Haloarcula californiae
(AMR1) (AMR3)
Phénicols Chloramphenicol (C) R R
Aminoglycosides Gentamicine (GEN) R R
béta-lactamines Penicilline (P) R R

Cefotaxine (CTX) R R
Amoxycilline (AMX)) R R
Polypeptides Bacitracine (Bac ) R R
Glycopeptides Vancomycine (VA) R R
Aminosides Kanamycine ( K) R R
Spectinomycine ( SPT) R R
Cyclines Tetracycline (TET) R R
Fluoroquinolones Ciprofloxacine (CIP 5) R R
Acide Nalidixique ( NA) R R

R : résistante S : sensible
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3.2.2. Caractérisation du produit bioactif élaboré par la souche Melghiribacillus
thermohalophilus Nari 2A

Nous avons ciblé et approfondi 1’étude de 1’activité anti-Archaea exprimée par la souche Nari
2A. Cette activité a été déterminée en utilisant la souche Halorubrum saccharovorum AMR1
comme souche-cible et le degré d'inhibition a été mesuré par le diametre de la zone d'inhibition.

3.2.2.1. Essais de caractérisation du compose anti-archaea
3.2.2.1.1.  Etude des cinétiques de croissance et de production de la
molécule active

La croissance de la souche Nari 2A a été suivie par mesure de la densité optique (K= 600
nm). Quant a la production de I’activité antimicrobienne, elle a été mise en évidence en
mesurant les diamétres d’inhibitions correspondants a chaque prélévement. Ces derniers sont
réalisés toutes 4 heures pendant 4 jours. Les résultats obtenus ont permis de tracer les cinétiques
de croissance et de production dans la figure 8.

La croissance de la souche Nari 2A évolue trés lentement pendant une courte phase d’une
dizaine d’heures. Elle est suivie par une phase rapide et exponentielle d’une durée de 32 h.
Apres la 42 eme heure, on observe un ralentissement puis une stabilisation de la croissance de
quelques heures. Au-dela de la 48 éme heure, on observe une décroissance trés lente et
réguliére, due a une lyse cellulaire générée par des enzymes produites par la souche.

Durant cette croissance, le pH varie peu et oscille entre 6.8 et 7.4.

S’agissant de la cinétique de production de 1’activité anti-archaea, on reléve une différence
fondamentale avec la cinétique de croissance, notamment dans sa premiere partie. En effet,
cette activité n’est pas présente lorsque la croissance est presque maximale. En revanche, elle
est maximale apres 52 heures, une fois que la croissance ait entamé sa chute.

La plus grande production se situe entre 48h et 56h de croissance et diminue tres légérement
par la suite.

Ce type de cinétique correspondant a un déphasage entre la croissance et la production de
I’activité antimicrobienne est similaire des métabolites secondaires, principalement des
antibiotiques.
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1 -A—Densité optique(DO) r
1 —A—activité anti-Archaea (mm) Fo

Densité optique (DO)
Activité anti-Archaea (mm)

Temps d'incubation (h)

Figure 8 : Cinétiques de I’évolution de la croissance, et de production de 1’activité
antiarchéenne de la souche Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A.

3.2.2.1.2.  Extraction du composé antimicrobien produit par la souche
Nari 2A

La souche Nari 2A a été retenue en raison de son spectre d’action ciblant les Archaea
seulement. L’extrait méthanolique cellulaire n’a montré aucune activité. Par contre, les extraits
du surnageant sont actifs, notamment lorsque 1’extraction est effectuée avec de 1’acétate
d’¢éthyle (figure 9). L’activité anti-archéenne extraite avec un solvant plus polaire (le n-butanol)
et un autre moyennement polaire (acétate d’éthyle), suggere la biosynthése de plusieurs
molécules de polarité différente (soluble chacune dans un solvant différent) ou bien d’une
molécule soluble dans différents solvants. Cette derniére hypothese semble plus plausible car,
les antibiotiques dont la structure est généralement complexe comprennent des caractéres
polaires et apolaires entrainant une affinité pour des solvants trés divers (Hacéne et al.,1994)

Zone d’inhibition
de I'extrait
butanolique

Zone d’inhibition de
I'extrait a I'acétate
d’éthyle ATA

Disque de papier

La souche cible imbibé d’extrait

(AMR 1)

Figure 9 : Résultat de I’antibiographie des deux extraits de la souche Melghiribacillus
thermohalophilus Nari 2A
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3.2.2.13 Etude chromatographique sur couche mince de I’extrait actif

L’extrait actif (EA) a été analysé par CCM en utilisant deux systémes de solvants : (n-butanol-
acide acétique -eau) (3 :1 :1) et mix de (dichlorométhane + méthanol). Les chromatogrammes
obtenus révelent plusieurs taches (figure 10).

(@)

Rf1=0.79

Rf2=0.72

Figure 10a : Chromatogramme observé a I’ceil nu et sous UV a 254 et 365 nm en utilisant le
mix des solvants (butanol- acide acétique -eau)

65



Résultats et discussion

(b)

Rf(A)=0.79

Rf (B)=0.71

Rf (C) = 0.65

Rf (D) = 0.58

Rf (F) = 0.30

Rf (G) =0.18

Rf (H) =0.0

Figure 10b : Chromatogramme sous UV a 254 et 365 nm en utilisant le mix des solvants
(dichlorométhane + méthanol).

Ces différentes fractions correspondent a des métabolites extraits par les deux solvants et ne
correspondent pas toutes a I’activité anti-Archaea. Pour cela, nous avons effectué une réveélation
microbiologique par bioautographie

3.2.2.1.4.  Révélation microbiologique par bioautographie

La révélation microbiologique des 2 chromatogrammes par bioautographie révéle la présence
d’une forte activité inhibitrice correspondant & un Rf = 0.79 (figure 11a) et Rf = 0.65 (figure
11b) respectivement. Les taches sont visibles a I’ceil nu et sous-UV.

Le test d’activité antimicrobienne de la deuxiéme plaque CCM montre que, malgré la
présence de huit fractions (A, B, C, D, E, F, G et H) qui ont été testées séparément, seule la
troisieme fraction Rf (C) = 0,65 est active. Les autres fractions ne le sont pas. La souche produit
donc vraisemblablement un seul métabolite actif et sera appelé par la suite extrait ATA.
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Forte zone
d’inhibition
Rf=0.79

Croissance
de la
souche
cible
(Archaea)
sur le gel

Absence
d’une zone
d’inhibition
Avec les
fractions A et
G

Présence
d’une zone
d’inhibition

Figure 11 : Bioautographie (a) la premiere plaque CCM (b1) antiiographie de la fraction A
(b2) antibiographie de la fraction G (b3) antibiographie de la fraction C (b4) antibiographie de
I’extrait brut.
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3.2.2.1.5. Etude de la stabilité de ’extrait ATA
e Effet du pH

L'effet du pH sur I’extrait ATA a été étudié en ajustant les valeurs de pH de 4 jusqu’a 10.
L’extrait est actif entre pH 4 et 10 mais l'activité maximale se situe entre 4 et 6 (figure 12).
L’activité peut étre considérée comme acidotolérante. L’activité relative a pH 10 est de 50 %.

o Effet de la température

L'activité de I’extrait ATA persiste dans une large gamme de température (de 50 jusqu’a 100
°C) et méme au-dela, aprés un cycle d’autoclavage (120°C pendant 20 min). La température
optimale enregistrée pour l'activité inhibitrice d’ATA au pH 5 est de 80 °C (figure 13).
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Figure 12 : Effet de pH sur I’activité de I’extrait actif de la souche Nari 2A

1,2
§ 1
% 0,8
oS
g®) "'é 06 -
\'.q_'_) ac
> 04
o
< 0,2 -

O T T T T

40 50 60 70 80 90 100 110 120
Temperature (°C)

Figure 13 : Thermostabilité de I’extrait ATA de la souche Nari 2A.
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3.2.2.1.6.  Essai de détermination de la nature chimique de I’extrait actif

(ATA)

Le traitement du compose (ATA) avec la protéinase K n’a pas influencé son activité ce
suggérerait que la molécule (ou sa partie active) n’est pas de nature protéique (Figure 14

qui
A).

En revanche, la décoloration de 1’extrait (initialement de couleur marron jaunatre) (annexe 2)
par le charbon actif a éliminé totalement son pouvoir inhibiteur (Figure 14B).On pourrait donc

conclure que la molécule active serait de nature non protéique mais pigmentée.

(A)

Zone
d’inhibition
avec ’extrait
traité par la
protéinase

~

(B)

-

Absence
d’une zone
d’inhibition

avec 1’extrait
traité par le
charbon actif

~

/

Figure 14 : Résultats de traitement de 1’extrait (A) avec de la proteinase K (B) avec le charbon

actif.

P : Extrait ATA traité par la protéinase C : Extrait ATA traité par le charbon actif

T : Témoin, extrait ATA non traité
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3.2.2.2. Caractérisation chimique de la molécule bioactive
3.2.2.2.1.  Spectre UV de ’extrait actif

Le spectre UV-Visible de ’extrait actif ATA montre un maximum d’absorption a 260 nm
avec un épaulement a 380 nm. La longueur d’onde d’absorption maximale (Amax) augmente au
fur et @ mesure que le nombre de doubles liaisons augmente. Plusieurs travaux ont montré que
les molécules antibiotiques synthétisees par des Streptomyces possédent un maximum
d’absorption en UV a des longueurs d’onde situés entre 215 et 270 nm (llic et al., 2005 ;
Saisivam et al., 2008 ; Atta, 2009). (figure 15).

380 nm

e ———

Figure 15 : Spectre UV-Visible de I’extrait actif.

3.2.2.2.2. Etude par Infra-rouge de I’extrait actif (ATA)

Une analyse spectrale de 1’extrait actif sous forme déshydraté a été réalisée. Le spectre obtenu
est illustré dans la figure 16.

Elle révele la présence de pics caractéristiques qui ont été comparés avec le tableau de

corrélation correspondant a 4 bandes d’absorption : 1450cm-1, 1650 & 1725cm-1, de 2850 a
3000 cm-1 et de 698 cm-1 qui correspondent a des liaisons C=C aromatiques, des liaisons C=0
des aldéhydes aromatiques, des liaisons C-H et des liaisons C-H aromatique tri-substitués
symétriques, respectivement. Ce qui confirme la présence des molécules constituées d’un cycle
aromatique lié a une ou plusieurs chaines aliphatiques.
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Figure 16 : Spectre infra-rouge de I’extrait actif déshydraté de la souche Nari 2A.

3.2.2.2.3.  Analyse par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC)

L’extrait actif a été analysé par HPLC. Un pic majoritaire et distinct a été obtenu avec un temps
de rétention égal a 35.7 min. D’autres pics contenus dans ’extrait apparaissent sur le spectre,
correspondant a une vingtaine d’autres produits mineurs, malgré une pre-purification par CCM.
De nombreux travaux sur les antibiotiques produits par des microorganismes fait ressortir
I’extréme richesse du métabolome microbien lors des études similaires, c’est pourquoi la
bioautographie est indispensable pour extraire en majorité 1’activité qui ressort bien dans la
figure 17.

[kv]
7 ~ ——  Extrait actif
Activité d’ATA
o TR=35.7 min \
g 10
=
. S
o [—T
0 ].IO Zb 3‘0 4‘0 5‘0

100 [min.]

Figure 17 : Chromatogramme de I’HPLC analytique de I’extrait brut de la souche Nari 2A
(gradient de H20 - méthanol) le débit est de 1 ml/minute.
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32224 Détermination du poids moléculaire de la molécule active ATA

La molécule ATA a été obtenue comme un composé huileux de couleur jaune. Le spectre
de masse (figures 18a, 18b) indique la présence de nombreuses molécules dont la molécule
active a montré un pic en spectrométrie de masse a haute résolution a 277, 0000 [M-H] -
(calculée pour C16H2104, 277,0000) correspondant a une formule chimique de C16H2204.
3.2.2.2.4. Celle-ci pourrait correspondre a une molécule de type phtalate, avec un noyau
benzénique. Nous avons comparé la molécule ATA avec différents types de phtalates (Tableau
X). Il en ressort que celle-ci posséde le méme poids moléculaire que le phtalate de dibutyle et
le phtalate de diisobutyle.

Tableau X : Les poids moléculaire des différents types des phtalates

Nom Formule Abréviation Masse molaire g/'mol
Phtalate de dimeéthyle CH; Oy DMP 1942
Phtalate de diéthyle C,H,40, DEP 2222
Phtalate de dipropyle C14Hy 204 DPP 2503
Phtalate de diisobutyle C1sH::0y DiBP 278 4
Phtalate de dibutyle C,sH;,0y DBP 278.4
Ph de butyle et de benzyle C,H,,0, BBzP 3124
Phtalate de dicyclohexyle CopHzs0y DCHP 3304
Ph de di-2-éthylhexyle Co3H;:0, DEHP 390.6
Phtalate de di-n-octyle C,,H;:0, DOP 390.6
Phtalate de didécyle C,;Hy 0, DDcP 446.7
Phtalate de diundécyle C3Hs Oy DUP 474 4
Ph de di-1sononyle CasHy Oy DINP 4187
Ph de Di-1sodécyle C,:H,:O, DIDP 446,68
Phtalate de di-1sopropyl C4Hp:0y DIPP 2503
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Figure 18a: Spectre de masse de I’extrait actif de la souche Nari 2A.
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Figure 18b : Détail du spectre de masse de I’extrait ATA.
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3.2.2.2.5 Détermination de la structure de PATA par RMN :

La souche Nari 2A produit une molécule antimicrobienne contenue dans la fraction C. Elle a
été produite sur milieu ISP2 liquide et extraite par de I’acétate d’éthyle. Selon les analyses
structurales, elle posséde une structure aromatique avec une chaine aliphatique et des
groupements carbonyles. La RMN du proton a permis de determiner la structure du composé
ATA et confirme 1’étude précédente. Le composé se caractérise par une structure aromatique
composée d’un seul cycle avec 6C et deux chaines aliphatiques, ce qui nous oriente vers le
groupe des dériveés phtalates. Ces composés posseédent en commun un cycle benzénique qui est
présent dans tous les types de phtalates. Le compose actif (ATA) pourrait étre défini
chimiguement comme étant du phtalate de dibutyl (Figure 19).
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Figure 19 : Spectre des analyses RMN,H de la fraction active C obtenue aprés purification par
CCM de I’extrait ATA.
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3.2.2.2.6. Détermination de la structure de la molécule active ATA

En reprenant la classification de Berdy et al. 1987 qui classe les antibiotiques selon leur
composition chimique (tableau VII), la molécule ATA peut étre intégrée dans la huitiéme
famille des antibiotiques aromatiques (Famille 8), la sous-famille des composés benzéniques
(Sous-Famille 8-1), le groupe des dérivés de benzene monocyclique avec chaine latérale
aliphatique et le type de (Groupe : 8-1-2-3) benzéne avec une chaine aliphatique. En nous
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basant sur les données de la spectrométrie de masse et I’analyse spectroscopique du proton
(annexe 3), la structure de la molécule ATA pourrait étre apparentée au phtalate de dibutyl
(figure 20).

Pour approfondir notre caractérisation, nous avons comparé dans le tableau XI la molécule
ATA avec les phtalates biosynthétisés par des organismes vivants. Il y apparait clairement que
de nombreux phtalates produits par les microorganismes sont actifs sur des bactéries Gram-
positive ou Gram-négative mais aucune recherche ne mentionne 1’activité contre les Archaea.
Pour rappel, la molécule ATA est inactive sur les bactéries et les mycetes mais inhibe une
Archaea. De nombreux Streptomyces, des Bacillaceae, des Pseudomonas, des Penicillium et
méme des plantes halophytes produisent en effet le dibutyl phtalate ou le di-2-ethylhexyl
phtalate mais le spectre d’action signalé différe, selon les travaux.

Pour faire avancer I’identification du composé ATA, nous avons re-testé son activité
antimicrobienne en la comparant avec celle du phtalate de di-buthyl de synthese. Celui-ci révélé
également actif sur les Archaea et sur les bactéries testées, alors que d’autres auteurs ont abouti
a des résultats différents. D’autre part, d’autres travaux mettent en évidence des activités
cytotoxiques ou antioxydantes avec en plus (ou non) des activités antibactériennes, formant une
plate-forme primaire pour plusieurs applications phytochimiques et pharmacologiques (Roy et
al.,2006 ; Hoang et al.,2008 ; Deng et al.,2011). A I’¢évidence, Il semble donc qu’il y aurait
plusieurs types de phtalates de dibutyl avec des actions biologiques différentes. Ce constat est
corroboré par des études récentes sur les dérivés de phtalates qui ont révélé des activités anti-
mutagenes, antibactériennes, antivirales, anti-androgenes et analogues aux hormones, anti-
inflammatoires, anti-néoplasiques et anticancéreuses (Krishnaveni et al.,2009 et Bhatnagar et
al.,2010).

Par ailleurs, les phtalates sont connus pour étre produits en grandes quantités par 1’industrie
chimique a partir des hydrocarbures et utilisés dans différents domaines (pharmacie,
cosmétiques, déodorants, encres pour imprimante et insecticides). Beaucoup de ces phtalates
sont considérés comme des toxiques et surtout des perturbateurs de la reproduction chez
I’homme.
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Figure 20 : Structure chimique de la molécule ATA.
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Tableau XI : Différents organismes producteurs de phtalates

Bis (2-ethylhexyl) phthalate

Activité anti-fongique

Phtalates Organismes Producteurs Souches sensibles Auteurs
Famille Espéces productrices
La molécule (ATA) Melghlrlbamllus thermohalophilus Archaea Notre travail
Nari 2A
di-butyl phthalate Paenibacillus polymyxa Bactéries Gram-positif Deng et al.,2011
Bacillaceae

Bacillus pumilus MB 40

provocation d'une apoptose

impliquant des caspases

Moushumi et al.,2012

Dibutyl phthalate

1)2-Methyl butyl propyl phthalate
2)Diethyl phthalate

di-(2-ethylhexyl) phthalate.

di-(2-ethylhexyl) phthalate

Di-(2-ethylhexyl) Phthalate

1)bis-(2-ethylhexyl) phthalate

2) bis-(5-ethylheptyl) phthalate

Actinobacteria

Streptomyces albidoflavus 321.2

Bactéries Gram-positif ; B. subtilis

Bactéries Gram-négatif : E. coli,

S. typhi

Moisissures filamenteuses : A. niger
S. cerevisiae

Roy et al.,2006

Streptomyces cheonanensis

Bactéries Gram-négatif ;Proteus vulgaris
Levure ;Candida albicans

Moisissures;Fusarium solani

Mangamuri et al.,2016

Streptomyces sp

Staphylococcus aureus (SARM)

Driche et al.,2014

Streptomyces sp. TN256

Bactéries Gram-positif
Bactéries Gram-négatif

Moisissures;Fusarium sp

Smaoui et al.,2012

Streptomyces mirabilis NSQu-25

Bactéries Gram-positif
Faible activité anti-Bactéries Gram-négatif

Activité cytotoxique

El-Sayed et al.,2012

Nocardia levis

S. aureus

B. cereus

Kavitha et al.,2009
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S. epidermis
Aspergillus niger

Fusarium oxysporum

1)dibutyl phthalate
2)di-(2-ethylhexyl) phthalate

Bactéries

Gram-négatif

Pseudomonas sp

Activité cytotoxique

Hoang et al.,2008

di-(2-ethylhexyl) phthalate
(DEHP)

Penicillium janthinellum 62

Activité cytotoxique, antitumoral

anvirale et antioxidante

El-Sayed et al.,2015

Moisissures
dibutyl phthalate Penicillium skrjabinii Bactéries Gram-positif Aboobaker et al.,2019
Bactéries Gram-négatif
;L;—;ﬁzldecyl 2- ethylundecyl Hippocampus Kuda Activité antioxidante Qian et al.,2012
2) 2, 12-diethyl-11- . R .
methylhexadecyl (Hippocampe) Activité cytotoxique
2-ethyl-11-methylhexadecyl
phthalate
3) Bis(2-ethylheptyl) phthalate
1) diisobutyl phtalate Rheinheimera japonica Bacillus subtilis Kalinovskaya et al.,2017
2) dibutyl phthalate Autres KMM 9513 Enterococcus faecium

3) di-(2-ethylhexyl) phthalate

Dibutyl Phthalate

1) dioctyl phthalate
2) dibutyl phthalate

(Plante médicinale)

Staphylococcus aureus

Ipomoea carnea (plante)

Klebsiella pneumonia (ATCC33495
Proteus mirabilis(ATCC12453)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC10662)

Khatiwora et al., 2012

Salicornia herbacea

(halophyte)

activité antioxydante

Wang et al.,2013
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3.3. Criblage des activités hydrolytiques des 3 souches retenues

3.3.1. Tests d’activités enzymatiques

La présence de plusieurs activités hydrolytiques a été qualitativement recherchée pour
permettre la distinction des souches entre-elles et avoir une idée sur leur potentiel de
biosynthése d’enzymes.

Les résultats des tests mettent en évidence des activités variables selon les souches (Tableau
XI1). Les trois souches sont caséinase positives mais la plus active d’entre elles est la souche
Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A qui exerce une trés forte activité chitinase,
Iécithinase et caséinase en plus de la présence d’une lipase. Ces enzymes sont des métabolites
essentiels pour la croissance mais peuvent étre valorisées au profit de la biotechnologie dans
divers domaines (Zhao et al., 2010). Le taux de croissance rapide de la souche Nari 2A par
rapport aux deux autres, menant a des cycles de fermentation courts a été un des criteres
important de son choix pour approfondir son étude.

Nous avons donc retenu 1’activité chitinolytique de la souche Nari 2A pour une étude fine
d’autant plus que c’est la méme souche qui produit la molécule bioactive ATA étudiée dans la
partie précédente de ce travail.

Tableau XI1 : Activité enzymatique des 3 souches bactériennes.

Melghirimyces Melghirimyces Melghiribacillus
algeriensis thermohalophilus thermohalophilus
Les enzymes Nari Ex Nari 11A Nari 2A
Amylase () () (@)
Cellulase () () )
Esterase () () )
Caseinase (+) (+) (++)
Lipase @) @) (*)
Lécithinase (-) ) (+++)
Chitinase () () (++4)
Hydrocarbures (-) (-) (-)

(+) Présence d’une zone d’hydrolyse (-) Absence d’une zone d’hydrolyse

3.3.2. Sélection de la souche a activité chitinase

Parmi les souches étudiées, la souche Nari2A a exposé une activité extracellulaire chitinase
apres 48h d’incubation dans un milieu optimisé et a été retenue pour toutes les études
ultérieures.

Les activités chitinolytiques ont recu beaucoup d'attention ces derniéres années en raison de
leurs applications biotechnologiques dans des différents domaines (Adrangi et al.,2010).
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3.3.3. Les mesures cinétiques de la chitinase purifiée
3.3.3.1  Cinétique de croissance bactérienne et production de la chitinase

La cinétique de croissance de la souche et la production de chitinase ont été suivies dans le
milieu a base de chitine (figure 21). La croissance débute rapidement et atteint un plateau apres
44 heures de culture puis elle ralenti brusquement. Les protéines solubles augmentent avec la
croissance et leur cinétique présente une allure similaire, correspondant aux métabolites
primaires.

En reprenant la cinétique de production d’antibiotique (figure 8) nous constatons que la souche
Nari 2A produit d’abord cette enzyme pendant la croissance puis une fois que celle-Ci est
achevée, c’est ’antibiotique qui est synthétisé avec une production maximale situant entre 48h
et 56h de croissance et diminue trés légerement par la suite.

La production de chitinase par la souche Nari 2A augmente progressivement pour atteindre
une valeur maximale de 9000 U/mL aux 48 heures. Nous remarquons que la croissance se
confond & la production, ce qui montre que 1’enzyme ChiA-Mt45 est bien un métabolite
primaire.

L’activité obtenue (9000U/mL) de I’extrait brut aprés 48 heures peut étre considérée comme
relativement importante par rapport aux autres activités décrites chez la majorité des souches
thermophiles (Essghaier et al.,2009, Hamid et al., 2012, Babavalian et al.,2013, Senol et
al.,2014, Laribi-Habchi et al.,2015 et Bouacem et al.,2018).
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Figure 21 : Cinétique de production de la chitinase comparée a celle de I’antibiotique ATA
avec la croissance de la souche Melghibacillus thermohalophilus Nari 2A.
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3.3.3.2  Procédure de purification de ’enzyme

Le surnageant de culture de la souche Nari 2A présentant une activité spécifique de 70500
U/mg a fait ’objet d’une précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium (40 a 70%) suivie
d’une chromatographiec UNO S-1 utilisant le systeme FPLC et une chromatographie sur gel
filtration utilisant le systeme HPLC.

Le profil d’élution de la fraction active aprés sortie d’une chromatographie sur une colonne
Zorbax PSM 300 de la collecte du pic 3 issue de la FPLC est concentrée sur la membrane
amicon a 10 kDa. Le temps de rétention de la ChiA-Mt45 est de 10.909 min (figure 22).
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Figure 22 : Chromatographie de la chitinase Chia-Mt45 sur le systeme HPLC en utilisant un
Zorbax PSM 300 HPSEC.

L’enzyme ChiA-Mt45 a été purifiée selon un protocole contenant trois étapes : traitement
termique de 1’extrait brut (20 min a 90 °C), FPLC (UNO S-1) et HPLC (ZORBAX PSM 300
HPSEC).

La chitinase de la souche Nari 2A, a été purifiée a homogénéité a partir du surnageant de
culture en trois étapes, avec un degré de pureté d’environ 41 fois plus important que I’extrait
brut.

Dans des conditions d'essai optimal, en utilisant la chitine colloidale comme substrat,
I'enzyme purifiée avait une activité spécifique de 70500 U/le mg, avec un rendement d'environ
47 %. On constate que l'activité spécifique de ChiA-Mt45 est significativement élevée si on la
compare a ceux d’autres chitinases. Ainsi, les chitinases ; La ChiA-Hh59 (produite par
Hydrogenophilus hirschii la souche Ko-DZ44), la ChiA-65 (chitinase synthétisée par Bacillus
licheniformis la souche LHH100), la chitinase (élaborée par Bacillus sp. La souche Hul), la
chitinase antimycosique (provenant de Lecanicillium lecanii la souche 43e) et la chitinase acide
(secrétée par Streptomyces sp) présentent respectivement des activités spécifiques de 21600 U/
mg, 7869.5 U/ mg, 62.4 U/ mg, 167.5 U/ mg, de 161.35 U/ mg (Bouacem et al.,2018, Laribi-
Habchi et al.,2015, Dai et al., 2011, Nguyen et al.,2015 , Karthik et al.,2015).

Le rendement de purification présage des perspectives intéressantes dans de nombreux
bioprocessus biotechnologiques et industriels de biocatalyse.
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3.3.3.3  Détermination de poids moléculaire et analyse zymographique de ChiA-
Mt45

L’homogénéité de la chitinase purifiée a également été vérifiée par SDS-PAGE dans des
conditions réductrices et par analyse de coloration protéique. Une bande protéique unique a été
obtenue pour I’enzyme purifiée. L'enzyme ChiA-Mt45 purifiée a un poids moléculaire
d'environ 45 kDa (figure 23a) et I'activité chitinase est claire (figure 23b).
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97.0—»
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Figure 23 : (a) SDS-PAGE du marqueur protéique purifié de la chitinase Chia-Mt. Voie 1,
marqueurs de taille Amersham LMW, Voie 2, extrait cellulaire total. VVoie 3, échantillon apres
traitement thermique (90 °C pendant 20 min). Voie 4, échantillon apres FPLC a 115-175 mM
17 NaCl. Voie 5, chitinase purifiée Chia-Mt45 (20 pg) (RT= 10,909 min). (b) La zymographie
Chitine azurée par coloration de la chitinase purifiée Chia-Mt45 (20 ug). Le gel a été taché avec
le bleu de Coomassie Brilliant R 250.

Toutes ces observations suggérent fortement que ChiA-Mt45 est une protéine monomérique
comparable aux chitinases étudiées par d’autres auteurs (Dai et al.,2011 ; Xiayun et al.,2012
Laribi-Habchi et al.,2015 ; Bouacem et al., 2018).

Tableau XI11 : Poids moléculaire de plusieurs chitinases

Chitinases Microorganisme producteur Poids moléculaire Auteurs
ChiA-65 Bacillus licheniformis 65 kDa (Laribi-Habchi et al.,2015
LHH100
Chit62 Serratia marcescens 62 kDa (Babashpour et al.,2012),
B4A
Chit 60 Moritella marina 60 kDa (Stefanidi et al.,2008),
ATCC 15381T
ChiA-Hh59 Hydrogenophilus hirschii 59 kDa (Bouacem et al.,2018)
Ko-Dz44
ChiA Sanguibacter antarcticus 55 kDa (Park et al.,2009
KOPRI 21702
ChiA Pseudomonas sp 51.66 kDa (Zhong et al., 2015)
TXG6-1
ChiA Paenibacillus pasadenensis 35 kDa (Loni et al.,2014)
NCIM 5434
ChiA-Mt45 Melghiribacillus thermohalophilus 45 kDa (Mohamed et al .,2019)
Nari 2A
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La comparaison du poids moléculaire de notre chitinase avec les autres chitinases révelent
que le poids moléculaire de la chitinase est étendu de 20 a 80 kDa (Sakai et al.,1998)
(TableauXIIl).

3.3.34 Ordre des acides aminés NH2-terminaux de ChiA-Mt45

Le séquencage de I’extrémité NHz-terminale de 1’enzyme ChiA-Mt45 fait apparaitre 27
acides aminés dont la séquence est la suivante: ASSDKSYKIIAYYPSWGAYGRDFQVWD.
D’apres 1’alignement de cette séquence avec celles d’autres chitinases microbiennes présentés
dans le tableau, on remarque qu’une haute homologie avec d'autre chitinases bactériennes,
atteignant 96 % avec la chitinase ChiA du Bacillus subtilis la souche CHU26 et Bacillus
atrophaeus la souche SRCMO01359 (Tableau XV1). L'acide aminé NH2-terminal de ChiA-Mt45
se distingue de ceux des deux derniéres chitinases par un acide amineé : le résidu Alall dans
ChiA-Mt45 a été substitué par Glyl1 dans les autres enzymes. De plus, 1’alignement a révelé
une homologie avec d'autre chitinases bactériennes, atteignant 93, 89, 85 et 81 % avec les autres
chitinases : une Chitinase de la souche Bacillus pumilus MCB-7, ChiA du Bacillus
amyloliquefaciens AVWX-1, ChiA-65 du Bacillus licheniformis LHH100 et ChiA du Bacillus
licheniformis SVD1, respectivement.

Ces résultats suggerent que l'enzyme ChiA-Mt45 secrétée par Melghiribacillus
thermohalophilus Nari2A est une nouvelle chitinase qui a été substituée par Glyll dans les
autres enzymes.

Tableau XIV : Alignement de la séquence des acides aminés terminaux NH2 de la chitinase
purifiée Chia-Mt45 de la souche thermohalophilus Melghiribacillus Nari 2A avec d’autres
séquences des chitinases de Bacillus.

Enzyme Origine NH2-terminal amino-acide Idf(;:)ité
ChiA-Mt45 Melghiribacillus ASSDKSYKIAYYPSWGAYGRDFQVWD
thermohalophilus
Nari 2A
ChiA Bacillus subtilis ASSDKSYKIIGYYPSWGAYGRDFQVWD 96
(AAC23715)
CHU26
Chitinase A Bacillus atrophaeus | ASSDKSYKIIGYYPSWGAYGRDFQVWD 96
(ARWO07707) SRCM101359
Chitinase A Bacillus pumilus ASSDKSYKIIGYYPSWGAYGRDYQVWD 93
(ALX35002) MCB-7
(AB%hliSAOOB) Bacillus ASSDKSSKMIGYYPSWGAYGRDFQVWD 89
Amyloliquefaciens
AVWX-1
ChiA-65 Bacillus licheniformis | ADSGKNYKIIGYYPSWGAYGRDFQVWD 85
(AHN92007) LHH100
(BA(I:_T5A516) Bacillus licheniformis | ADSGKNYKIIGYYPSWGAYGRNFQVWD 81
SvD1
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3.3.3.5 Caractérisation biochimique de la ChiA-Mt45 purifiée
a- Modification chimique et effet des ions métalliques sur ’activité de ChiA-Mt45

Lorsque I’enzyme Chia-Mt45 a été incubée avec divers réactifs spécifiques pour la
modification des acides aminés, son activité s’est révélée inhibée en présence d’acide 4-
Chloromercuribenzoique (p-CMB) et de N-ethylmaleimide (NEM). En revanche, les chitinases
provenant d’autre souches connues, Bacillus licheniformis LHH100 (Laribi-Habchi et al.,
2015), Hydrogenophilus hirschii KB-DZ44 (Bouacem et al.,2018) et Streptomyces sp. M-20
(Kim et al., 2003) ont été complétement inhibées par le p-CMB. Une perte d’activité partielle
de la ChiA-Mt45 a été observée lors de I’incubation avec le dithiothréitol (DTT) et le 2-
Mercaptoéthanol (2-ME) (Tableau). Ceci indique la présence de groupes sulfhydrile sur le site
actif de I'enzyme, comme confirmé par I’inhibition observée en présence d'ion mercurique.
L’EDC (1-éthyl-3-(3-dimethylaminopropyl carbodiimide) n’a aucun effet sur l'activité de
l'enzyme, suggérant que le résidu acide glutamique dans le site actif n’est pas accessible a EDC.
Ce comportement est semblable a celui observé avec les chitinases ChiA-65 de la souche
Bacillus licheniformis LHH100 (Laribi-Habchi et al., 2015) et ChiA-Hh59 de Hydrogenophilus
hirschii KO-DZ44 (Bouacem et al.,2018).

L’activité de la ChiA-Mt45 a été fortement augmentée par l'addition de 2 mM de Ca+2, Mg+2
et Mn+2. L'activité relative enregistrée est de 280, 175 et 127 %, respectivement. L'activité
accrue en présence de Ca+2 suppose que ce cation joue un réle important dans la régulation de
la conformation enzymatique active et augmente ainsi 1’activité chitinolytique.

Le principal inhibiteur de ’activité de la chitinase est le Hg+2. Il réagit avec les groupes SH
présents dans les résidus de cystéine dans la chaine protéique et perturbe la structure tertiaire
(Nawani et al., 2002). Il inhibe fortement les chitinases de différents genres (Karthik et
al.,2015).

b- Effet du pH sur I'activité et la stabilité

L'effet du pH sur l'activité catalytique de ChiA-Mt45 a été étudié. L'enzyme est active dans
une gamme de pH s’étalant entre 2 et 10 mais avec l'activité maximale a pH 3.5 (figure 24A).
Elle peut étre considérer comme acidotolérente. Les activités relatives a pH 2 et 7 sont de 55
et 61 %, respectivement. L’effet du pH sur notre enzyme est comparable aux chitinases
élaborées par Sulfolobus tokodaii 7 (Staufenberger et al.,2012) et Paenibacillus
thermoaerophilus TC22-2b (Ueda et al.,2015) qui présentent respectivement une activité
maximale aux pH 2.5 et 4. Ainsi, la chitinase ChiA-65 du Bacillus licheniformis a un pH
optimal égale a4 (Laribi-Habchi et al.,2015). Par ailleurs, Streptomyces violaceusniger MTCC
3959 (Nagpure et al.,2013) et Hydrogenophilus hirschii  KO-DZ44 (Bouacem et al.,2018)
ont un pH optimum égal a 5.
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Figure 24A : Effet du pH sur P’activité de la chitinase purifiée Chia-Mt45 de la souche
Melghiribacillus thermohalophilus Nari2A.

c- Effet de la température sur I'activité et la stabilité de ChiA-Mt45

L'activité de ChiA-Mt45 est présente dans une large gamme de température (40-100 °C). La
température optimale enregistrée pour l'activité de chitinase au pH 3.5 est de 80 °C en absence
de CaCl2 et 90 °C en présence de 2 mM Ca+2, en utilisant la chitine colloidale comme substrat
(figure 24B). La thermostabilité de ChiA-Mt45 se révele plus intéressante que celle de la plupart
des autres chitinases bactériennes connues avec des températures optimales dans la gamme de
28-60 °C (Loni et al.,2014, Stefanidi et al.,2008 et Fu et al.,2016) et 75-80°C a I’exception de
la chitinase du Bacillus thuringiensis sub sp. kurstaki HBK-51 qui a montré I'activité maximale
a 110 °C (Kuzu et al.,2012).
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Figure 24B : Effet de la température sur I’activité de la chitinase ChiA-Mt45 de la souche
Melghiribacillus thermohalophilus Nari2A.
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Par la thermostabilité, la chitinase Chia-Mt45 est intéressante dans les processus qui
s’effectuent habituellement a haute température (Carroad et al.,1978 ; Kudan et al.,2009) et
pour son application potentielle dans le recyclage des déchets de la chitine.

d- Effet du NaCl sur la stabilité de Chia-Mt45

L’effet de la salinité sur la stabilité de la chitinase de la souche Nari2A a été étudié en
utilisant des concentrations croissantes de NaCl de 0 a 10 M (Figure 24C). Plus de 30 % des
activités résiduelles ont été obtenues dans 1’intervalle de 0,5 a 10 M de NaCl avec une activité
optimale a 4 M NaCl. L’activité de I’enzyme a diminué progressivement et a conservé 30% de
son activité relative a 10 M de NaCl. L’enzyme est donc halotolérante

De nombreux travaux de recherche ont montré que la stabilité structurelle et 1’activité
enzymatique ont été perdues a des faibles concentrations de sels ou en absence de sels.
Contrairement a la Chia-Mt45 qui est parfaitement active et stable en présence et en absence de
sel.

Les enzymes des bactéries halophiles nécessitent une forte concentration de sel (4 a5 M) pour
présenter la meilleure solubilité, stabilité et activité catalytique. L’enzyme Chia-Mt45 peut étre
un candidat idéal pour plusieurs applications biotechnologiques en fonction de la salinité élevée
ou basse.
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Figure 24C : Effet du NaCl sur I’activité la chitinase ChiA-Mt45

Il'y a lieu de souligner que parallélement a ce travail consacre a la souche Nari 2A (Mohamed
et al. 2019), Mechri et al.,2019 ont étudié une autre enzyme produite par cette méme souche.
Ce travail a abouti a la caractérisation d’une nouvelle sérine extracellulaire alcaline protéase,
subtilisine (appelée SAPN), thermostable et halotolérante comme la Chia-Mt45,
potentiellement adaptée a I’extraction de chitine a partir de sous-produits de crustacés
(crevettes, crabes...).
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Conclusion et perspectives

Le principal objectif de cette thése était d’étudier le métabolome de trois nouveaux taxons
thermohalophiles isolés de sebkha de Melghir (Biskra) Melghirimyces algeriensis Nari EX,
Melghirimyces thermohalophilus Nari 11A et Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A.

Le criblage effectué sur ces souches polyextrémophiles ont mis en évidence une activité
antibiotique spécifique anti-Archaea présentée par deux entre-elles (Nari EX et Nari 2A).
D’autres activités enzymatiques potentiellement intéressantes ont été également détectées chez
les trois souches. Toutefois, nous avons ciblé la souche Nari 2A en raison de ses particularités
morphologiques uniques dans la famille des Bacillaceae, de I’intensit¢ de son action
antibiotique et des enzymes qu’elles élaborent.

Concernant son activité antibiotique, nous avons été interpelés par son action spécifique sur les
archaea et malgré le fait qu’aucune inhibition des bactéries n’ait été décelée, nous avons opté
pour son étude approfondie, d’autant plus que le germe-cible sensible est résitant a un grand
nombre d’antibiotiques.

L’étude de son activité anti-Archaea a été menée apres culture sur milieu liquide, extraction a
partir du surnageant avec de l’acétate d’éthyle. Aprés avoir déterminé son maximum de
production, nous avons étudié la stabilité de I’activité vis-a-vis de différents parametres
physiques et fait une recherche préliminaire sur sa structure. Celles-ci a révelé que cette activité
n’agit pas sur la paroi bactérienne ; elle est acidotolérante, thermostable, non protéique et
pigmentée. Ensuite, nous avons entrepris le processus de purification par différentes méthodes
chromatographiques (CCM et HPLC). Ce travail nous renseigne sur le grand nombre de
métabolites différents (des centaines) qu’une souche microbienne peut produire.

L’étape de caractérisation du meétabolite ATA actif sur les Archaea a été poursuivie par des
méthodes spectroscopiques. Sa masse moléculaire est de 278. Le spctre RMN a orienté
I’identification de la molécule vers les phtalates et probablement des phtalates de dibutyl. Cette
substance appartient a la famille des antibiotiques aromatiques selon la classification chimique
de Berdy, la molécule est insérée dans le groupe 8.1.2. des dérivés benzéniques monocycliques
avec chaine latérale aliphatique qui comporte le type 8.1.2.3. Benzénes avec une chaine
aliphatique. Les phtalates sont aussi produites par de nombreux autres microorganismes mais
peuvent présenter des activités trés diverses : antibactériennes, anti-cancéreuses, ...La
nouveauté introduite par ce travail concerne I’activité anti-archaea non signalée auparavant
chez I’ensemble des bactéries connues. Il reste & préciser la structure exacte de la molécule car
nous pensons qu’elle n’a pas été élucidée de fagon certaine. C’est ce a quoi nous nous attelerons
dans le futur.

S’agissant des travaux de recherche relatifs aux activités enzymatiques hydrolytiques
extracellulaires des trois nouvelles especes ont été mises en évidence : la cellulase, chitinase,
protéases, amylase, estérase et lipase.

L’étude a porte sur la caractérisation d’une nouvelle Chitinase (Chia-Mt45) produite par la
souche Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A. L’enzyme est halotolérante et unique dans
le genre avec un poids moléculaire égale a 45 kDa, un temps de rétention de 10.909 min et
présente une activité maximale a pH 3.5 et a une température de 90°C. Ces caractéristiques
collectivement suggérent sa pertinence potentielle pour 1’exploitation commerciale a ’avenir
dans différents domaines biotechnologiques (industrie alimentaire, industrie d’énergie, la
production des insecticides).
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Conclusion et perspectives

En perspectives a ce travail de these, nous comptons réaliser :

-Produire des quantités importantes d’ATA pour pouvoir approfondir 1’étude de la structure de
I’antibiotique. Cela nécessite une étude d’optimisation de la production de la molécule active
en milieu liquide, par la recherche des meilleures conditions (effets des sources carbonées et
azotées, éléments minéraux, aération, pH, etc...).

- Des tests de toxicité de la molécule bioactive sécrétée par notre souche contre des lignées
cellulaires humaines ou animales, in vitro et in vivo, afin de mieux évaluer son intérét dans le
domaine médical et biotechnologique. Dans le cas contraire, la molécule peut servir de base
pour la chimie de synthése qui permet des améliorations a partir de structure de base qu’elle ne
peut inventer elle-méme.

-Compte tenu du noumbre de molécules produite par cette souche extrémophile, il serait
intéressant d’effectuer par des méthodes d’emprunt génétique ciblant des génes codant pour
d’autres antibiotiques ou des enzymes clés de certaines voies métaboliques pour détecter des
substances bioactives. Par ailleurs, le séquencage du génome entier des trois souches criblées
(Nari 2A et Nari EX) qui nous informerait sur le potentiel réel de production de métabolites
secondaires possédant un intérét biotechnologique.
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Annexes



Annexe 1

Composition des milieux de culture (dans 1000 mL d’eau distillée)

Milieu ISP2 ;

e Glucose .......coovviiiiiiiiiin 49
e Extraitdelevure .................. 49
e Extraitdemalt.................... 10g
o CaCOs3..civiiiiiiiiiiiiiiiiieens 29
o NaCli..oooviiiiiiiiiiiiiiien, 1009
o pH.ooooiiii 7-7,2

e NaCl..............ooiiiinn. 240 g
e MgCI2.6H20 ................... 3049
e MgSO4.7TH20 .................. 35¢g
 KCL...ooviviiiiiiiiien 79
o pH ... 7.5

Milieu Muller Hinton - Agar
e Hydrolysat acide de caséine 17.5g

e Infusion de viande............... 29
e Amidonsoluble................ 1.59
o AgAr.....oooiiiiiiiia 18-20g
o pH ... 7

Milieu Sabouraud

e Peptone ..............ooiinl. 109
o Glucose .......cvvvvviiinnnnn.. 2049
e Chloramphénicol ............. 0,59
® Agar......cooiiiiiiiiiiiiia, 15¢
o pH ... 7

o CaCO3......coiviiiiiiiiii.. 2g
e NaCl.........oooiiiiiiiin 100g
o Agar.........oiiiiiiiiiiiiiiiinn 20g



Annexes 2

Masses moléculaires des autres molécules de 1’extrait actif ATA détectées par LC-MS

Fragmentor Voltage 110  Collision Energy 0 Ionization Mode  ESI

x10 6 |-ESI TIC Scan Frag=110.0V (-)fract-extr-melghiribacillus 4.d
541 1

14 J_//—‘-”

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Counts vs. Acquisition Time (min)

Fragmentor Voltage 110  Collision Energy 0 Ionization Mode ESI

x10 5 |-ESI BPC Scan Frag=110.0V (-)fract-extr-melghiribacillus 4.d

1 *3.026 1
3.5

34
2.5
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0_ _—‘W"J
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
Peak (1) in "- BPC Scan" 110 0 ESI

x10 4 [-ESI Scan (2.238-2.757 min, 10 Scans) Frag=110.0V (-)fract-extr-melghiribacillus 4.d Subtract

61 369.2000

5
4
3
2]
1
486.2000 655.3000
0 L4 : X
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)




Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
Peak (2) in "- BPC Scan” 110 0 ESI

x10 5 |-ESI Scan (2.775-3.437 min, 17 Scans) Frag=110.0V (-)fract-extr-melghiribacillus 4.d Subtract
2
1.75+
1.5
1.25
1 4
0.75+
0.5
0.25
0

339.1000

515.3000

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
Peak (3) in "- BPC Scan" 110 0 ESI

x10 4 [-ESI Scan (4.046-4.709 min, 18 Scans) Frag=110.0V (-)fract-extr-melghiribacillus 4.d Subtract
14

0.8+
0.6+
0.4

0.2

0

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



Annexe 3
Les spectres RMN

saraC

J

T T

T T T T T T
20 15 10 05 00 ppm

75 70 65 6.0 5.5 50 45 40 35 a0 25
| rff’f‘%ﬁ
2H 1H
! 1.9 1 ' 0.9 1
7.5 7.40 7.35 7.30 ppm 7.25 7.20 ppm 5.45 5.40 5.35 sllpm
‘Scale: 0.02499 ppm/cm, 10.00 Hz/cm
saraC (D
T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 70 65 6.0 55 50 45 40 35 10 25 20 15 10 05 00 ppm
m_1H_ Q1 m_2H
{m) fm)}
at 3.664 ppm at 3.526 ppm
r’%"“
1H 2H
L) 0.9 1 T 2.1 1
275 370 pplm 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.90 Ippm
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La description spectrale dans divers formats de revue
e Journal of Organic Chemistry (JOC)

IH NMR (400 MHz, CDCI3)7.34 - 7.28 (2H, m), 5.43 - 5.32 (1H, m), 3.67 - 3.66 (1H, m),
3.56 - 3.49 (2H, m), 2.84 - 2.79 (2H, m), 2.37 - 2.25 (1H, m), 2.01 - 1.96 (3H, m), 1.44 - 1.35
(2H, m), 1.28 - 1.25 (12H, m), 1.12 - 1.07 (3H, m), 0.93 - 0.85 (6H, m);

e Journal of Medicinal Chemistry

H NMR (400 MHz, CDCI3) §7.34 - 7.28 (m, 2H), 5.43 - 5.32 (m, 1H), 3.67 - 3.66 (m, 1H),
3.56 - 3.49 (M, 2H), 2.84 - 2.79 (m, 2H), 2.37 - 2.25 (m, 1H), 2.01 - 1.96 (m, 3H), 1.44 - 1.35
(m, 2H), 1.28 - 1.25 (m, 12H), 1.12 - 1.07 (m, 3H), 0.93 - 0.85 (m, 6H).

e Journal of the American Chemical Society (JACS)

1H NMR (400 MHz, CDCI3 ): &, ppm 7.34 - 7.28 (2H, m), 5.43 - 5.32 (1H, m), 3.67 - 3.66
(1H, m), 3.56 - 3.49 (2H, m), 2.84 - 2.79 (2H, m), 2.37 - 2.25 (1H, m), 2.01 - 1.96 (3H, m),
1.44 - 1.35 (2H, m), 1.28 - 1.25 (12H, m), 1.12 - 1.07 (3H, m), 0.93 - 0.85 (6H, m)



Abstract

Algeria’s wealth in hypersaline biotopes is illustrated by the large number of sebkhas and hot
and highly saline chotts widely distributed on the national territory. These ecosystems are
presented as a privileged field of investigation for the search for new thermohalophilic stains
producing active biomolecules. Research conducted by the microbiology team regularly
highlights new and original taxa.

Our theme focuses on the study of antimicrobial and enzymatic activities of thermohalophilic
bacterial strains newly isolated from hypersaline environments. 3 aerobic extremopbhilic strains
were studied: Melghirimyces algeriensis Nari EX, Melghirimyces thermohalophilus Nari 11A
and Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A.

The study undertaken in the framework of this thesis revealed two new biomolecules: an
antagonistic bioactive molecule, with a low molecular weight, resistant to high temperatures,
halotolerant, acidophilus and a non-halodependent thermostable chitinase, produced by the
strain Melghiribacillus thermohalophilus Nari 2A, have been purified and characterized. These
molecules that are potentially biotechnologically interesting are the subject of this work.

Keywords: biotechnology, thermohalophilic bacteria, extracellular molecules, antimicrobial
activity, thermohalophilic enzyme, chitinase.
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Nari EX, Melghirimyces thermohalophilus Nari 11A and Melghiribacillus thermohalophilus
Nari 2A.
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