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Résumé :

L'Algérie dispose de reserves d'eau thermale considérables, qui devraient croitre a
l'avenir. Au fur et & mesure que l'on se rapproche du nord-est algérien, le nombre
augmente. Ces ecosystemes offrent une opportunité unique aux chercheurs de
rechercher de nouvelles souches thermophiles. Ces derniers produisent des

biomolécules telles que les enzymes et les antibiotiques.

Les micro-organismes thermophiles et hyperthermophiles qui se trouvent dans les
sources chaudes terrestres, ont des caractéristiques uniques, elles ont une adaptation
moléculaire intrigante et constituent ainsi une précieuse source d'informations. Les
hydrolases de ces organismes offrent des avantages pour améliorer ou créer nouveaux

procédés biotechnologiques.

Le but de cette étude est de mettre en évidence des micro-organismes thermophiles dans
la source de Hammam Righa a Ain Defla et tester les capacités antibactériennes de ces
isolats vis-a-vis des souches de références. Les résultats montrent que les isolats
thermophiles (Pseudomonas horyzihabitans, Pasteurella pneumotropica,
Stenotrophomonas Maltophilia) possédent un pouvoir inhibiteur vis-a-vis de toutes ces
bactéries (Staphyloccocus aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) sauf un seul isolat qui n’a aucune activité

microbienne (Ochrobatrum anthropi).

Mots clés : Hamam Righa, source hydrothermale, environnement extrémophile,

bactéries thermophiles, activités anti-microbiennes.



Abstract:

Algeria has considerable thermal water reserves, which are expected to grow in the
future. As one approaches northeastern Algeria, the number increases. These
ecosystems provide a unique opportunity for researchers to search for new thermophilic

strains. The latter produce biomolecules such as enzymes and antibiotics.

The thermophilic and hyperthermophilic microorganisms found in terrestrial hot springs
have unique characteristics; they have intriguing molecular adaptations and constitute a
valuable source of information. The hydrolases of these organisms offer advantages for

improving or creating new biotechnological processes.

The aim of this study was to highlight thermophilic microorganisms in the source of
Hammam Righa in Ain Defla and to test the antibacterial capacities of these is isolates
against reference strains. The results show that thermophilic isolates (Pseudomonas
horyzihabitans, Pasteurella pneumotropica, Stenotrophomonas Maltophilia) have an
inhibitory power against bacteria (Staphyloccocus aureus ATCC25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) expect a single isolate which has
not microbial activity (Ochrobatrum anthropi).

Key words: Hamam Righa, hot spring, extremophilic environment, thermophilic

bacteria, antimicrobial activities.
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Introduction

Introduction :

Les richesses de I'Algérie en sources chaudes, eaux minérales et eaux minérales thermales et
leurs efficacité a été depuis longtemps bien établie (Mekebret, 2017).

Jusqu'au XXe siécle, les gens croyaient que la vie ne pouvait étre que un environnement dans
lequel les conditions environnementales sont compatibles avec la vie humaine. Découverte
finale Dans les années 1930, la vie pouvait exister dans des environnements extrémes comme
les sources chaudes, sources hydrothermales et marais salants cela en effet ouvre le monde de
la science a un tout nouvel ensemble de microbes fascinants. Ces microbes qui se développent
dans ces biomes extrémes sont globalement qualifiés des extrémophiles qui non seulement
tolérent ces conditions extrémes, mais aussi sont nécessaires a sa croissance et a son

développement (Pikuta et Hoover, 2007).

Selon les conditions extrémes auxquelles sont confrontés les extrémophiles, 1ls peuvent étre
thermophiles, psychrophiles, alcalophiles, acidophiles, piézotrophes, halophiles ou résistant

aux halogenes... (Irwin et Baird, 2004).

La recherche sur les extrémophiles fournit une nouvelle clé pour comprendre les
extrémophiles processus vitaux dans des conditions extrémes et sont révélés par des systemes
biologiques pour y faire face (Antranikian, 2009). Outre la taxonomie, leur capacité est de
générer des molecules significatives sur le plan biotechnologique qui constituent des
propriétés plus valorisées par les scientifiques (Rasuk et al., 2016).

Notre recherche s'est concentrée sur le Hamman Riga, une station balnéaire tres populaire
préférée des curistes pour ses qualités climatiques et ses espaces verts et boisés. Cette étude

avait comme but de cribler les micro-organismes isolés de cette source.

Ce travail s’est fait en plusieurs parties, dans la partie de la bibliographie nous explorerons les
différents écosystemes extréme ; ca sera basé sur les environnements a haute température, en
particulier celles des applications des microorganismes thermophiles biotechnolgiques en
Algérie. Concernant la deuxiéme partie c’est consacrée aux méthodes de travail, et aux
matériels utilisés lors de nos études. La derniere partie est consacré a nos résultats qui seront
comparés et discutés avec des travaux plus ancien. Cela sera cloturé avec une conclusion

générale et des perspectives.
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1. La vie a haute température :

Généralement, la température sur Terre est de 15°C, mais il existe des endroits extrémes ou la
température est beaucoup plus élevée ou plus basse, et plus l'organisme est complexe plus la
résistance est faible. Les organismes les plus résistants sont les procaryotes (archées). Les
organismes multicellulaires peuvent survivre jusqu'a 50°C, les eucaryotes jusqu'a 60°C, les
procaryotes entre 70 et 110°C et jusqu'a 250°C. ( Hervant, 2021 ;2022).

1.1. Les thermophiles :

Les thermophiles (du grec thermé, chaleur et philein, aimer) sont des organismes qui ont
besoin de températures élevées pour se développer. Plusieurs définitions ont été proposées
pour définir le thermophile. La plus reconnue est la suggestion de Thomas Brock, le
microbiologiste a I'origine de la découverte des microbes thermophiles. Selon cette définition,
les thermophiles sont des organismes dont la température optimale de croissance est
supérieure a 60°C.

Figure 1 : Eruption d'un geyser dans le parc national de Yellowstone, Wyoming, USA.
C'est dans ce parc que Thomas Brock a découvert les premiers micro-organismes
thermophiles (Geslinh et al., 2010).

Une définition plus pratique et plus large a été proposée par Karl Stetter comme thermophiles,
tous les organismes qui se développent a des températures supérieures a 45°C. La derniére

définition est intéressante car elle définit 3 sous-catégories au sein des thermophiles :

3
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*Thermophiles modérés qui se développent de maniere optimale entre 55 et 65°C.
*Thermophiles extrémes avec une température de croissance optimale entre 65 et 80°C.
*Hyperthermophiles dont la température optimale de croissance est supérieure a 80°C.

La grande majorité des thermophiles appartiennent aux 2 domaines des procaryotes :
bactéries et des archées mais certains eucaryotes thermophiles sont également décrits. Chez
les eucaryotes, les températures de croissance les plus élevées enregistrées a ce jour se situent
autour de 50°C chez les plantes et les animaux, 60°C chez les algues unicellulaires, 60-62°C
chez les champignons microscopiques et 70°C chez les protozoaires. Parmi les procaryotes, il
existe un grand nombre d'hyperthermophiles dont beaucoup appartiennent aux archées. Le
microorganisme le plus thermophile connu a ce jour est l'archaea Pyrolobus fumarii capable
de se diviser a une température maximale de 113°C et est incapable de se développer en
dessous de 90°C. La croissance des archées a des températures maximales de 121 et méme
122°C a également été rapportée, mais ces résultats sont controversés. Cependant, il peut y
avoir des micro-organismes capables de se développer a ces températures ou méme a des
températures nettement plus élevées. Au cours de I'événement BIG, les scientifiques tenteront
d'isoler des microbes qui se développent a des températures supérieures a 113°C pour
renverser notre compréhension des limites de la vie en termes de température.( Alain et al.,
2009).

) 1)
Exemple : Exemple

} Mésophile 7N Thermococcus cefer Pyrolobus fumarii
Exemple : J/ 60"
Escherichio coll /

106

croissance

Psychrophile |
Exemple
Polaramanas vacuolala

Taux de

Figure 2 : Exemples de classement des organismes selon la température optimale de croissance
(Madigan et Martinko, 2007).
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1.2. Phylogénie des thermophiles :

Les microorganismes sont classés selon des caracteres comme la morphologie et la
physiologie, ce qui ne permet pas d’établir entre les groupes microbiens des relations
d’évolution. L’introduction de la phylogénie basée sur I’analyse de séquences d’acides
nucléiques en systématique microbienne a donné la possibilité d’établir une classificationdes
microorganismes en termes d’évolution et une clarification des lignées phylogenétiques entre
elles et les différents niveaux taxonomiques i.e. especes, genres, familles etc. (Pace, 1997).
De plus, I’origine des travaux de plogénie moléculaire est d’une avancée scientifique majeure
datant de la fin des années 1970 : la découverte par Carl Woese des Archaea, troisiéme
domaine du vivant avec les Eukarya et Bacteria (Woese et al., 1990 ; Woese et Fox,
1977).0n y trouve les microorganismes thermophiles dans les branches lesplus profondes de
I’arbre du vivant comme celui qui a été proposé par Woese. llIs se situent pres dudernier
ancétre commun ou progénote a partir duquel trois lignées ont divergé, correspondant aux

trois domaines. (Postec, 2005).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique universel issu d’une analyse comparative de séquences de
génes ribosomiques. Les groupes phylogénétiques contenant des membres thermophiles ou

exclusivement thermophiles sont indiqués en lignes pointillées (Postec, 2005).

1.3. Adaptation aux conditions thermophiles :

La vie a haute température est devenue possible par un certain nombre de mécanismes

adaptatifs et/ou de molécules que l'on retrouve seulement chez les thermophiles. Les
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différences structurales subtiles dans les protéines, les acides nucléiques et les lipides ont

révélé I’analyse de biomolécules importantes chez les bactéries thermophiles. (Alain et al.,

2010).

1.3.1. Protéines :

Les protéines des thermophiles et hyperthermophiles sont plus thermostables que celles de

leurs homologues mésophiles et fonctionnent de fagon idéale a haute température. Cependant,
il n'existe aucune régle générale permettant d'expliquer cette thermo stabilité, chaque proteine
a sa propre stratégie de stabilisation. Cette thermo stabilité intrinseque des protéines en
géneral et des enzymes en particulier est le plus fréguemment due a des modifications
mineures de la séquence en acides aminés contribuant le repliement de la protéine sous une
forme compacte avec un certain nombre réduit de cavités internes, un nombre élevé de ponts
ioniques favorisant a maintenir I'ensemble et a résister a la dénaturation. La synthese en
grandes quantités de solutés osmo-compatibles appuie également a défendre les protéines

d'une délabrement thermique (Santos et al., 2011).

1.3.2. Lipides :

Les membranes cytoplasmiques des microorganismes thermophiles ont une structure
particuliere qui permet d’avoir une stabilité et un fonctionnement faceaux températures
élevées. Les bactéries hyperthermophiles ont une bicouche lipidique formée d'acides gras liés
a un glycérol par une liaison ester et sont exceptionnellement riches en acides gras saturés.
L’augmentation de la température est due a cette richesse en acide gras saturé, cela va
permettre de maintenir une stabilité et une fluidité optimales dans des conditions de
thermophilie (Alain et al., 2010).

1.3.3. Acides nucléiques :

On pense que l'absence de la dénaturation d’ADN chez les procaryotes est a due a la présence
d’une protéine présente chez les espéces hyperthermophiles. Tous les hyperthermophiles
produisent une ADN topo isomerase appelée ADN gyrase reverse. Cette topo isomérase incite
la formation de surenroulement positif de I'ADN, contrairement aux ADNgyrases présentes
chez tous les procaryotes non thermophiles qui provoquent la formation d'un surenroulement
négatif. Un mécanisme différent fait intervenir une augmentation des composés cellulaires
solubles capables de stopper les lésions chimiques de I'ADN, tel que 2,3diphosphoglycérate

de potassium cyclique présent en concentrations élevées chez Methanopyrus. En plus des sels
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et de I'ADN gyrase reverse, d'autres protéines des hyperthermophiles peuvent interposer dans
le maintien de lintégrité de la double hélice d'ADN. Par exemple, une petite protéine
thermostable appelée Sac7d, présente chez Sulfolobus, se fixe dans le petit sillon de 'ADN de
facon non spécifique et augmente ainsi la température de dénaturation de I'ADN en
augmentant largement la formation de boucles dans la molécule d'ADN. (Madigan et
Martinko, 2007).

2. Eaux thermales :

2.1. Définition des eaux thermales :

Une eau thermale est une eau de source naturellement minéralisée dont la composition permet
une utilisation thérapeutique. Elle possede un ensemble de caractéristiques déterminant ses
propriétés favorables a la santé, reconnues par I’ Académie nationale de médecine.

Le thermalisme est I’ensemble des activités liées a I’exploitation et a 1’utilisation des eaux
thermales a des fins récréatives ou de santé. Cela se rapporte aussi bien a I’histoire, a
I’économie, aux acteurs, au patrimoine qu’a I’ensemble des moyens (médicaux, sanitaires,
sociaux, administratifs, etc.) mis en ceuvre dans les stations thermales, géographiques. De ce
fait, elles ont donc toutes des propriétés trés différentes. Par exemple produit des eaux
bicarbonatées, des eaux sulfurées sodiques, des eaux sulfatées et chlorées, des eaux
oligométalliques chaudes. Comme tout écosysteme, celui des eaux thermales doit étre
considéré comme un réseau fonctionnel d’interactions entre ses composantes. En cela, il
constitue un systéme complexe, sujet d’étude de la systémique. Cette discipline s’attache a
comprendre en quoi les propriétés d’un ensemble sont tres différentes de la somme des
propriétés de chacun des éléments qui la composent. Les propriétés des eaux thermales sont
donc la résultante de ces interactions et elles ne peuvent se réduire a la simple lecture de leurs

compositions minérales (Sanders et Laure, 2006).
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Figure 4 : Exemples de biotopes naturels chauds (Bouacem, 2016).

A. Cheminée hydrothermale d*“anhydrite sur Rainbow, dorsale Médio-atlantique.
B. Octopus Spring, parc national de Yellowstone, Etats-Unis.

C. Fumeur noir dans I’océan Atlantique.

D. Geyser et Mare de Boue (Islande).

2.3. Classification des eaux thermales

L’eau thermale est classée selon les critéres suivants : température, minéralisation et

composition chimique (Anne, 2007).
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Tableau 1 : Les €léments les plus fréquemment retrouvés dans une eau Thermo-minérale.
(DEA, D.D. E. A, 2006).

Gaz Oxygene, azote, dioxyde de carbone et
Sels minéraux Chlorures, sulfates, calcium,
_ magnésium,sodium, potassium...etc.
arsenic,bore,brome,fer,manganese, ...etc.

2.3.1. La température

L’eau minérale est classée selon sa température d’eau :

Tableau 2 : Les différents types d’eaux minérales suivant la température (DEA, D. D.
E. A, 2006).

- <20°C 20°C - 35°C 35°C -50°C >50°C

2.3.2. La minéralisation

La teneur en sels minéraux des eaux thermales est trés variable, ce qui leur confére des
propriétés différentes. Ces minéraux peuvent étre classés selon leur teneur, obtenue apres
déshydratation a 180°C (Schwenke, 2007).

2.3.3. La composition chimigue

L’élément acide ou électronégatif joue bien une fonction active et sert de base a la création
des divisions majeures, selon Jacquot et Willm (1984). Le carbone, le soufre et le chlore
sont les éléments en question. Les bases qu’elles soient passives ou électropositives servent a

définir les subdivisions. On distingue six principales classes d’eaux minérales :
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Tableau 3 : La grande famille des eaux thermales (DEA, D. D. E. A, 2006).

2.3.3.1 Les eaux sulfurées :

Les eaux sulfurées constituent une catégorie d’eau ayant d’importantes propriétés dans

le traitement des voies respiratoires.

- les eaux sulfurées sodiques (appelées “caux Pyrénéennes”): Ces eaux sont faiblement
minéralisées- chaudes- alcalines avec des teneurs en sulfures, riches en sodium, en silice et en
fluorures ;la silice et le sodium dans le traitement des affections des voies respiratoires et
aussi en dermatologie.

- les eaux sulfurées calciques : Ces eaux contiennent de fortes quantités de calcium
combinées aux sulfures. La plupart de ces eaux sont froides. (Georges, 2010).

2.3.3.2. Les eaux sulfatées :

Ces eaux contiennent des sulfates ainsi que du calcium et du magnésium résultant de la
dissolution du gypse dans les couches géologiques profondes. La solubilité du sulfate de
calcium dépend de la température atteignant un maximum a 38°C. Dans cette catégorie, vous
trouverez les eaux de Vittel, Contrexéville et Dax qui sont utilisées pour traiter les problemes

urinaires et les maladies métaboliques. (Georges, 2010).

[EEY
o
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2.3.3.3. Les eaux chlorurées sodiques :

Elles contiennent un ion dominant, les chlorures [CI]- combinés au sodium. Ces eaux ne

sont jamais embouteillées.

- les eaux chlorurées sodiques froides et trés minéralisées : Ces eaux sont le résultat d’une
dissolution naturelle dans un sous-sol de chlorure de sodium (halite), avec des teneurs
pouvant atteindre la saturation (300 g/L). Elles sont extrémement caustiques pour les
installations métalliques et ne sont presque jamais utilisées dans des bains ou des douches
propres parce qu’elles sont tres corrosives.

- les eaux chlorurées sodiques chaudes et moyennement mineralisées

Leur minéralisation totale est généralement inférieure a quelques grammes par litre mais ces

gaux sont corrosives aussi vis-a-vis des installations métalliques. (Georges, 2010).

2.3.3.4. Les eaux bicarbonates (HCO3) :

-Les bicarbonates sodiques, dont le sodium représente environ 80% de la masse cationique,

aident au traitement des troubles gastro-intestinaux et hépatiques tout en ayant également un
effet cicatrisant sur les mucus intestinaux et digestifs.

-Les bicarbonates calcifiés, dont le cation principal est le calcium, a des concentrations allant
de 54600 mg/l, ont des effets anti-inflammatoires apaisants et cicatrisants en dermatologie.

- Les bicarbonatées mixtes riches en dioxyde de carbone et en chlorures a des concentrations
variables, d’ou le nom de chloro-bicarbonatées mixtes ; Les bicarbonates mélangés a I’arsenic
et a la radioactivité, siliceux et arsenicaux, ou calciques et magnésiennes sont tous utilisés
dans le traitement du diabete, de ’obésité, de la constipation, des maladies cardiovasculaires
et de ’hypertension artérielle.

-Bicarbonatées ferrugineuses contiennent une quantit¢é d’ions Fe2+. Ce sont des eaux
géneralement froides, utilisees pour le traitement de I’anémie ; du paludisme et

du rhumatisme (DEA, D. D. E. A, 2006).

2.3.3.5. Les eaux a minéralisation spéciale :

Elles sont riches en cuivre, en fer et en arsenic. Les eaux contenant du cuivre sont utilisées en
dermatologie, les eaux contenant du fer sont utilisées dans certains traitements de I’anémie et
les eaux contenant de I’arsenic sont utilisées dans les allergies. Ces eaux, en général,

renforcent le systeme immunitaire (DEA, D. D. E. A, 2006).

11
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2.3.3.6. Les eaux radioactives :

L’eau radioactive contient des produits chimiques radioactifs sous forme de thorium ou de
sels de thorium émis. Ces eaux ont des propriétés sédatives, telles qu’antiprurigineuses,
antalgiques, cicatrisantes et facilitant 1’équilibre nerveux endocrinien. Les arthrites
chroniques, 1’0obésité, I'hypertension artérielle et certains types d’hystérisme féminin sont tous
traités avec ce medicament (DEA, D. D. E. A, 2006).

2.4. Microbiologie des eaux thermales

Les eaux thermales ne sont pas stériles mais contiennent une flore microbienne indigéne d’un
type lié aux caractéristiques physiques et chimiques de ces biotopes. Cette microflore peut
étre divisée en deux groupes sur une base métabolique :

* Les bactéries lithotrophes : Ces bactéries jouant un réle essentiel et important dans le
cycle du soufre (Clostridium bifermentans, Clostridium cauteretsensis, Thiobacillus)

Et il a un r6le dans le cycle du fer (Clostridium bifermentans, Clostridium cauteretsensis,
Thiobacillus, Shewanella oneidensis) ainsi que dans la production de plusieurs composés
thermiques.

* Les bactéries organotrophes : Cette bactérie est un bacille & Gram négatif (Pseudomonas,
Acinetobacter, Xanlhomonas. .. ).Ces bactéries présentent des stabilités numériques dans le
temps. Elles n’ont aucune importance pour la santé, mais toute augmentation soudaine de leur
nombre peut indiquer une contamination de la ressource. Leur identification doit se faire
régulierement sur les lieux d’utilisation.

**Ces eaux peuvent contenir une prolifération de pollution, qui pourrait résulter d’une
défaillance de la source ou d’un manque d’entretien de I’installation en question. Parmi ces
micro-organismes : Staphylococcus aureus, Legionella, Clostridium sulfitoréducteurs
(Capdepuy et Canellas, 1995).

2.5. Les sources thermales en Algérie

Le Nord de I’Algérie abonde en sources thermales de composition chimique trés variée. En
effet, plus de 282 sources thermales ont été inventoriées par 1’Agence Nationale des
Ressources Hydrauliques (ANRH). Elles sont réparties sur 24 wilayas avec une plus forte
concentration au Nord-est du pays. Ces sources thermales sont principalement exploitées en
balnéothérapie (Ouali et al., 2019).

12
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Figure 5 : Cartographie et caractérisation des ressources géothermiques de I’ Algérie

(Quali et al., 2018).

Tableau 4 : Donnees physico-chimiques de quelques sources thermales du Nord de I’ Algérie.
(Toudert, 2008).
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3. Domaine d’application des thermophiles :

Les thermophiles sont utilisés dans divers processus qui se produisent a des températures
élevées et dans des domaines intéressants tels que la chimie, la pharmacie, l'alimentation et
méme la biologie moléculaire. Deux types d'applications différents peuvent étre vues. La
premiére repose sur l'utilisation directe des organismes et la seconde sur leurs biomolécules,
ce sont des enzymes, mais aussi des protéines, des lipides, des perméats (produits de
degradation thermique) et divers métabolites secondaires. Les enzymes des micro-organismes
isolés des sources chaudes ont un potentiel important en raison de leur thermo stabilité et de
leur capacité a résister a la déenaturation sous stress di a la barophilie ou a la tolérance de
I'héte. (Alain et al., 2010).

Les enzymes des thermophiles ont ou peuvent avoir des applications dans le blanchiment du
papier, la conversion de lI'amidon en dérivés de sucre, la dégradation de composés protéiques
résistants, dans l'industrie textile ou dans les travaux de laboratoire d’ADN. Plusieurs enzymes
produites par thermophilus sont commercialisées : diverses polymérases, ligases, protéases,

phosphatase alcaline, f-mannanase, etc.

3.1. Applications basées sur les cellules entiéres :

Il s’agit d’applications qui requic¢rent I’action directe d’une population microbienne, voire

d’un mélange complexe de différentes especes. Parmi ces applications:

3.1.1. Agents de minéralisation :

Dans le traitement des minéraux industriels, lorsque les procédes chimiques conventionnels
ne sont pas rentables, des micro-organismes oxydant le soufre et le fer sont utilisés pour
libérer l'or incrusté dans les minéraux sulfurés et les concentrations de métaux. Parmi les
archées reductrices de fer, Pyrobaculum islandicum et Pyrobaculum furiosus ont la capacité
de convertir le chlorure d'or en or insoluble. Les micro-organismes thermophiles acidophiles
tels que Sulfolobus metalloides et Metallococcus sont utilises pour extraire le cuivre des
minéraux sulfurés ou pour traiter certains minerais sulfurés tels que la pyrite. L'élimination et
la réutilisation des pneumatiques usagés posent de sérieux problémes, et le recyclage des
matériaux en caoutchouc est souhaitable d'un point de vue économigue et environnemental.
Les espéces de Pyrobaculum furiosus sont capables de dé vulcaniser le caoutchouc, ce qui

donne des produits dotés de bonnes propriétés mécaniques. (Bredberg et al., 2001).
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3.1.2. Production d'hydrogéne :

La recherche sur la production de biohydrogene est attrayante pour les utilisations possibles
du bio hydrogene comme source d'énergie propre. Les voies de production biologique
d’hydrogéne dépendent de lapport de substrats organiques et sont bien adaptées a la
production d'énergie et a I'¢limination des déechets organiques (Antranikian, 2008). Les
hydrogénases archéennes ont fait l'objet de recherches intensives. L'hydrogénase
cytoplasmique de I'hyperthermophile Thermococcus kodakaraensis a la meilleure activité a
90°C et peut produire de I'hydrogene avec du méthyl viologene. Les mémes enzymes
membranaires ont été identifiées chez Thermotoga tengcongensis et d'autres membres de
Thermotogales. (Kadar et al., 2003).

3.1.3. Piles a combustible microbien :

Les thermophiles constituent un gisement trés largement inexploité sur le terrain. Une étude a
montré que les communautés microbiennes thermophiles isolées des sédiments marins étaient
capables de générer du courant électrique dans une pile a combustible a 60°C en utilisant

I'acétate comme combustible. (Mathis et al., 2008).

3.2 Applications basées sur les biomolécules :

3.2.1. Thermoenzymes :

Les enzymes thermostables des micro-organismes thermophiles « thermozymes » sont des
biocatalyseurs dotés de propriétés uniques telles que la température, la stabilité chimique et la
stabilité du pH. lls peuvent étre utilisés dans une variété de processus industriels ou ils
remplacent les enzymes mésophiles ou les produits chimiques. Les thermophiles et
thermophiles appartenant a plusieurs genres : Bacillus, Clostridium, Pyrococcus, Thermus,
Thermus et Aquifex ont été exploreés pour les thermoenzymes. (Sharma et al., 2019).

Les enzymes thermiques sont généralement utilisées lorsque le procédé enzymatique est
compatible avec les conditions de procédé existantes (haute température). Les principaux
avantages de l'exécution du procédé a des températures plus élevées sont un risque réduit de
contamination microbienne, une viscosité reduite, des taux de transfert améliorés et une
meilleure solubilité du substrat (Bruins et al., 2001). Les thermoenzymes possédent
également des propriétés telles que la résistance aux solvants, la résistance aux dénaturants, la

sélectivité du substrat et des vitesses de réaction plus élevées. Par conséquent, ils peuvent étre
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plus adaptés a l'application que les enzymes intermédiaires. Les mécanismes adaptatifs des
thermoenzymes comprennent des changements dans la séquence et la composition des acides
aminés, les modeles de liaison hydrogene, les interactions électrostatiques, les liaisons
disulfure, les interactions hydrophobes et la capacité de liaison aux métaux, résultant en des

structures conformationnelles supérieures. (Sharma et al., 2019).

3.3. Applications basés sur les agents antimicrobiens :

Les productions des antibiotigues :

Les meétabolites secondaires produits par les micro-organismes représentent une part
importante Une source de composes a trés grande diversité structurale. de nombreux
métabolites Secondaire a un tres haut potentiel d'activité biologique (Zerizer et al., 2006).

La qualité s'est considérablement améliorée depuis l'avenement des antibiotiques observé.
Cependant, leur utilisation intensive conduit a une adaptation Des bactéries contre ces
substances extraordinaires. En effet, ces dernieres années Une augmentation inquiétante de la
multi résistance des pathogenes, plus de 70% Les agents pathogenes sont résistants a la
plupart des antibiotiques connus existants Marchés (Bérdy, 2012). Par conséquent, I'évolution
des agents pathogenes résistants aux antibiotiques encourager la recherche de nouveaux
agents antibactériens avec de nouvelles structures, et nouveaux modes d'action (Marinelli et
Genilloud, 2014).

Les composés antimicrobiens naturels sont des meétabolites secondaires : des micro-
organismes tels que des bactéries thermophiles (Hayek et al., 2013 ; Tiwari et al ., 2009).
Ces microbes sont en fait une source de nouvelles molécules comme répondre aux attentes
socio-économiques (nouveaux médicaments, antibiotiques ou principaux atouts) (Anthony et
al., 2014) Parmi cela :

Agrobacterium est un producteur potentiel dantibiotiques. Certaines études prouvé le
potentiel antibactérien de Geobacillus.

Garg et ses colléegues rapportent la production de géobacilline | par différents Souches de G.

thermodenitrificans(Garg et al., 2012).
G. stearotherophilus produit de la bactériocine (Pokusaeva et al., 2009).

Production de tobicine 218 et d'une substance inhibitrice de type bactériocine signalé par les
souches G. toebii HBB-218 et HBB-247, respectivement Ozdemir et Biyiki (2012a ; 2012b).
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B. thermoleovorans produit une bactériocine appelée thermoléovorine, il est maintenant classé

comme G. thermoleovorans (Novotny et Perry, 1992).

B. stearothermophilus produit de la bactériocine thermophile maintenant classé comme G.
stearothermophilus (Shafia, 1966).

Certaines archées et bactéries ont éte décrites comme productrices de peptides agents
antimicrobiens tels que la sulfadiazine produite par des especes thermophiles et acidophiles
Archaeon Sulfolobus (Ellen et al., 2011), et différents thermophiles Souches bactériennes

thermophiles de Streptococcus thermophilus (Pranckute et al., 2015).

De nouvelles recherches prouvent la mise en place d'un systéeme biologique synthese verte de
nanoparticules (NP) de ZnO a l'aide de micro-organismes. Les bactéries thermophiles ont été
identifiées comme Bacillus helideni. Les NP synthétisées ont une large gamme d’applications
biomédicales telles que leur utilisation comme véhicule de livraison, médicaments ciblés,
thérapie génique, thérapie anticancéreuse, médicaments antibactériens, biocapteurs, imagerie
par Résonance Magnétique (IRM) (Ali et al., 2014).
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1. Présentation du site d’étude :

Le point de prélévement choisi lors de cette étude était 8 Hammam Righa Wilaya Ain Defla;
100 km au Sud-ouest d'Alger, 640 m d'altitude. Les eaux thermes sont situées en montagne et
sont soumis aux restrictions suivantes :

* Montes de Tiberranine au Nord;

*La ville d'Ain Bénien au Sud ;

* Monts du Zaccar a I’Ouest ;

*la ville de Boumdefaa a I'Est.

La région de Hammam Righa bénéficie d'un climat méditerranéen caractérisé par I'été hivers
chauds, secs, doux et pluvieux. Précipitations, sous forme de pluie commencant
principalement en octobre et se poursuivant jusqu'en mai, maximum en février. Précipitations
annuelles en Hammam Righa légérement supérieur a 700 mm. La température annuelle est de
18°C ; la température le plus basse a été enregistrée en Janvier (13°C), tandis qu'en Juillet, La
température maximale est de 26°C. (Boucareb et al., 2012).

Cette station se recommande principalement pour les arthrites, les affections rhumatismales et
goutteuses, les troubles nerveux, les blessures et les traumatismes. Elle convient aux

hiverneurs (mais non aux phtisiques et tuberculeux), aux convalescents et a tous les malades

qui ont besoin de suivre ou de continuer un traitement thermal.
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Figure 6:Carte géographique de Hammam Righa — Ain Defla.
(Google maps).
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1.2. Prélévement de ’échantillon :

Les échantillons d’eaux ont été prélevés en mois de Mars 2022 a partir de deux forages de la
source thermale de Hammam Righa. Les prélevements sont réalisés dans une zone stérile au

niveau des réservoirs au-dessous de robinet a I’air libre dans des flacons stériles de 500 ml.

Figure 7 : Forage de Hammam Righa (photo personnelle).

Figure 8 : Point de préléevement (photo personnelle).
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2. Etude physicochimigue des eaux :

La tempeérature, le pH et la salinité ont des effets directs sur la croissance et le développement
des communautés microbiennes dans des écosystemes bien définis. La nature et la
composition de l'eau déterminent le développement et la distribution de la flore microbienne
indigene, c'est pourquoi il est jugé utile de déterminer les propriétés chimiques de l'eau
étudiée. La conductivite, la turbidité et l'oxygene dissous ont été mesurés eélectro
chimiguement. Le titre alcalin complet (TAC) a été déterminé par la méthode volumétrique
EDTA. Le sodium, le potassium, le calcium, le magnésium et divers oligo-éléments traversent
Spectroscopie d'absorption atomique, et enfin dosage colorimétrique de l'arsenic (Rodier et
al., 2005). Le nitrate, le nitrite, le chlorure, le phosphate, le bicarbonate, le sulfate et I'azote

ammoniacal sont déterminé par chromatographie ionique (Weiss, 2004).

3. Analyse isotopique des eaux :

L’activité spécifique des éléments radioactifs Potassium (K-40), Radium (Ra-226), Césium
(Cs-137) dans l'eau a été déterminée par spectroscopie gamma (Détecteur de type Ge-HP
haute résolution). L'énergie déchargée permet lidentification de I’émetteur d'éléments
radioactifs, il définit I'analyse qualitative de la méthode. L’analyse de la quantification est
basée sur la mesure de lintensité du rayonnement gamma, c'est-a-dire proportionnelle a

I'activité spécifique de I'élément radioactif dans I'échantillon (Tzortzisa et Certos, 2003).

4. Caractérisation physicochimique des eaux de sources de Hamam Righa :

4.1. Mesure électro métrique du pH avec l’électrode de verre :

Le pH a un rapport avec la concentration des ions hydrogene [H+] présent dans des solutions
ou dans I’eau. La différence de potentiel existant entre une électrode de référence et une
électrode de verre (Calomel - Kcl saturé)... Plongeant dans une méme solution, est une
fonction linéaire du pH de celle-ci. Le potentiel de 1’électrode est lié¢ a ’activité des ions H+
(NF, T90-008).

4.2. Mesure de la conductivité électrique :

La conductivité électrique d'une eau est la conductance d'une colonne d'eau comprise entre
deux électrodes métalliques de 1 cm2 de surface et séparées I'une de l'autre de 1 cm. L’unité
de conductivité est le Siemens par métre (S/m) (NF, T90-031 ISO, N° 7888).
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ol

Figure 9 : Multi paramétre type (HACH USA) (photo personnelle).
4.3. Température :

11 est essentiel de connaitre la température de I’eau avec une bonne abstraction. En effet, celle-
ci a un réle dans la solubilité des sels et surtout des gaz, dans la dissolution des sels dissous

(sur la conductivité), dans la précision du PH pour savoir I’origine de I’eau et des mélanges
éventuels. (Rodier, 1984)

4.4. Turbidité :

C’est la réduction de la transparence d'un liquide due a la présence de matiére non dissoute, ¢a
a pour role de faire une comparaison de la lumiere diffusée et la lumiére transmise par
I'échantillon d'eau et par une gamme étalon contenant de solutions de formazine (NF, T 90 —
033 1S0, 7027).
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Figure 10 : Turbidimetre (photo personnelle).

4.4, Détermination du Calcium (Ca®*) et Magnésium (Mg?) :

Le calcium est dosé avec une solution aqueuse d’E.D.T.A a pH entre 12 et 13.
Ce dosage se fait en présence du Murexide, I’E.D.T.A réagit tout d’abord avec les ions
calcium libres puis avec les ions calcium combinés avec 1’indicateur coloré qui vire alors de la

couleur rouge au violet (1SO, N° 6058 OU NF, T90-003).

Figure 11 : Dosage du Calcium (Ca2+) et Magnésium (Mg2+) (photo personnelle).

23



MATERIEL ET METHODES

45.TH:

La dureté de I’eau ou titre hydrotimétrique est une mesure globale de la concentration en sels
dissous de I’eau en calcium et en magnésium. (Rodier, 1984)

En exceés, les sels dissous de 1’eau forment un composé insoluble avec le savon qui perd ainsi
une partie de son pouvoir détersif et ne mousse plus que difficilement.

4.6. Dosage de sodium(Na") et de potassium (K*) par photométrie de la flamme :

La photométrie de la flamme est un des procédés les plus rapides et sensibles connus
aujourd'hui pour le dosage des éléments alcalins et alcalino-terreux.

Les éléments a analyser (sodium, potassium lithium, calcium etc ...) sont généralement sous
forme de sels. L'analyse se fait en partant de leurs solutions (SO, 9964/3).

Figure 12 : Dosage de sodium (Na*) et de potassium (K*) (photo personnelle).
4.7. Détermination des chlorure (CI") :

Réaction des ions chlorure avec des ions argent pour former du chlorure d'argent insoluble qui
est précipité quantitativement .Addition d'un petit exces d'ions argent et formation du
chromate d'argent brun-rouge avec des ions chromates qui ont été ajoutés comme indicateur.
Cette réaction est utilisée pour l'indication du virage. Durant le titrage, le pH est maintenu
entre 5 et 9.5 afin de permettre la précipitation (NF, T 90 — 014).
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Figure 13 : Dosage du chlorure (CI") (photo personnelle).
4.8. Détermination des Sulfates (S0,*) :

Les ions sulfates sont précipités et passés a I'état de sulfate de baryum en présence de Ba CI2

(Méthode Allemande élaborée par laboratoire).

Figure 14 : Dosage de Sulfate (S04%) (photo personnelle).
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4.9. Détermination de ’alcalinité (HCO3) :

L'alcalinité d'une eau correspond a la présence des bicarbonates, carbonates et hydroxydes.
Détermination des volumes successifs d'acide fort en solution diluée nécessaire pour
neutraliser, aux niveaux de pH = 8.3 et 4.3, le volume d'eau & analyser. La premiére
détermination sert a calculer le titre alcalimétrique (TA), la seconde a calculer le titre
alcalimétrique complet (TAC) (NF, T0-036).

Figure 15 : Dosage de I’alcalinité (HCO3") (photo personnelle).
4.10. Dosage des nitrates (NO*) avec la méthode au salicylate de sodium :

En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitrosonylate de sodium
coloré en jaune et susceptible d'un dosage colorimétrique (Rodier, 71).

Figure 16: Dosage des nitrates (NO*) (photo personnelle).
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4.11. Détermination des nitrites (NO%) :

Les nitrites réagissent avec le Sulfanilamide pour former un composé diazoique qui, apres

copulation avec le N1 Naphtyléthyléne diamine dichloride donne naissance a une coloration
rose mesurée a 543nm (1SO, 5667).

Figure 17: Dosage de nitrite (NO?) (photo personnelle).

4.12. Dosage de Pammonium (NH*)

Confirment a la norme (ISO 7150), mesure spectrométrique a environ 655nm du composé
bleu qui a été formé par réaction de I'ammonium avec les ions salicylate et hypochlorite avec
la présence de nitro prussiate de sodium.(1SO, N°7150)

Figure 18: Dosage de I’'ammonium (NH*") (photo personnelle).
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4.13. Détermination des phosphates ( PO, :

Formation en milieu acide d'un complexe avec le molybdate d'ammonium et le tartrate double
d'antimoine et de potassium. Réduction par I'acide ascorbique en un complexe coloré en bleu

qui présente deux valeurs maximales d'absorption I’une vers 700 nm, l'autre plus importante a
880 nm (ISO, N° 6878).

Figure 19: Dosage de phosphate ( PO;%) (photo personnelle).

4.14. Détermination de la matiére organique (MO) :

Attestation de conformité a la norme (ISO 8467 NA 2046), en présence de quantités connues
de permanganate de potassium et d'acide sulfurique pendant une période de temps donnée (10
minutes). Les matieres organiques de I'échantillon réduisent une partie du permanganate.
Détermination de I'excés de permanganate par ajout d'une solution d'oxalate, suivi de Titrer
I'excés d'oxalate avec du permanganate (FN, T90 -050).
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Figure 20 : Détermination de la matiere organique (MO) (photo personnelle).
4.15. Détermination de I’Aluminium (AF") :

En présence d’Aluminium, I’ériocyanine vire au rouge violacé (Méthode allemande

élaboree par laboratoire).

4.16. Détermination du Fe (total)méthode a ’orthophénanthroline :

Addition d'une solution de phénanthroline 1.10 a une prise d'essai et mesurage photométrique
du complexe rouge-orange a une longueur d'onde de 510nm.

Pour le dosage du fer total et du fer total dissous, du chlorhydrate d’hydroxylamine est ajouté
pour réduire le Fe®* en Fe?* (1SO, 6332).
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4.17. Dosage du manganése (Mn?*) Méthode a la Formaldoxime :

Addition d’une solution de Formaldoxine a une prise d’essai et mesurage spectrométrique du
complexe rouge orangé obtenu a une longueur d’onde d’environ 450 nm.

Si le manganese en suspension ou lié organiquement est présent, un traitement préalable est
nécessaire pour mettre le manganese sous forme susceptible de réagir a la Formaldoxine
(IS0, 6333).

5. Caractérisation microbiologique des eaux des sources de Hamam Righa :

5.1. Purification et identification des souches isolées :

5.1.2. Enrichissement :

02ml de différents échantillons d’eau ont été mis dans 18ml du bouillon nutritif, celui-Ci va
servir pour I’isolement des souches puis ensuite étre incubé a 55°C entre 6 et 9 jours jusqu’a
I’apparition d’un trouble.

5.1.3. Isolement et purification :

01ml du bouillon est ensemencé en profondeur de la gélose nutritive (GN). Les boites vont
étre incubées a 55°C sous atmosphere humide pendant 24 a 48h. Les colonies ainsi obtenues

vont été purifiées par passage successifs entre le BN et la GN (Khelil et al., 2013).

6. Détermination des caractéristiques phénotypiques :

6.1. Caractéristigues morphologiques et culturales :

Déterminer l'aspect macroscopique des colonies (forme, pigmentation, taille, etc.) aprés 24
heures en atmosphere a 55°C, apres croissance sur milieu solide humide.

6.2. Caractéristigues microscopiques :

Morphologie, arrangement cellulaire et gram des isolats sont précises a travers les cultures
jeunes par technique de coloration (incuber a 55°C pendant 24 heures) différenciation décrite
par Gram (1884) a l'aide d'un microscope optique (ZEISS — Allemagne).

6.2.1. Examen a l’état frais :

Il permet la détermination de la morphologique des bactéries vivantes, de leur mode de
regroupement et de leur mobilité. (Girard et Rougieux, 1967).

6.2.2. Coloration de Gram :

La coloration de Gram permets de mettre en évidence les propriétés tinctoriales de la paroi
bactérienne, largement utilisée en bactériologie médicale cela permets a colorer les bactéries

et les distinguer par leur capacité a fixer le violet de gentiane (Gram +) ou le magenta(Gram-).
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Par conséquent, selon la méthode de coloration de Gram, les bactéries peuvent étre divisées
en 2 groupes.

7. Tests biochimiques :
7.1. Test de Poxydase :

Test d'oxydase est basé sur une éventuelle production bactérienne Oxydase intracellulaire
dans l'oxygene atmosphérique et Cytochrome C (Vezina et Lacroix, 2000). Pour déterminer
l'activité de l'oxydase, placez les colonies d'échantillons Sur les réactifs d’oxydase. Le
developpement du violet signifie Tests positifs et isolat a oxydase (Kovacs et al., 1995).

7.2. Test de catalase :

La catalase est une enzyme produite en grande quantité par des bactéries Un métabolisme
respiratoire qui détruit le peroxyde d'hydrogéne et libere de lI'oxygene (Vezina et Lacroix,
2000). La technique consiste a prélever une partie de la colonie et a I'émulsifier dans Une
goutte de peroxyde d'hydrogéene (30 V). La libération des bulles signifie qu'il y a production
de catalase (Prescott et al., 2003).

7.3. Plagues API 20E :

C’est la recherche de la béta-galactosidase (ONPG), I'Ornithine Décarboxylase (ODC),
Lysine Décarboxylase (LDC) et Arginine Dihydrolase (ADH), Production d'H2S, utilisation

de citrate, production d'indole et réaction de Voges-Proskauer, liquéfaction de la gélatine,
hydrolyse de l'escine et dégradation des sucres réalisés. L’ API contient 20 microtubules
contenant des substrats déshydratés. L’ensemencement des micros tubes se fait avec une
suspension bactérienne réalisée en milieu API. L'incubation est réalisée en milieu humide a
une température de 55°C. (Coorevits et al., 2011). Les réponses générées par la latence

entrainent des changements de couleur spontanée ou réactifs ajoutés.

8. Activité antimicrobienne vis-a-vis des souches de références :

Screening primaire : détermination du temps et de la température de production :

Un screening primaire est effectué afin de montrer la capacité des isolats thermophiles a
produire des antimicrobiens. La méthode des cylindres d’agar permets de tester I’activité
antibactérienne par la méthode ci-dessous :

Les isolats thermophiles sont ensemences sur la gélose nutritive par écouvillon ;

afin d’avoir un tapis ; a 55 et 60°C pendant 24 et 48 heures sous atmospheére humide. La
normalisation de I’inoculum des bactéries test est une étape essentielle  pour la

reproductibilité des tests. L’ inoculum est préparé de la méme maniére que celui de
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I’antibiogramme exécuté par la méthode du CLSI (2010).

A Tlaide de I’extrémité plate d’une pipette Pasteur stérile des cylindres d’agar d’environ
05mm de diametre sont prélevés a partir de la gélose nutritive, ou les isolats thermophiles
sont ensemenceés, ensuite, ces cylindres sont mise sur les boites de Pétri ayant une gélose
Muller-Hinton préalablement ensemenceée par les bactéries test.

Les boites sont par la suite laissées pendant 02 heures a 04°C (pour permettre la diffusion des
activités antimicrobiennes) puis incubées a la température convenable pour chaque type des
bactéries test pendant 24 heures. Les diameétres des zones d’inhibition sont mesurés par la
suite (Aissaoui, 2019).

32



CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSIONS



RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. Isolement et purification des isolats :

Aprés I'incubation de 216 heures (9jours) a 55°C des tubes contenant du bouillon nutritif
(BN), un trouble a été décelé. Les tubes qui présentaient un trouble ont été ensemencés sur
une gélose nutritive (GN) en profondeur. Aprés 24h a 48h, plusieurs colonies qui présentent
des aspects macroscopiques différents sont apparues. Aprés une série de purification, quatre
isolats ont été choisis en se basant sur leur morphotype et ont été nommés selon un code
composeé de 2 lettres et 2 numéros : E1C1, E1C3, E2C1 et E3CL.

2. Détermination des caracteres physicochimiques :

2.1.pH:
Le 10/03/2022, le pH a été mesuré a 6,76 tandis que dix jours plus tard il était a 6,60 et le

30/03/2022 a 7 ce qui signifie que le pH de I’eau thermale de Hamam Righa est neutre.
La moyenne du pH est de 6,78.

Le résultat de la mesure du pH est représenté sur la figure suivante :

7,1
7
6,9
6,8
=
o
6,7
6,6
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Figure 22 : Variation de pH de I’cau thermale en fonction du temps (jours).

2.2. Conductivité électrique :

La conductivité s’est mesuré a 3173us/cm lors du premier prélevement le 10/03/2022. Dix
jours plus tard, elle était a 3215us/cm tandis que pour le troisiéme et dernier prélevement, elle

était a 3200us/cm. On conclut que 1’eau thermale a une valeur de conductivité élevée.
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La moyenne de la conductivité est de 3196us/cm.

Les résultats sont présentés dans la figure suivante :
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Figure 23 : Variation de conductivité de I’eau thermale en fonction du temps.

2.3. Température :

La température a été mesurée 2 fois, la premiére fois lors des prélévements et la seconde lors
de I’analyse.

Les résultats de la température de I’eau thermale de Hamam Righa prise sur le terrain durant
le mois de Mars, du 10 au 30 Mars 2022, ont une moyenne de température 62,33°C.

Ces résultats sont représentés sur la figure suivante :
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T1 : température de prélevement T2 : température d’analyse

Figure 24 : Variation de la température de I’eau thermale en fonction du temps selon 2 mesures.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

La turbidité a été mesurée a 8,52NTU le 10/03/2022, & 20,INTU le 20/03/2022, et pour le
dernier préléevement effectué le 30/03/2022, elle était & 5,4ANTU.

La moyenne de la turbidité était de 11,34NTU.

Les résultats sont précisés ci-dessous :
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Figure 25 : Variation de turbidité de 1’eau thermale de Hamam Righa en fonction du temps.

2.5. Calcium (Ca*) :

La mesure du Calcium (Ca") lors du premier prélévement était a 468mg/L, a 480mg/L lors du

deuxiéme tandis que pour le dernier, elle était a 400mg/L.

La moyenne du Calcium (Ca") était de 449,33mg/L.
Les résultats sont représentés sur la figure suivante :
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Figure 26 : Variation de Calcium (Ca") de I’eau thermale de Hamam Righa en fonction du
temps.
2.6. Magnésium (Mg
Le Magnésium (Mg*?) était & 70.47mg/L le 10/03/2022, & 53,46mg/L le 20/03/2022 et lors du
dernier prélévement fait le 30/03/2022, il était a 50.5mg/L.

La moyenne du Magnésium (Mg*?) était de 58,14mg/L.

Les résultats sont montrés dans la figure suivante :
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Figure 27 : Variation du Magnésium (Mg2+) de I’eau thermale de Hamam Righa en fonction

du temps.
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2.7. Sodium (Na*) :

Le sodium a été trouvé lors du premier prélevement a 50mg/L, lors du deuxiéme il était a

55mg/L et au momentdu dernier prélevement il était a 160mg/L.
La moyenne du Sodium (Na*) était de 88,3mg/L.
Les résultats sont sur la figure suivante :
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Figure 28 : Variation du Sodium (Na*) de I’eau thermale de Hamam Righa en fonction du
temps.
2.8. Potassium (K) :
Le potassium a été mesuré et trouvé a 7,5mg/L le 10/03/2022, a 7,2mg/L le 20/03/2022 et a
11,8mg/L au dernier prélevement.

La moyenne du Potassium (K*) était de 8,83mg/L.
Les mesures retrouvees sont dans la figure suivante :
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Figure 29 : Variation du Potassium (K") de I’eau thermale de Hamam Righa en fonction du

temps.
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2.9. Chlore (CI) :

Le Chlore (CI') était a 337,25mg/L lors du premier prélevement, au deuxiéme il était a
370,97mg/L, et au dernier il étaita 330,54mg/L.

La moyenne de Chlore (CI') était de 346,26mg/L.

Les résultats sont représentés ci-dessous :
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Figure 30 : Variation du Chlore (CI') de I’eau thermale Hamam Righa en fonction du temps.

2.10. Sulfate (SO*) :
Lors du premier prélevement le Sulfate était & 850mg/L, & 900mg/L au deuxieme, et a

1200mg/L au troisieme.
La moyenne de Sulfate (SO4%) était de 883,33mg/L.
Les mesures du Sulfate sont représentées dans la figure suivante :
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Figure 31 : Variation du Sulfate (504*) de Hamam Righa en fonction du temps.

2.11. Bicarbonate (HCO3) :

Le 10/03/2022, la mesure du Bicarbonate (HCOj3) était a 268,4mg/L, le 20/03/2022 a
305mgl/L et le 30/03/2022 & 240mg/L.

La moyenne du Bicarbonate (HCO3') était de 271,13mg/L.

Les résultats sont ci-dessous :
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Figure 32 : Variation du Bicarbonate (HCO3') de I’eau thermale Hamam Righa en fonction

du temps.
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Les mesures du Nitrate (NO3") étaient de 3,01mg/L lors du premier prélevement, 2,02mg/L au

deuxiéme et de 0 au dernier.

La moyenne de Nitrate (NO3’) était de 1,76mg/L.

Les résultats sont dans la figure suivante :
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Figure 33 : Variation du Nitrate (NO3") de I’eau thermale Hamam Righa en fonction du

2.14. Nitrite (NO>) :

temps.

Le 10/03/2022, la mesure du Nitrite (NO;") était a 0.025mg/L, le 20/03/2022 elle était a
0.04mg/L, et au dernier prélevement fait le 30/03/2022, elle était a 0.01mg/L.
La moyenne du Nitrite (NO,") était de 0,025mg/L.

La figure représente les résultats :
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Figure 34 : Variation de Nitrite (NO2') de I’eau thermale Hamam Righa en fonction du

temps.

2.15. L’Ammonium (N H4;)_:

La mesure de I’Ammonium (NH4") dans le premier prélévement était a 0.20mg/L, le
deuxieme prélévement a 0.518mg/L et a 0,41mg/L au dernier.

La moyenne de ’Ammonium (NH,") était de 0,367mg/L.

La figure ci-dessous présente les résultats :
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Figure 35 : Variation de I’ Ammonium (NH*") de I’eau thermale Hamam Righa en fonction

du temps.

42



RESULTATS ET DISCUSSIONS

2.16. Phosphate (PO, :

Le Phosphate (PO,*) était mesuré lors du premier prélévement & 0,068mg/L, lors du
deuxiéme a 0,19mg/L, et au troisiéme ¢’était a 0.098mg/L.

La moyenne de Phosphate (PO,*) était de 0,118mg/L.

La figure présente les mesures retrouvées :
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Figure 36 : Variation du Phosphate (PO,>) de I’eau thermale Hamam Righa en fonction du

temps.

2.17. Matiére organique :

La matiére organique était de 11,13mg/L le 10/03/2022, de 6,82mg/L le 20/03/2022 et de
0,9mg/L le 30/03/2022.

La moyenne de la matiére organique (MO) était de 6,28mg/L.
La figure ci-dessous présente les résultats de la mesure de la matiére organique :
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Figure 37 : Variation de la matiére organique de 1’eau thermale Hamam Righa en fonction du

2.18. Aluminium (AI*) :

temps.

L’Aluminium (APF*) était de 0.006mg/L lors du premier prélévement, de 0.005mg/L lors du

deuxiéme et de 0.002mg/L au dernier.
La moyenne de I’Aluminium (AI**) était de 0,004mg/L.

Les résultats sont représentés dans la figure suivante :
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Figure 38 : Variation de I’ Aluminium (AF*) de I’eau thermale Hamam Righa en fonction du

temps.
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2.19. Fe (total) :

Le fer total du premier prélevement effectué le 10/03/2022 était a 0,48mg/L, au deuxiéme fait
le 20/03/2022 a 0,57mg/L, et au dernier a Img/L.

La moyenne du Fer était de 0,68mg/L.

Les résultats ci-dessous montrent les mesures de Fer (Fe total) des trois prélevements :
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Figure 39 : Variation du Fe (total) de I’eau thermale Hamam Righa en fonction du temps.

2.20 Manganése (Mn>*) :

La mesure de Manganése (Mn?") était de 0,182mg/L lors du premier prélévement, de

0,14mg/L lors du deuxieme et 0,21mg/L lors du dernier.
La moyenne de Manganése (Mn?*) était de 0,177mg/L.
La figure suivante montre les résultats :
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Figure 40 : Variation de Manganése (Mn*?) de I’eau thermale Hamam Righa en fonction du

temps.
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Les caractéristiques physico-chimiques sont présentes dans 1I’cau thermale et sont dépendantes
de leurs parcours géologiques. L’origine de leurs bienfaits thérapeutiques est les sels
minéraux, boues et gaz (Bouanane-Darenfed, 2012).

Au moment des prélévements, ’eau de la source Hammam Righa était Iégérement trouble,
jaunatre et présentant des matiéres en suspension. Les échantillons d’eau n’avaient aucune
odeur particuliére (hydrocarbures, rejets d’égout), et ne présentaient aucun signe de pollution
apparente.

La turbidité a été mesurée a 8,52NTU lors du premier prélevement, et lors du deuxiéme
prélevement c’était une turbidité élevé avec 20,1INTU et pour le dernier prélévement c’était
plus inférieur avec une turbidit¢ de 5,4NTU. La turbidit¢ d’une eau traduit la présence de
matiéres en suspension des substances en solution comme les substances minérales (sables et
argiles). Ou des matiéres organiques (matiere organique morte ou des végétaux en
décomposition, du plancton suspendu). (Rodier et al., 2005).

Le premier prélevement de la matiere organique était plus élevé que les deux autres
prélevements. Selon (Rodieret al., 2005), les matiéres organiques susceptible d’étre
rencontrées dans 1’eau sont constitués par des produits de décomposition d’origine animale ou
végétale, élaborés sous I’influence des littérature.

Lors du premier prélevement le Sulfate était a 850mg/L, a 900mg/L au deuxiéme, et a
1200mg/L au troisieme. La concentration en ions sulfate des eaux naturelles est trés variable, et peut
étre largement dépassée dans les zone contentant du gypse ou lorsque le temps de contact avec la
roche est élevé permettant la dissolution des gypses. (Boucareb et al., 2012, Rodier et al., 2005, Dib
etal.,, 2009).

Les mesures du Nitrate (NO3-) étaient de 3,01mg/L lors du premier prélevement, 2,02mg/L
au deuxiéme et de 0 au dernier. Selon (Rodier et al ,2005), toutes les formes d’azote sont
susceptibles d’étre a I’ origine des nitrates par un processus d’oxydation biologique. Dans les
eaux naturelles non polluées, le taux de nitrate est trés variable suivant la saison et I’origine
des eaux (Rodier et al ,2005).

Différents types de classifications ont été proposés pour désigner les eaux thermales et
minérales. On peut les classer en fonction du pH, de la température de I’eau
a I’émergence ou encore de la valeur de leur conductivité.

La température est une caractéristique majeure des eaux étudiées, et ¢’est un facteur important
dans I’environnement aquatique car elle contréle presque toutes les réactions physiques,
chimiques et biologiques (Chapman et Kimstach, 1996). Les températures au moment de

I’étude des eaux étaient environ de 62,33 °C & Hammam Righa. Dans une étude de Bouacem
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Khelifa en 2016 pour Hamam Righa, elle était de 68°C, pour Hamam Melouane de la méme
étude elle était de 39,5°C. En 2022, Boudoukha et Athamena ont fait

I’étude sur Hamam Setif et ont trouvé la température a 42,3°C. Bencheikh, le 2012 a

fait un analyse des eaux thermales en 2 lieux (Hamam Zelfana, EI-Charef) et a trouvé la
température respectivement a 45-45,2°C, 45,1-46,4°C.

La température de Hamam Righa est supeérieure a toutes les sources précisées précédemment.
La température de I’eau minérale chaude dépend de plusieurs facteurs : réactions chimiques
exothermiques, décomposition des minéraux radioactifs, gradients géothermiques et
mouvements de la croQte (Saibi, 2009 ;Tarcan et Gemici, 2003).

Les mesures de pH effectuées sur les prélevements d’eau permettent d’approuver leur état
acide, neutre ou basique. Les pH des eaux de (Hammam Righa et Hammam Melouane,
Hamam Setif, Hamam Zemzem, Hamam EI-Charef, Hamam Zelfana) s’approchent de la
neutralité. Les valeurs du pH se situent entre 6 et 8.5 dans les eaux naturelles. (Chapman et
Kimstach, 1996).

Le pH augmente quand c’est la période d’étiage, et quand 1’évaporation est considérable et ele
diminue en présence des teneurs qui sont élevées en matiére organique. (Maybeck et al.,
1996).

La turbidité est la réduction de la transparence d’un liquide due a la présence de matiéres en
suspension. Les eaux de notre étude de Hammam Righa était d’une moyenne de 11,34NTU,
c¢’est beaucoup moins que celle de I’année 2016 avec 41,2NTU de turbidité (Bouacem et al.,
2016). Celle de Hamam Melouane était supérieure avec une moyenne de 70,4NTU
((Bouacem et al., 2016). La turbidité des trois Hamam (Zemzem, El-Charef, Zelfana) était
entre 0,1-0,8NTU (Bencheikh et al., 2012). La conductivitt donne une idée de la
minéralisation d’une eau. Elle dépend des charges de matiére organique endogéne et exogene,
géneratrice de sels aprés décomposition et mineéralisation et également avec le phénomeéne
d’évaporation qui concentre ces sels dans 1’eau, elle varie aussi suivant le substrat géologique
traversé. On note une conductivité de 3196 uS/cm pour I’ecau étudiée (Hammam Righa). Elle
éait a 2500 uS/cm en 2016 (Bouacem et al., 2016). Hamam Melouane est d’une conductivité
de 3300 uS/cm (Bouacem et al., 2016), de 2750 uS/cm pour Hamam El-Charef, 2770 uS/cm
pour Hamam Zelfana et 1014 puS/cm pour le Hamam de Zemzem (Bencheikh et al., 2012).
Les valeurs élevées enregistrées pour les eaux pourraient étre liées aux formations
géologiques traversées par ces eaux qui leur procurent une tres forte minéralisation.

La dureté de I’eau s’exprime par sa teneur en ion calcium (Ca2+) et magnésium (Mg2+). Ces

éléments sont présents dans I’cau étudiée (Hamam Righa) avec 449,33mg/L et 58,14mg/L qui
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est supérieure a celle de Hamam Righa en 2016, EI-Charef, Zelfana, Zemzem, Setif avec une
quantité 320 mg/L et 30,6 mg/L, 177,1mg/L et 41,9mg/L, 168,33mg/L et 78 ,44mg/L,
96,12mg/L et 14,6mg/L (Bencheikh et al., 2012) et 8,8mg/Let 4,8mg/L (Boudoukha et al.,
2022) respectivement.

Les eaux thermales contiennent du sodium et du chlore. A Hammam Righa, les quantités
étudiées sont moins importantes. Le sodium est constamment present dans |&#39;eau en
quantités tres variées ; il provient principalement de la lixiviation de formation. Les dépots
géologiques contenant du chlorure de sodium et des minéraux silicatés comme le plagioclase.
Le potassium est un minéral et le sodium est nettement moins abondant.

Les bicarbonates peuvent étre trouves dans les eaux thermales d’une quantité assez abondante
en incluant 1’eau étudiée de Hamam Righa sauf pour le Hamam Sétif. Ils sont le produit de la
désintégration, I’apport atmosphérique de cet élément provient de roches calcaires ou
d’émanation de magma profond. La forte teneur en ions sulfate de ces eaux thermale révele
leur origine sédimentaire. Cependant, il est important de souligner que les eaux de Hammam
Righa contiennent du soufre.

En ce qui concerne les teneurs en éléments nutritifs a base de phosphore et d’azote (nitrates,
nitrites et ammoniums), ces eaux thermales sont faibles, ce qui témoigne de I’absence de toute
source de pollution.

Le fer est présent dans I’eau étudié mais en faible quantité, semblable aux autres sources
thermales (Hammam Righa, Hamam Setif, Hamam Zemzem, Hamam EI-Charef, Hamam
Zelfana) sauf pour Hammam Melouane avec un niveau plus élevé 2,80 mg/L (Bouacem et
al., 2016).

D’aprés les résultats des différentes eaux thermale, on constate qu’elles ont une faible
concentration et des métaux lourds non toxiques mais suffisantes pour provoquer des effets
thérapeutiques (fer, manganése.....). A travers leurs thermalisme et leurs compositions
chimiques, I’ecau ¢tudié (Hamam Righa) et les difféerentes eaux thermales précisees
précédemment (Hamam Righa en I’année 2016, Hamam Melouane, Hamam Setif, Hamam
Zemzem, Hamam EI-Charef, Hamam Zelfana) peuvent produire des effets thérapeutiques

intéressants, le traitement de diverses maladies (estomac, intestin, vésicule biliaire, etc.).
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2.Détermination des caractéristiqgues phénotypiques :

2.1 .Caractéristiqgues morphologiques et culturales :

2.1.2. Caractéres culturaux : Aspect macroscopique :

Les milieux de culture ayant servi a 1’isolement de ces isolats sont la gélose nutritive et le
bouillon nutritif, des milieux usuels pour I’isolement d’une panoplie de microorganismes. Ce
qui laisse entendre que ces bactéries sont chimio-organotrophes et ne nécessitent pas la
présence de milieux enrichis, des vitamines, ou encore des acides aminés. Ces résultats sont
similaires a ceux de Mohammad et al., (2017).

Les colonies obtenues sont généralement rondes, d’une couleur créme. Leur consistance est
généralement crémeuse. Les colonies de I’isolat (E1C3) est rugueux et le reste est lisse. Les

aspects macroscopiques dans les figures suivantes.

E1C3 EI1C1

Figure 41: L’aspect macroscopique de chaque isolat.

La description morphologique des colonies des isolats est rapportée dans le tableau suivant :
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Tableau 5 : Caractéristiques culturales des isolats thermophiles étudié.

Souche | Forme Relief Contour | Taille | Surface | Couleur | Opacité | Consistance

E1C3 | Circulaire | Convexe | Régulier | Petite | Rugueuse | Creme | Opaque | Crémeuse

E2C1 | Circulaire | Convexe | Régulier | Petite | Lisse Creme | Opaque | Crémeuse

E3C1 | Circulaire | Bombé | Regulier | Petite | Lisse Creme | Opaque | Mugueuse

E1C1 | Circulaire | Convexe | Regulier | Petite | Lisse Creme | Opaque | Mugueuse

2.1.1Caracteres morphologigue : Aspect microscopigue :

La détermination de la morphologie, de 1’arrangement cellulaire ainsi que le Gram de ces
isolats thermophiles (E1C1, E1C3, E2C1 et E3C1) ont été déterminé en les réalisant sur des
cultures jeunes (24 heures d’incubation) cultivées a 55°C sur une gélose nutritive (GN) dans
une atmosphere humide.

L’état frais des isolats a montré que les trois isolats (E1IC1, EIC3 et E3C1) se présentaient
sous formes de bacille, sauf le quatrieme (E2C1) qui est sous forme coccobacille. La
coloration de Gram a révélé que les quatre isolats (E1C1, E1C3, E2C1 et E3C1) ont été

classés dans le groupe de bactéries a Gram négatif.

E2C1 E3C1

Figure 42 : L’aspect microscopique de chaque isolat x40.
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2.2.1. Test Oxydase et Catalase :

Le test catalase a révélé que les quatre isolats (E1C1, E1C3, E2C1 et E3C1) sont positifs,
tandis que pour le test d’oxydase, cela a montré que les trois isolats (E1C1, E1C3, E2C1) sont

positifs tandis que le E3C1 est négatif (voir tableau ci-dessous).

Tableau 6 : Les résultats des souches pour le test d’oxydase et catalase.

Souche E1C3 E2C1 E3C1 E1C1
Catalase + + + +
Oxydase + + - +

2.2.2 .Plague API 20E :

L’identification biochimique par I'utilisation des plaques API20Eincubées a 55°C sous

atmosphére humide nous a permis d’identifier différentes espeéces E1C3, E2C1, E3C1, E1C1
(Pseudomonas horyzihabitans, Pasteurella pneumotropica, Stenotrophomonas Maltophilia,

Ochrobatrum anthropi ) avec des biotypes différents. (Figure 41)

Tableau 7 : Le biotype de chaque isolat.

E1C3 E2C1 E3C1 E1C1
Isolat (Pseudomonas (Pasteurella (Stenotrophomonas | (Ochrobatrum
horyzihabitans) | pneumotropica) maltophilia) anthropi)
Biotype 0001000 0014000 0002000 0010000

Les autres tests biochimiques ont été réalisés en utilisant la plaque APl 20 incubée a 55°C
sous atmosphere humide.

Le test de I’enzyme uréase (URE) s’est avérée positive pour les deux isolats (E2C1, E1C1).
Les autres isolats (E3C1, E1C3) negatifs. Ce résultat peut étre expliqué par la production
d’ammoniac par les bactéries.

Les résultats de la recherche du test de VVoges-Proskauer (VVP) étaient positifs seulement pour
un seul isolat (E1C3). Ce résultat prouve la présence de I’acétoine (acétylméthylcarbinol) qui

a été produit par la fermentation du glucose par ses bactéries utilisant la voie du butyléne

glycol.
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Le test (GEL) était positif seulement pour I’isolat (E3C1) da a la production de I’enzyme
gélatinase qui liquéfie la gélatine.

Le test (GLU) s’est avéré positive pour I’isolat (E2C1) car les bactéries ont fait la
fermentation du glucose (sucre hexose).

Pour les autres tests (ONPG, ADH, LDC, ODC, CIT, H,S, TDA, IND, MAN, INO, SOR,
RHA, SAC, MEL, AMY, ARA) les résultats étaient négatifs.

Les résultats du test de la galerie API 20E de la source thermale de Hamam Righa a permis
d’identifier 4 souches bactériennes (Pseudomonas horyzihabitans, Pasteurella
pneumotropica, Stenotrophomonas maltophilia et Ochrobatrum anthropi).

A partir des sources chaudes Tina et Bonta au Mexique, Prieto-Barajas et ses

collégues en 2017 ont identifié un groupe dominant de Bacillus qui comprenait I’espéce
Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis et Bacillus pumilus. Les espéces
fréquentes étaient Bacillus megaterium, Bacillus vietna-mensis, Bacillus boroniphilus,
Aeromonas hydrophila, Bacillus.

Selon 1I’étude de Verma et ses collégues en 2018 de la source chaude de Leh en

région du Ladakh en Inde. Trois souches ont été identifiées de la famille Bacillus (B. subtilis
Bacillus sp et B. licheniformis).

L’étude de Aissaoui Nadia en 2019, de la source hydrothermale de Dbagh, deux souches de
Bacillus ont été déterminé (Bacillus licheniformis et Bacillus sonorensis).

Saghatelyan et ses collaborateurs en 2021, ont fait une étude a partir des
sourcesgéothermiques terrestres a Arménie et Haut-Karabakh et ont trouvé plus de 22 especes
distinctes appartenant aux genres Aeribacillus, Anoxybacillus, Bacillus, Brevibacillus,
Geobacillus, Parageobacillus, Paenibacillus et Ureibacillus.

Nos résultats des souches de Hamam Righa n’ont pas de corrélation avec les résultats

précedents.

3.Activité antimicrobienne vis-a-vis des souches de références :

Screening primaire :

Le screening préliminaire de [’activité antibactérienne a été effectué par la technique du
cylindre de gélose extrait de la gélose nutritive. La sélection des souches test pour ces
activités antimicrobiennes a été réalisée afin d’obtenir un représentant de chaque classe. Dans
cette étude, des souches Bacilles et une coccobacille ont été utilisées pour évaluer I’effet

antagoniste de nos isolats contre des bactéries de références.
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Tableau 8 : Résultats de I’activité antimicrobienne des isolats vis-a-Vvis des souches de

références.

S.aureus E.coli P.aeruginosa

E1C3

E2C1

E3C1

E1C1
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Les résultats préliminaires du screening sont présentés dans le tableau ci-dessous.
Tableau 9: Résultats du screening primaire (diametre de cylindre 5 mm obtenus a 55°C

apres 48 heures d’incubation.

Souches de références
Echantillons - -
S.aureus E.coli P.aeruginosa
E1C3 14 19 9
E2C1 15 10 8
E3C1 20 18 12
El1C1 0 0 0

*S.aureus : Staphyloccocus aureus ATCC25923
*E.coli : Escherichia coli ATCC 25922

*P.aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Les résultats montrent que les isolats thermophiles (E1C3, E2C1 et E3C1) possédent un
pouvoir inhibiteur vis-a-vis de toutes les bactéries test a Gram positif sauf un seul isolat
(E1C1).

Le plus grand diametre était a 20mm vis-a-vis de Staphylococcus aureus obtenu a partir de
I’isolat (E3C1).

L’activité inhibitrice vis-a-vis des bactéries a Gram négatif a été elle aussi observée, les
isolats (ELC3, E2C1 et E3CL1) étaient actives vis-a-vis d’Escherichia coli sauf un seul isolat
(E1C1) avec des diametres de 19mm, 10mm et 18mm respectivement. Une activité vis-a-vis
de Pseudomonas aeruginosaa ¢té aussi observée pour 1’ensemble des isolats thermophiles
(E1C3, E2C1 et E3C1) avec des diametres de 9mm, 8mm et 12mm.

Les résultats de D’activité antibactérienne de nos isolats (4 souches) montrent que trois
souches (Pseudomonas horyzihabitans, Pasteurella pneumotropica, Stenotrophomonas
maltophilia) ont eu une activité contre les souches bactériennes utilisés (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)
lors du test sauf une souche isolée (Ochrobatrum anthropi).

Selon 1I’étude de Yakhlaf et ses collaborateurs en 2012, Les trois souches de Pseudomonas sp
isolées a partir d’une source hydrothermale en Algérie étaient actives contre au moins un des

quatre bactéries de références (Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus
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ATCC 43300, Echerichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)
utilisait pour I’activité antimicrobienne.

En 2017, Shakhatreh et ses collegues ont fait une étude antimicrobienne a la source
hydrothermale Al-Ain Alhara et ont isolées 5 souches d’A.flavithermus. Il y avait la présence
d’une activité antimicrobienne pour certains souches cliniques a Gram négatif (Serratia
marcescens, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter
freundii, Proteus vulgaris, Haemophilus infuenzae, Pseu-domonas aeroginosa) et certain
Gram positif (Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, S.
aureus, et Candida albicans).

Le screening primaire des composés antimicrobiens de deux souches de Bacillus
(Bacilluslicheniformis et Bacillus sonorensis) isolés a partir d’une source hydrothermale
Dbagh vis-a-vis d’une gamme de microorganismes ATCC (Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureust et les Candida ATCC) par Aissaoui en 2019. Les deux souches de
Bacillus présentent une activité antimicrobienne trés importante vis-a-vis des bactéries a
Gram négatif, Gram-positif et les Candida ATCC.

Récemment en 2022, une recherche a été faite par Octarya et al, quarante-quatre souches ont
été isolées et purifiées a partir des sources chaudes de Rimbo Panti a ’ouest de Sumatra, elles
ont été testées pour leur capacité antimicrobienne vis-a-vis des souches de références
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 35218, et Candida albicans
ATCC 10231). La souche Bacillus Paramycoides a eu une activité anti-microbienne tres
élevée contre les souches de références.

Nos résultats sont en concordance avec 1’étude de Yakhlaf et plusieurs études antérieures
confirment la capacité de micro-organismes thermophiles isolés des sources chaudes terrestres
de produire des substances antibactériennes actives contre micro-organismes pathogéenes
(Khalil et al., 2006 ; Novotny et Perry, 1992 ; Murianaet al., 1991).

L'un des domaines d'intérét est [utilisation de ces molécules antimicrobiennes est
I’élimination des micro-organismes qui sont responsable de la détérioration des aliments ou

de la pathogénicité liee aux aliments (Novotny et Perry, 1992).
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Conclusion et perspectives :

Nos recherches s'inscrivent dans le cadre des travaux de recherche sur le développement des
ressources thermes algériens a visée thérapeutique et explorer ces communautés microbiennes
et leurs caractéristiques physico-chimiques afin de découvrir des nouvelles especes

bactériennes et de nouvelles biomolécules associées a ces écosystémes uniques.

Les extrémophiles sont des micro-organismes potentiels appliqués dans de nombreux
domaines : agriculture, industrie, médecine, cosmétique. Ces micro-organismes thermophiles
avec une tempeérature supérieure a 50°C sont l'un des extrémophiles les mieux étudiés, allant
de leurs enzymes extrémement thermostables trouvés dans différents environnements

d’applications car leurs propriétés surpassent celles de leurs homologues mésophiles.

Les parametres physico-chimigues obtenus ont conductivité élevée (entre 3173 et
3200pus/cm), Calcium ionique (400 a 468 mg/L), Magnésium (50,5 a 70,47 mg/L) et Sulfate
(850 et 900mg/1), augmentant ainsi le degré de minéralisation et confirmant les propriétés en
émotion dermatologie et métabolisme de nature sulfatée-calcique de I’eau thermale de

Hammam Righa.

Un screening de quatre isolats a été effectué dans cette étude et a été extrait a partir
d’échantillons d'eau de la source thermale de Hammam Righa (Ain Defla) (65°C).
Notre étude représente un travail fondateur sur cette source et nos points de recherche étaient
les suivantes :

e L’analyse des caractéristiques physico-chimiques de I’eau thermale.

e Lacaracterisation microbiologique de I’cau de la source.

e [’étude phénotypique des isolats

e Détermination des tests biochimiques.

e L activité anti-microbienne vis-a-vis des souches de références (Screening primaire).

En vue de I'importance des microorganismes thermophiles et leur capacité a résister aux
conditions extrémes, notre thématique ouvre des perspectives diverses:
e Faire un criblage enzymatique des souches isolées afin de sélectionner les souches

performantes pour la production d’enzymes thermostables.
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e Exploiter la biodiversité des microorganismes thermophiles par des méthodes
culturales et non culturales.

e Caractériser de nouveaux génes avec un haut rendement, les cloner pour produire des

enzymes recombinantes afin d’augmenter la production industrielle.

e Completer notre étude par l'analyse phylogenétique avec d'autres outils moléculaires
tels que I’hybridation ADN-ADN et 1’¢lectrophorése enzymatique multilocus
(MLEE).

e Formuler des conditions de culture qui refletent I'habitat naturel des microorganismes
afin de mieux préserver en termes de capacités la production de métabolites
secondaires.

e Purifier les extraits bruts en utilisant des méthodes de chimie analytique tres

sensibles et reproductibles.
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Annexes 1

1. Matériels pour les analyses physico-chimigues :

1. Matériels pour échantillonnage :
— Bouteille en verre de 1litre.

— Glaciere

2. Appareillage :

— Spectrophotometre UV -VISIBLE.
— Multi-parametre (HQ 40d).

— Balance analytique.

— Autoclave.

— Turbidimetre HACH 2100N.

— Plaque chauffante.

— Thermométre numérique.

— Photométre a flamme Dr. LANGE (JENWAY).
— L’hote.

3. Appareillage :

— Fiole 100m1-50ml.

— Erlenmeyer.

— Bécher.

— Pipette graduée.

— Eprouvette.

— Burette

— Flacons en verre.

— Spatule.

4. Les réactifs :

¥ Calcium/Magnésium:

* Solution d’E.D.T.A N/50 (C10 H14 N2 Na2 O8 2H20) : (0,02N ou 0,01M) :
— EDTA 3, 725 g. aprés déshydratation a 80°C pendant 2 h.

— H20 distillée g.s.p 1000 ml.

* Solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) 2 N :
—NaOH (pastilles) 80 g.

— H20 distillée g.s.p 1000 ml.
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*Solution d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) pH = 10,1:

— Chloriire d’ammonium 67,5 g.
— NH4O0H (25%) 570 mll.
—HCI concentré.

— H20 distillée g.s.p 1000.

% Chlorure:

* Solution de nitrate d’argent a 0,01 N:
— 1,6987 d”’AgNO31000 ml d'eau distillée.

¢ Indicateur coloré K2CrO4 a 10 %:
—10 g de K2CrO4 Q.S.P 100 ml d'H20 distillée.

% Sulfate:

¢ Solution stabilisant :

— Acide chlorhydrique (c) 60 ml.
— Ethanol200 ml.

— Chlorure de sodium 50 g.

— Glycérol 100 ml.

— Eau distillée Q.S.P. 1000 ml.

* Solution de chlorure de baryum :

— Chlorure de baryum 150 g.
— Acide chlorhydrique 5 ml.
— Eau distillée Q.S.P. 1000 ml.

% L’alcalinité (HCO3):
* Solution d’HCl a 0,1 N :
—d’HCla 1 N 100 ml.

69



ANNEXES

— H20 distilleeq.s.p 1000ml.

% Nitrate:

* Solution de salicylate de sodium a 0.5 % (renouveler toutes les 24 h.).

— 0.5 Gr de salicylate de sodium dans 100 ml d'eau distillee.

* Solution d'hydroxyde de sodium a 30 %.
— 30 gr de NaOH dans 100 ml d'eau distillée.

e H2SO4 concentré.

* Tartrate double de sodium et de potassium.
— Hydroxyde de sodium NaOH™ 400g

— Tartrate de sodium et de potassium 60g.
— Eau distillée Qsp 1000 ml.

Laisser refroidir avant de compléter a 1000 cc
Cette solution doit étre conservée dans un flacon de polyéthyléne.

% Nitrite:

e Réactif mixte :

—Sulfanilamide 40 g.

—Acide phosphorique 100 ml.

— N-1- Naphtyle éthylene diamine2 g.
— H20 distillée g.s.p 1000 ml.

¥ ’ammonium:

* Réactif I :

—Acide dichloroisocyanurique 2 g.

— Hydroxyde de sodium ( NaOH ) 32 g.
— H20 distillée g.s.p 1000 ml.
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* Réactif 11 coloré :
—Tri citrate de sodium 130 g.

— Salicylate de sodium130 g.
— Nitropruciate de sodium0.97 g.

—H20 distillée g.s.p 1000 ml.

% Phosphate:

e Réactif mixte :

— Heptamolybdate d'ammonium13 g.
— Eau distillée 100 ml.

— Tartrate d'antimoine 0.35 g.

— Eau distillée100 ml.

— Acide sulfurique pur . 150 ml

— Eau distillée 150 ml.
* Acide ascorbique :
— Acide ascorbique 10 g.

— Eau distillée100ml.

* Matiére organique :

* Solution de permanganate de potassium a 0.01 N :

— Solution de KMnO4 a 0.1 N 100 ml.
— H20 distilléeq.s.p 1000 ml.

* Solution d’acide oxalique a 0.01 N :

— C2H204 a 0.1N 100 ml.
— H2 SO4 concentré 50 ml.
— H20 distilléeg.s.p 1000 ml.

* Solution d’acide sulfurique diluée (d=1.27) :
— H2 SO4 (d=1.84) 1 volume.
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— H20 distillée3 volumes.

*® Fer:

* Tampon acétate.

— Acetate d'ammonium 40g.
—Acide acétique cristallisable50ml.

— Q.S.P 100 ml d'eau distillée.

* Chlorhydrate d’hydroxylamine a 10%.
— Chlorhydrate d’hydroxylamine 10g

— Q.S.P100 ml d'eau distillée.

— Cette solution est stable pendant une semaine.

* Solution de phénanthroline -1,10.
— Dissoudre 0,42 g de Phénantroline-1.10 monohydraté (C12H8N2.H20) dans 100m|

d'eau distillée contenant 2gouttes d'Acide chlorhydrique.

—Cette solution est stable pendant une semaine. Conserver dans un flacon teinté et au

réfrigérateur.
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Annexes 2

2. Préparation des milieux de cultures :

2.1. Préparation du bouillon nutritif :

Tableau 10:Composition de bouillon nutritif.

1
! Bouillon nutritif
1
1

Ingrédients gramme/litre
Peptones 10 g
Extrait de boeuf 1g
Extrait de levure 2g
Chlorure de sodium 5g
pH final 6.8 + 0.2 at 25°C

Suivre les recommandations du fabricant :

e Ajouter 13g a 15g de bouillon nutritif en poudre dans 1L d’eau distillée.
e Mélanger et dissoudre completement.

e Stériliser a [lautoclave a 121°C pendant 15 minutes.(TC_300-Nutritif-
bouillon_FR_230215.pdf).
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2.2. Préparation de gélose nutritive :

Tableau 11 : Composition de gélose nutritive.

Composants: Concentration :

Peptone 6,0 g/litre

Extrait de boeut 1,0 g/litre

Extrait de levure 2,0g/litre

Chlorure de sodium 5,0 glitre

Agar 14,0 g/litre
pHfinal: 7,3+ 0,2

Suivre les recommandations du fabricant :

1. Se référer a I’étiquette de la boite pour les volumes et quantités nécessaires.
Préparer la Gélose NutritiveMAST® (DM179D) en dissolvant la poudre dans de
I’eau distillée. Pour les sachets de milieu, dissoudre tout le contenu du sachet dans
le volume d'eau inscrit sur I'étiquette.

2. Autoclave a 121C pendant 15 minutes.

3. Refroidir & 50 a 55C puis maintenir a cette température dans un bain marie.
Ajouter 5a 7% de sang de mouton ou de cheval dé fibrine et stérile. Les géloses au
sang cuit (gélose chocolat) peuvent aussi €tre préparées. D’autres suppléments de
croissance peuvent étre utilisés.

4. Si nécessaire, le milieu peut devenir sélectif par ajout de divers suppléments
sélectifs.

5. Couler le milieu en boite de Pétri (15 a 20 ml par boite) et laisser reposer.

6. Les boites préparées peuvent étre utilisées immédiatement ou stockées dans des
sacs en plastique a 2 a 8C pendant une semaine au plus.

7. Ensemencer la boite par épuisement pour obtenir des colonies isolées.
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8. Incuber les boites en aérobie pendant 18 & 24 heureset en anaérobie pendant 72

heures au plus a 35 a 37C (ou a d’autres températures selon la méthode
suivie).(Préparer la Gélose Nutritive MAST® (DM179D).

3. Matériels pour les analyses microbiologigues :

3.1. Materiels pour échantillonnage :
— Bouteille en verre de 500ml.

—Glaciere.

3.2. Appareillages :
— Bec-benzene.

— Bain marie.

— Etuve a 55°C.

— Réfrigérateur.

—Autoclave.

3.3. Matériels :

— Les boites de pétrie.
— Pipettes pasteur stérile.
— Pence.

— Tube a essai stérile.
—Portoir.

—Pipettes.
—L’¢écouvillon..
—Galerie api 20E.

— L huile d’immersion.
4. Reéactifs :

—Violet de gentiane.
—Lugol.

—1L’alcool.
—Fuchsine.

—Kovacs.

—TDA.

—VP1 et VP2.
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Annexes 3

5. Résultats physiques et chimigues :

Tableau 12 : résultat physique et chimique des eaux thermales du Sud Sétifien. (Boudoukha,

Abderrahmane, et Malika Athamena ,2012)
Point | Cd* Ni** Ba** AP Pb” Li* srét

d’eau | (ng.L"” | (ng.L") | (ng.LY) | (ng.L") | (ng.LY)
Source 20 42 56

Fe

(rg.L") | (pg.L") | (pg.L™)
1530 230 380 3600 | 350

Tableau 13: Résultats de la composition minérale des échantillons d’eau analysés physique et
chimique des eaux thermales de Hammam Righa et Hammam Melouane. (Bouacem et

Khelifa Diss, 2019).

Eaux Eléments (mg/L)

Ca®™ | Mg™ | Na” | CI K" | HCOs | SO4~ | PO, | NO, | NOs | NH,*
Hammam | 320 | 30.6 | 200 | 333 14 | 280.7 | 670 | 0,03 | 0,01 | 1,52 | 0,58
Righa
Hammam | 832,5 | 90,8 | 1122 | 1500 | 145,3 | 325 900 | 001 | 01 | 02 | 04
Melouane

Tableau 14 : Résultats des parametres chimiques des eaux minérales naturelles (Hammam

El-Charef et Zelfana, eau de Zamzam). (Wahiba et Ibn al-Sheikh Université de Djelfa,

2013).
Parametres
chimiques El-Charef Zelfana Zamzam
Couleur Abs. Abs. Abs.
Température 45,1-46,4 45-45,2 /
pH 6,9 6,5 7,6
Turbidité 0,8 0,4 0,1
Conductivité 2750 2770 1014
Minéralisation
2085,996 2101,167 769,163
Taux des solides
dissouts 1374 1383 507
Salinité 14 1,4 0,5
Résidu Sec 910 947 863

76



ANNEXES

6. Lecture de galerie APl 20E :

Tableau 15: Tableau de lecture de galerie API 20E.

QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
(mglcup.) NEGATIF POSITIF
XYL - mélanger / 2.3 min + EHR / 5 min
IND L-iryplophane 098 | formation dINDole jaune rouge
URE urée 0648 |UREase jaune-grangé rouge
— BCP
GLU D-glucose 196 |acidification (GLUcose)
MAN O-mannitol 196 | acidification (MANnitol)
LAC D-lactose 196 | acidification (LACtoze)
(onigine boving)
SAC D-zaccharose 1,86 |acidification (SACcharose) pourpre jaune / vert-jaune
MAL D-maltose 196 | acidification (MALtoze)
SAL salicing 1,64 |acidification (SALicing)
XYL D-xylose 164 | acidification (XYLose)
ARA L-arabinose 1,64 | acidification (ARAbincse)
gélating pas de diffusion diffusion
CEL (origine boving) 08 | hydrolyse (protéase) (GELatine) du pigment (1) | du pigment noir (1)
jaung (2) brun-noir (2)
esculine 0,36 )
ESC cltrate de far 011 |hydrolyse (B-glucosidase) (ESCuling) sous UV (365 nm)
fluorescence | pas de fluorescence
BCP
GLY glycéral 1,82 | acidification (GLYcérol)
CEL D-celiobiose 1,86 |acidification (CELlcbiose)
MNE D-mannose 186 | acidification (ManMosE)
MLZ D-mélézitose 196 | acidification (MéLéZitose)
RAF D-raffinose 218 |acidifcation (RAFfinose) pourpre jaune [ vertjaune
SOR D-zorbitol 218 | acdification (SORbitol)
RHA L-rhamnose 196 | acidification (RHAMNDSE)
TRE Dréhalose 196 | acidification (TREhalose)
Aprés 30 min & ('air libre
Hz0z dans un tube positif
CAT - CATalaze abzence de bulles | présence de bulles
SPOR - SpOres absence présence
GRAM - coloration de Gram rose violet
COCC - marphologie bacille Cogue

(1) En incubation en jarre ronde, le pigment diffuse seulement dans la partie inférieure
du tube.

(2) La coloration brun-noir se développe parfois seulement a l'air libre : en tenir compte
pour la lecture. La coloration noire peut étre due a la formation de FeS, I'H2S
réagissant avec le citrate de fer. Une production faible est limitée a la partie inférieure

du tube ; une production importante oblige a recourir a la lecture en lumiere UV.
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H ESC + Q ESC-/+ E ESC -

L) H25 - H25 -/ + HzS +

e Les quantités indiquées peuvent étre ajustées en fonction des titres des matiéres
premieres.

e (Certaines cupules contiennent des composants d’origine animale, notamment des
peptones. ATCC est une marque utilisée, déposee et/ou enregistrée appartenant a
American TypeCulture Collection. (Galerie api 20e07882-G - FR - 2006/02).

7. Résultats de la galerie API 20E :
Tableau 16: Résultats de la galerie API 20E de 1’eau thermale Hamam Righa

E1C3 E2C1 E3C1 E1C1

ONPG : - - :

ADH - - - -

LDC - - - -

obC - - - -

CIT - - - -

H2S - - - -

URE - + - n

TDA - - - -

IND - - - -

VP + - - -

GEL 3 5 " -

GLU : + - :

MAN - - - -

INO - - - -

SOR : i - :

RHA : - - :

SAC : - - :

MEL : - - :

AMY : - - :

ARA : - - :
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