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Résumé

Caractérisation physico-chimique et microbiologique
des eaux thermales de la source : Hammam Tamersite

Résumé

Cette étude porte sur la caractérisation physico-chimique et microbiologique des eaux
thermales de la source Hammam Tamersite (Khenchela, Algérie), un écosystéeme naturel peu
exploré, favorable a I’isolement de bactéries thermophiles a potentiel biotechnologique. L’objectif
¢tait d’isoler, d’identifier et de caractériser ces bactéries, ainsi que d’évaluer leurs propriétés
physiologiques et enzymatiques. Dix souches thermophiles ont été isolées a 45 °C sur différents
milieux. La caractérisation phénotypique (morphologique et biochimique) des isolats a révélé une
diversité remarquable : formes variées (Cocci, Bacilles, Cocco-Bacilles), la majorité des isolats sont
Gram positif (8/10), et profils enzymatiques distincts. La plupart étaient catalase-positives, avec des
activités variables en oxydase, amylase, caséinase et gélatinase. Les souches E3, E4 et E12 ont
montré plusieurs activités hydrolytiques, suggérant un potentiel enzymatique intéressant. Toutes les
souches ont présenté une croissance optimale entre 37 et 45 °C, avec une bonne tolérance aux pH
modérément acides a basiques. Par ailleurs, elles ont démontré une halotolérance modérée,
supportant des concentrations croissantes de NaCl, ce qui confirme leur capacité d’adaptation a des
conditions environnementales extrémes. L’identification a permis de distinguer six genres
bactériens : Geobacillus, Anoxybacillus, Staphylococcus, Pseudomonas,Thermus, et
Acinetobacter. Ces résultats soulignent le potentiel biotechnologique de cette microflore et ouvrent
la voie a des recherches futures, incluant le séquencage rRNA 16S, la purification enzymatique et

I’étude des propriétés antimicrobienne.

Mots clés : Eaux thermales, Source Hammam Tamersite, Bactéries thermophiles, Potentiel

biotechnologique, Caractérisation phénotypique.



Abstract

Physico-chemical and microbiological characterization of

thermal waters from the Hammam Tamersite spring

Abstract

This study focuses on the physicochemical and microbiological characterization of thermal
waters from the Hammam Tamersite spring (Khenchela, Algeria), an underexplored natural
ecosystem favourable to the isolation of thermophilic bacteria with biotechnological potential.
The aim was to isolate, identify, and characterize these bacteria, as well as to evaluate their
physiological and enzymatic properties. Ten thermophilic strains were isolated at 45 °C on
various culture media. Phenotypic characterization (morphological and biochemical) revealed
remarkable diversity: various shapes (cocci, bacilli, coccobacilli), majority of strains are Gram-
positive bacteria (8 out of 10), and distinct enzymatic profiles. Most strains were catalase-
positive, with variable activities in oxidase, amylase, caseinase, and gelatinase tests. Strains E3,
E4, and E12 showed several hydrolytic activities, indicating promising enzymatic potential. All
strains exhibited optimal growth between 37 and 45 °C, with good tolerance to moderately
acidic to basic pH levels. Additionally, they demonstrated moderate halotolerance, tolerating
increasing concentrations of NaCl, confirming their adaptability to extreme environmental
conditions. Identification revealed six bacterial genera: Geobacillus, Anoxybacillus,
Staphylococcus, Pseudomonas, Thermus, and Acinetobacter. These results highlight the
biotechnological potential of this microbial flora and pave the way for future investigations,

including rRNA 16S sequencing, enzyme purification, and studies on antimicrobial properties.

Keywords: Thermal waters, Hammam Tamersite spring, Thermophilic bacteria,

Biotechnological potential, Phenotypic characterization.
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Introduction

Les eaux thermales sont des sources géothermiques naturelles ou des rejets naturels
d'eaux souterraines ayant une température élevée par rapport a leur environnement (Sherpa et
al., 2013), elles sont riches en minéraux et parfois en éléments microbiologiques spécifiques,
sont reconnues depuis 1’ Antiquité pour leurs nombreux bienfaits thérapeutiques (Ouali, 2008).
Elles possedent des propriétés anti-inflammatoires, analgésiques, régénérantes et apaisantes, en
faisant un allié précieux pour soulager diverses affections chroniques telles que les douleurs
rhumatismales, les troubles dermatologiques ou respiratoires. Leur pH proche de celui de la
peau et leur composition isotoniques favorisent une hydratation en profondeur, renforcent la
barriere cutanée, apaisent les irritations et inflammations, et stimulent la circulation sanguine
pour une peau plus saine et éclatante. Ces bienfaits expliquent leur utilisation millénaire dans
les cures de santé et les soins dermatologiques, confirmée par des études scientifiques et

encadrée par les autorités sanitaires (Boughari et Marouf, 2017).

La wilaya de Khenchela, située dans I'est algérien, se distingue par la richesse et la diversité
de ses sources thermales telles que Hammam Salihine, Hammam Djaarir et Hammam Tamersit.
En tant que chercheurs originaires de cette région, notre choix s’est naturellement porté sur la
source de Tamersit. Cette étude s’inscrit dans une volonté de valoriser le patrimoine naturel
local a travers une analyse scientifique approfondie de la qualité de ses eaux thermales (Guilal
etal., 2022).

Malgré la richesse en ressources hydrominérales de la région de Khenchela, la qualité réelle
de ces eaux reste souvent méconnue, en particulier sur le plan microbiologique. Or, une
connaissance approfondie de leurs caractéristiques est indispensable non seulement pour
garantir leur sécurité sanitaire, mais aussi pour évaluer leur potentiel thérapeutique et
économique. Cela souleve plusieurs questions fondamentales : Quelle est la composition
physico-chimique exacte de I’eau thermale de Hammam Tamersit ? Présente-t-elle une charge

microbiologique significative ?

Le principal objectif de ce travail est la caractérisation physicochimique de 1’eau de
hammam Tamersite & la région de khenchela puis 1’isolement, 1’identification et la

caractérisation des bactéries thermophiles isolées a partir de cette derniére.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons réalise les étapes suivantes :
1. La prospection et la détermination du site géographique de Hammam Tamersit.
2. L’isolement des isolats bactériens a partir de 1’eau.

3. La caractérisation physico-chimique des échantillons d’eau.
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4. Une caractérisation phénotypique des isolats obtenus, menée afin d’évaluer leurs propriétés

morphologiques, biochimiques ainsi que leur activité enzymatique

Ce mémoire s’articule autour de trois grandes parties. La premicére partie présente une
synthése bibliographique permettant de situer notre travail dans son contexte scientifique. La
deuxiéme partie est consacree au matériel et aux méthodes utilisés pour chaque étape, depuis la
mise en culture jusqu’a 1’é¢tude de différents caractéres d’intérét, susceptibles d’améliorer la
qualité du produit par leur capacité a produire des enzymes efficaces. Enfin, la derniére partie
est dédiée a I’analyse, a la discussion et a la comparaison des résultats obtenus avec ceux

rapportés dans la littérature scientifique sur le méme theme.

Ce travail se conclut par une synthese générale comprenant une série de réflexions

scientifiques ainsi que des perspectives de recherche a envisager dans un avenir proche.
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l. les eaux thermales
I. 1. Historique

Les eaux thermales ont toujours intéressé les étres humains pour leur bienfait
thérapeutique. Les sculptures découvertes dans les régions des hammams indiquent que bien
avant 1’épogue romaine, des établissements balnéaires existaient a ces endroits. Mais ce sont
surtout les romains qui ont le mieux développé les techniques de captation et de canalisation
des eaux thermales (Mekebret, 2017). Les vestiges retrouvés dans les stations thermales datent
de I'époque romaine, durant laquelle les Romains attachaient une grande importance aux
sources thermales. Ils construisaient souvent leurs sites autour de ces ressources, comme en
témoignent des lieux tels qu'Aquae Mauretaniae Cesarienne (Hammam Righa), Aquae Sirenses
(Hammam Bouhanifia) et Aquae Chibilita Nae (Hammam Meskoutine).

Les sources thermales ont également été exploitées par les Arabes. Beaucoup de ces
sources portent le nom d’un marabout qui a vécu dans la région, comme Hammam Bouhadjar,
qui tire son nom de Sid Ahmed Bouhadjar, un marabout ayant résidé dans la tribu des Ouled
Bouhadjar avant la colonisation francaise. Son mausolée se trouve au Sud-Est de Hammam
Bouhadjar.

Les Turcs, également passionnés par les bains chauds, ont construit plusieurs bains dans
les villes, avec des installations destinées a stocker I'eau de source. Sous I'occupation coloniale
francaise, des hdpitaux thermaux ont été établis autour des sources pour traiter les blessés et les
convalescents.

De nos jours, comme par le passé, les stations thermales sont trés prisées par les Algériens
pour divers traitements, notamment en rhumatologie, dermatologie et psychiatrie. (Ouali,
2007).

I. 2. L’eau thermale

Les eaux thermales sont des eaux dont la température est supérieure a la
températuremoyenne annuelle de la région, (Benzerfa et al., 2021).Elle possede des
caractéristiques physicochimiques constantes pour chaque source (débit, température,
concentration en minéraux et en gaz) et, ceci indépendamment des modifications climatiques
et environnementales (saisons, pluviométrie, secheresse). (Chorfi et al., 2019).

L'eau thermale est une eau minérale naturelle (EMN) qui jaillit de la terre a une
température d'au moins 25 degrés Celsius (77 degrés Fahrenheit). Cette eau est extraite aprés
plusieurs années de circulation entre les roches, Elle est riche en minéraux et en oligo-éléments,

qui lui conferent ses propriétés curatives, elle ne subit aucun traitement, (Nguyen Ba, 2020).
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Selon le JORA (2007) en raison de la nature spéciale de leurs principes, de la stabilité de leurs
caractéristiques physiques et de leurs compositions chimiques, peuvent avoir des propriétés
thérapeutiques. « Une eau thermale a une température élevée a la source et des propriétés

thérapeutiques » (Le petit robert, 1994).
I. 3. L’origine

Une eau minérale naturelle peut avoir trois origines : superficielle, profonde ou mixte
(Auby , 1994) (Fig 1).

» Eaux minérales d'origine superficielles : aussi appelées vadoses ou géothermales. Elles
résultent des eaux de pluie qui s'infiltrent dans le sol et circulent profondément dans I'écorce
terrestre grace a la gravité, puis émergent a la surface par des fissures. Ce phénomene illustre
le cycle hydrogéologique. (Kanekar et Kanekar, 2022)

> Eau minérale d’origine profonde (juvénile): provenant de profondeurs, émergent des
zones volcaniques et résultent de la condensation des gaz du magma. Elles restent piégées
en dessous de la crolte terrestre et n‘ont jamais été intégrées dans le cycle hydrologique.
(Liu et al., 2011).

» [Eau minérale d’origine mixte : La majorité des eaux minérales ont une origine mixte, elles
résultent d’'un mélange, dans des proportions variables lors de leur remontée, entre des eaux

juvéniles d’origine profonde et des eaux vadoses superficielles. (Auby J, 1994).

1 - Pré&cipitations.
2 - Infiltration de l'eau de pluie.

e s —,‘-’@ g — 3 - Ueau recoupe une discontinuité
(R ' structurale (ex: dyke).

4 - La température de l'eau augmente,
l'eau chaude et acide attaque les roches

(minéralisation) et remonte le fong
de la discomtinuité.

5 - Uecau arrivant au griffon est chaude,
acide et gazeuse. Une source thermale se forme.

Dyke

Formation d’une source thermale

Figure 1 : Représentation schématique des étapes de la formation s’une source thermale
Source :1 https://www.geocaching.com/geocache/GC7M75K consulté € 11/05/2025 a (10 h
48)

l. 4. Classification des eaux thermales

L’eau thermale provient des profondeurs de la terre, ce qui explique sa thermalité

naturelle (Fig 2) et sa composition chimique particuliere. En effet la nature des roches qui


https://www.geocaching.com/geocache/GC7M75K%20%20consulté%20lé%2011/05/2025
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traversent par I’eau dans le processus souterrain rend I’eau plus ou moins puissante en cet
¢lément chimique. La chaleur générée par I’échange eau /roche et le temps de contact entre
I’eau et la roche sont également importants dans la minéralisation de 1’eau thermale. On classe
les eaux minerales en fonction de : leur température, leur origine géologique et leur composition

chimique et minérale.

Figure 2. Source thermale. (Source : https://www.momondo.fr/discover/sources-eau-chaude-
gratuites-france consulté Ié 11/05/2025 a (11 h 51)

I. 4. 1. Classification Selon la température d’émergence

Selon Issaadi (1992), quatre types d’eaux thermales sont désignés en fonction de la

température (Tab 1).

Tableau 1. Classification des eaux thermales selon leur température (I1ssaadi, 1992)

Désignation Température a ’émergence °C

La température a I’émergence est inférieure a celle de la partie
Eaux hypothermales  supérieure de la zone d’homothermie ou a la température
moyenne interannuelle du lieu d’émergence plus 4°C.

La température a 1’émergence est inférieure a 30°C mais

Eaux métriothermales L. .
supérieure a celle des eaux hypo thermales.

Eaux mésothermales La température a I’émergence est entre 30°C et 50°C.

ce sont des eaux dont la température a I’émergence est supérieure

Eaux hyperthermales —, 500 ot infaricure a 100°C



https://www.momondo.fr/discover/sources-eau-chaude-gratuites-france
https://www.momondo.fr/discover/sources-eau-chaude-gratuites-france
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I. 4. 2. Classification Selon la composition chimique

Cependant, la minéralisation totale ne permet pas de caractériser et de différencier les
eaux minerales naturelles car ce parametre ne prend pas en considération leur profil chimique.
Donc la classification est basee sur la composition en sels minéraux caractéristiques, c’est-a-
dire sur la présence et I’importance de divers anions et cations. (Richard C, 1996 ; Roques C.
F, 2007)

Les eaux thermales sont classées en fonction de I’existence dans leur composition d’un
anion soit par sa concentration, soit par sa nature chimique. A I’intérieur de ces divisions, on
établit ensuite des subdivisions en fonction cette fois des cations présents. La classification

chimique est composée de six groupes (Tab 2). (Georges, 2010).

Tableau2. Classification des eaux thermales en fonction de leur composition chimique
(Georges, 2010).

Type d’eau Composition Teneur

Présence de sulfures et d'hydrogeéne
Sulfurée sulfurésodiques, (calciques, thiosulfatées, Sulfures > 0,3mg/1

chlorosulfurées)

Anions sulfates prépondérants (sodiques
Sulfatée _ ' Sulfates >200mg/1
magnésiennes, calciques)

Chlorurée Anions chlorures prépondérants Chlorure > 250mg/1 et
sodique (sodiques fortes, sodiques faibles) sodium> 200mg/L
Bicarbonates Anions bicarbonates prépondérants Hydrogénocarbonate > 1g/1 et
gazeuse (sodiques, mixtes, calciques) CO2 > 250mg/1

une forte teneur en fer, bien qu’elles
Ferrugineuse soient accompagnées généralement de Fer bivalent> 0,5 mg/I

bicarbonates ou de sulfates

Ferrugineuse Eaux oligométalliques, oligominérales Riche en oligo-¢léments
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1.4.3. Classification Selon la minéralisation

Les eaux thermales ont une teneur en sels minéraux tres variable, ce qui leur confere des
propriétés différentes. En effet, une eau faiblement minéralisée, qui se caractérise notamment

par une résistivité élevée est trés différente d’une eau fortement minéralisée.

La classification des eaux thermales en fonction de leur teneur en minéraux comporte
cinq catégories allant de quelques milligrammes par litre a plusieurs grammes par litre.

(Chwonice , 2007). Cette classification est détaillée dans le tableau 3.

Tableau3. Classification des eaux thermales en fonction de leur minéralisation. (Traissac et
al., 1999)

Teneur en sels minéraux (exprimée en

Eau
résidu fixe a 180°C)
Tres faiblement minéralisée <50 mg/l
Faiblement minéralisée ou oligo-minérale 50 mg/I<[c] <500 mg/l
Moyennement minéralisée 500 mg/I< [c] <1 000 mg/1
Minéralisée 1 000 mg/I<[c] <1500 mg/1
Fortement minéralisée > 1500 mg/1

I. 5. Eaux thermales en Algérie

L’Algérie dispose d’un potentiel thermal considérable réparti sur 1’ensemble du

territoire national, et caractérisé par la diversité des vertus thérapeutiques de ces eaux.

L’¢étude d’actualisation du bilan thermal réalisée en 2015, sur I’ensemble du territoire
national, a permis d’identifier 282 sources thermales (émergence naturelle et forage). (Fig 3)
En plus des 90 concessions déja octroyées, et tenant compte des caractéristiques physico-
chimiques et des valeurs thérapeutiques des eaux thermales, il existe actuellement pres de 100
sources thermales pouvant abriter de nouveaux thermaux, dont 34 bains thermaux exploités de
maniere traditionnelle (Tab 4). (Source :https://www.mta.gov.dz/thermalisme/?lang=fr
consulté le 11/05/2025 a 15h 48)

Les températures mesurées a 1’émergence varient de 19°C a Ben Haroun a 98 °C a

Hammam Debagh. (Ouali, 2008).


https://www.mta.gov.dz/thermalisme/?lang=fr
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Le thermalisme de 1’Algérie septentrionale est caractérisé par une forte concentration
des sources chaudes au Nord, généralement liées a de grandes fractures affectant profondément
les formations sédimentaires et parfois méme le socle cristallin. (Chorfi et al., 2019).

k) o

EL BAYADH

BECHAR

TAMANRASSET

LEGENDE

» Sources thermales prioritaires

A Bain thermal traditionnel

Figure 3. Carte et sources et bains thermaux traditionnels pouvant abriter des projets
thermaux (Source : https://www.mta.gov.dz/thermalisme/?lang=fr consulté le 11/05/2025 a
15h 54)

1.6. L’eau thermale de khenchela

De part sa position géographique, la wilaya de Khenchela se trouve située aux portes des
grandes villes du sud du pays et non éloignée des villes métropoles du Nord. Elle est
intégrée dans la région "hauts plateaux" et dont la place et le r6le dans le développement du
pays sont des plus importants.
(Source : https://interieur.gov.dz/Monographie/detail_axe.php?wilaya=40&type=potentialite#
:~:text=Pour%?201e%20Thermalisme%20%3B%201a%20Wilaya,existante%20%C3%A0%20t
ravers%20le%20pays).consulté le 11/05/2025 a 20h 04)

Le thermalisme a Khenchela repose sur I'utilisation d'eaux minérales naturelles pour des
traitements médicaux. Les eaux thermo-minérales de cette région, riches en chlorures sodiques,

sulfates et magnésium, offrent neuf indications thérapeutiques sur les douze reconnues


https://www.mta.gov.dz/thermalisme/?lang=fr
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mondialement. Cependant, les données sur leurs caractéristiques thérapeutiques sont rares, la
recherche se concentrant principalement sur les aspects physico-chimiques, hydrologiques et
bactériologiques, sans études approfondies sur leurs propriétés curatives (Berkani et Houha,
2017).

Tableau .4 Liste des bains thermaux traditionnels de 1’Algérie (Source :
https://www.mta.gov.dz/thermalisme/?lang=fr#el-03ed6f09 consulté le 11/05/2025 a 16h 15

N° | Denomination Commune Wilaya
1 Hammam Elbibane El Mhir Bordj Bou
2 Hammam Ibainan El Main Arrerid]
3 Hammam Guerjima Gosbat Batna
4 Hammam Sillal Tifra Bedjaia
5 Hammam Kiria Adekar
6 Hammam Maxna Bougous
7 Hammam Zatout Bouhadjar El Taref
8 Hammam Zaid Bouhadjar
9 Hammam Foussa Guerrara Gardaia
10 Hammam Zelfana Zelfana
11 Hammam Kharchiche Hammam Debagh
12 Hammam Ben nadji Hammam Debagh Guelma
13 Hammam Ouled Ali Heleapolis
14 Hammam El Guerfa Ain Larbi
15 Hammam Charef Charef Djelfa
16 Hammam Salhine El Hamma Khenchela
17 Hammam Salhine BerrouaGhia Media
18 Hammam Ouled Achour El Ayady Barbes
19 Hammam Minan Telaghma Mila
20 Hammam Menacer Tlaghma
21 Hammam Ain Ouarka Asala Naama
22 Hammam Sidi Aissa Sidi Amar Saida
23 Hammam Ain Skhouna Ain Skhouna
24 Hammam Ouled Yeles Ouled Yeles
25 Hammam Sidi Amer El Hama
26 Hammam Sidi El Djoudi Hammam Guergour Sétif
27 Hammam Sokhna Hammam Sokhna
28 Hammam Sidi Mansour Ouled Tebben
29 Hammam Bouhdjar Sidi Ayad Ain Temouchent
30 Hammam Sidi Yahia El Meridj Tebessa
31 Hammamet Hammamet
32 Hammam Serguine Serguine Tiaret
33 Hammam El baraka Sidi Slimane Tissimsilt
34 Hammam Mentila Ani Moussa Relizane
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I. 7. Controle des eaux thermales

Les eaux thermales ont une composition physico-chimique et bactériologique particuliere
(Décrit exécutif N°04-196., 2004)

I. 7. 1. Le contrdle microbiologique des eaux thermales

Le contrdle microbiologique des eaux thermales consiste a détecter des micro-
organismes nuisibles, y compris les pathogénes (Legionella, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus) et les contaminations fécales (Escherichia coli, entérocoques). Il
analyse également la flore microbienne sur 15 jours a 37°C. Certains coliformes non fécaux,
comme Serratia fonticola et Enterobacter agglomerans, sont naturellement présents sans
danger pour la santé (DGS, 2000).

L'intérét récent pour la composition microbiologique des eaux thermales, facilité par des
avanceées techniques, a réveélé que ces eaux, longtemps considérées stériles, favorisent en réalité
le développement de bactéries. Leur isolement, leur temps de résidence prolongé et des
conditions chimiques stables offrent un environnement propice a une flore microbienne
autochtone variée, influencée par des facteurs tels que la température et le pH (Cacciapuoti et
al., 2020).

Au méme titre que les caractéristiques physico-chimiques des EMN, la composition

biologique de ces milieux est d’une constance remarquable (Bourrain et al., 2020)

Cette microflore, encore mal comprise, présente un potentiel intéressant pour les
biotechnologies, avec des espéces uniques comme Aquaphilus dolomiae (Lebaron, 2020). La
composition microbiologique des eaux thermales est rigoureusement surveillée durant leur
exploitation pour détecter des bactéries pathogenes, tout en préservant les microorganismes

bénéfiques qui pourraient contribuer a la santé humaine (Zeichner et Seite, 2018).
I. 7. 2. Le contrdle physico-chimiques des eaux thermales
» Température

La température est le principal facteur déterminant la distribution des microorganismes
thermophiles, notamment les bactéries, qui croissent et survivent a des températures comprises
entre 50°C et 121°C. Chaque espéce thermophile a une température optimale spécifique pour
sa croissance. (Alain et al., 2014).
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> LepH

Le pH est un facteur clé pour la composition des communautés microbiennes
thermophiles. La plupart des thermophiles se développent dans des environnements neutres a
legerement acides (pH 6-8). Cependant, certains thermophiles acidophiles prospérent a des pH
tres bas (inférieurs a 2), tandis que d'autres alcalophiles préférent des pH élevés (supérieurs a
9) (Larbi, 2016).

» Lasalinité

Les thermophiles halophiles ont évolué pour survivre dans des environnements salins,
tels que les lacs salés et les sources chaudes marines, pouvant tolérer de tres fortes
concentrations de sel. En revanche, les thermophiles non halophiles sont sensibles a la salinité
et ne survivent que dans des milieux a faible concentration en NaCl. (Benzerfa et al., 2021).

I. 7. 3. Le contrdle de la radioactivité des eaux thermales

Ce contrdle est essentiel en raison de leur origine geologique, souvent associée a des
plaques tectoniques et des terrains volcaniques (Florou et Kritidis, 1992). Ces eaux peuvent
contenir des éléments radioactifs naturels, principalement 1’Uranium-238, 1’Uranium-235, le
Thorium-232, et le Potassium-40, en fonction de divers facteurs géologiques (Brillanceau et
Hubert, 1998). Les radioéléments préoccupants incluent le Radium-226 et le Tritium, en raison
de leur longue période radioactive et de leurs effets biologiques, notamment par ingestion ou
inhalation (Wrenn et al., 1985).

I. 8. Normes de qualité des eaux thermales

La législation algérienne par des positions des articles 2 et 5 du J.O.A N°07, le décret
executif du 07/02/1994 sont :

e Art. 7 : Les eaux thermales font 1’objet d’une reconnaissance et sont soumises impérativement
a des analyses microbiologiques.

e Art. 8 : La reconnaissance des eaux thermales consiste en 1’évaluation de I’importance de
leurs ressources, 1’identification de leurs caractéristiques et la détermination des propriétés
thérapeutiques et des soins curatifs correspondants. Elle est certifiée par des laboratoires
agréés conformément a la réglementation en vigueur.

e Art. 9 : Peuvent demander la reconnaissance des eaux thermales : tout titulaire d’une
autorisation de travaux de recherche et de captage d’eau obtenue conformément aux
dispositions en vigueur en la matiére et désirant exploiter le griffon a des fins thérapeutiques
(Labgaa et Labed, 2018).
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I1. biodiversité microbienne dans les sources thermales

Il. 1. La Thermophilie

La relation des organismes vivants a la température a longtemps été considérée en
biologie comme un élément de base de classification. (Madigan et Martinko, 2007; Alain et
al., 2010).

Les thermophiles, sont des organismes vivants a des températures optimales de
croissance comprises entre 50 et 80°C (Holden, 2009), Les microorganismes thermophiles ont
capté le plus d’attention et sont parmi les plus étudiés des extrémophiles (Gomes et Steiner,
2004).

Plusieurs définitions ont été proposées pour définir la thermophilie. La plus reconnue est
celle qui a été proposée par Thomas Brock, le microbiologiste a I'origine de la découverte des
micro-organismes thermophiles. Selon cette définition, « un thermophile est un étre vivant dont
la température optimale de croissance se situe au-dessus de 60 °C ». Une définition plus pratique
et plus large a été proposée par Karl Stetter et qualifie d'organismes thermopbhiles, tous les étres
vivants se développant a des températures supérieures a 45 °C. Cette derniére définition est

intéressante car elle définit deux sous catégories au sein des thermophiles :

* Les thermophiles dont la température de croissance se situe au-dela de 45 °C (Alain et al.,
2010).

* Les hyper-thermophiles dont la Topt de croissance est au-dela de 80 °C (Madigan et
Martinko, 2007)

Le record est actuellement détenu par une archéobactérie, baptisée Strain 121°C,
découverte dans une source hydrothermale du Pacifique par 2 400 m de profondeur et qui se
multiplie encore a 121 °C. Elle résiste méme sans dommage a des températures de 130 °C
(Vittorio, 2000).

Les plus connues des bactéries thermophiles sont Bacillus stearothermophilus (T max
60°C), une thermophile modérée Gram positif proche de Bacillus subtilis, Thermus aquaticus
(T max70°C) et Thermus thermophilus (T max 80°C). Les bactéries du genre Thermus
appartiennent au méme groupe bactérien que la bactérie radiorésistance Deinococcus
radiodurans (ce sont des bactéries Gram négatives tres €loignées d’E. coli). Ces thermophiles
bactériens sont tous aérobies et hétérotrophes (Jean, 1991). Les hyperthermophiles bactériens

appartiennent aux genres Thermotoga et Aquifex. Les plus connus sont Thermotoga maritima
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(T max 90°C) et Aquife xpyrophilus (T max 95°C). Ces hyperthermophiles branchent en
premier dans l'arbre des ARNr 16S, ce sont des bactéries anaérobies (Thermotoga) ou
microaérobies (Aquifex), elles sont hétérotrophes (Thermotoga) ou chemio-litoautotrophes
(Aquifex). (André, 2003).

I1. 2. Phylogénie des thermophiles

Les ¢études phylogénétiques basées sur 1’analyse de ’ARN ribosomal ont permis de
mettre en évidence 1’existence de trois domaines du vivant Bacteria, Archaea, et Eucarya (Fig
4) (Woese, 1990). (Fig 4). Cette division a été confirmée par les résultats de la génomique
(Querellou et Guezennec, 2010). Les trois domaines de la vie sont désignés dans chaque type
d'habitat extréme. Cependant, la grande majorité des extrémophiles sont des bactéries et des
archées, ce qui n'est pas nouveau compte tenu de leur diversité et de leur adaptabilité
remarquables (Rafael et al., 2022). (Fig 5).

Eukarya
Animals Eunai
ungi Archaea
Algae
9 Candida
Metallosphaera
Hyperthermus Sutfolobus
Bacteria Pyrodictium \ Pyrobaculum
* Pyrorobus\ *
Desulfurococcus \,
A ..
Fervidobacterium Staphylothermus m m
Deino Acurex p— Pyiaiec.s|
ki il Methanopyrus
Methanothermus
Thermotoga Archaeoglobus
Methanococcoides
Arthrobacter|
Clostridium Haloferax|
pbacilius Hal =
Alkalibacterium
il E
e —
pbacillus ~ Greres
hococcus . Haloarcula
y— Natronococcus
Halococcus
> elia S
LOSIRRIS thermus
angla
@ Hyperthermophiles B Psychrophiles @ Halophiles Radiation resistants
Thermophiles B Piezophiles B pH extremes

Figure 4. Arbre phylogénétique codé par couleur présentant les extrémophiles et les traits de
résistance trouvés dans au moins chez une espéce de chaque genre. (Leal-dalmaso et al., 2015).
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Figure 5. La thermophilie dans les trois domaines du vivant (Hickey et Singer, 2004).

Les thermophiles et hyperthermophiles sont des microorganismes qui se développent et
survivent dans les environnements a haute température (Sarmiento et al., 2015), dans les
sources chaudes, subsistent et prosperent dans les conditions de températures extrémes (45°C
— 122°C) (El Gayar et al., 2017). Elles ont été moins explorées en raison de difficultés

d’isolement et de maintien en culture pure (Panda et al., 2013).

I1. 3. Habitats des microorganismes thermophiles et hyperthermophiles

En fonction de la source de chaleur, les habitats pouvant héberger une forme de vie thermophl
e peuvent étre d'origine naturelle ou artificielle. (Mehta et Satyanarayana, 2013; Cayol et al.,
2015).

I1. 3. 1. Les habitats naturels

Les milieux naturels ou se développent les microbes thermophiles sont répartis dans le
monde entier (Deepika et Tulas, 2013). et se répartissent entre les sites volcaniques terrestres
(y compris les solfatares), les sources hydrothermales terrestres, les systemes hydrothermiques

sous-marins (sédiments, volcans submersibles, fumerolles et passages) (Oshima et Moriya.,

14



Partie I. Synthése Bibliographique I. Les eaux thermales

2008), ainsi que les lieux souterrains (comme les réservoirs de pétrole) et les sols réchauffés

par le soleil.(Gregoire, 2009).

> Les fumerolles et solfatares (Smets, 2022).

Les sources hydrothermales profondes (Gregoire, 2009).
Les sources chaudes terrestres et geysers (Brock, 2012).
Pétroliére (Gregoire, 2009).

vV V V V

Sols et sédiments chauffés par le soleil (Geiger et al., 1995; Torsvik et @vreas, 2008;

Mehta et Satyanarayana, 2013)
Il. 3. 2. Les habitats artificiels

Les biotopes thermophiles artificiels comprennent des environnements tels que le
drainage minier acide, les liquides acides, les tas de compost auto-chauffants, les déchets
biologiques et les usines de traitement des déchets, qui favorisent I’isolement de thermophiles
modéreés et extrémes (Mayouf et al., 2020). Ces microorganismes se trouvent également dans
des systemes thermiques artificiels comme les circuits d'alimentation, les réservoirs d'eau
chaude, les centrales nucléaires, les usines géothermiques, ainsi que dans les bioréacteurs
(Gomri, 2012).

I1. 4. Diversité taxonomique et métabolique des thermophiles

Les organismes thermophiles ont une grande diversité métabolique et comprennent des
organismes photosynthétiques, des organismes qui tirent leur énergie de réactions chimiques,
des organismes qui produisent leur propre nourriture et des organismes qui dépendent d’autres
organismes pour se nourrir. Les bactéries thermophiles présentent une grande variété de
caractéristiques physiologiques et métaboliques, y compris des organismes photosynthétiques,
des organismes chimiolithotrophes, des organismes autotrophes et des organismes

hétérotrophes (Guezennec, 2004).
Il. 4. 1. Les bactéries thermophiles autotrophes

L’autotrophie est un processus qui implique la fixation de carbone inorganique, comme
le CO, COzet les ions carbonates HCO». L’absorption du CO- par les autotrophes est souvent
associée au cycle de Calvin (Pillot, 2018). Toutefois, ce processus est rare chez les bactéries
thermophiles et totalement absentes chez les archées. Ces organismes possedent des alternatives
pour assimiler le CO2, notamment la voie du CoA, le cycle d’acide citrique réducteur, le cycle

du 3-hydroxypropionte et le cycle du 4-hydroxybutyrate (Holden, 2009).
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I1. 4. 2. Les bactéries thermophiles hétérotrophes

La majorité des bactéries thermophiles isolées sont hétérotrophes, parmi lesquelles un
groupe se distingue comme hyperthermophile : les Thermotogales, qui possédent une gaine
protectrice appelée "toge™ (Kublanov et al., 2007).

De nombreux isolats thermophiles sont des bactéries Gram-positives des ordres Bacillales
et Clostridiales, qui génerent des spores résistantes a la chaleur (Fardeau et al., 2004). Ces
bactéries jouent un role essentiel dans la décomposition de la matiére organique dans des

environnements a températures modérées (Urios et al., 2004).

Les cheminées hydrothermales abritent des bactéries hétérotrophes alpha et gamma,
telles que Marinobacter, Vibrio, Pseudoalteromonas, Halomonas et Pseudomonas (Zeng et al.,
2021)

1. 4. 3. Les bactéries thermophiles phototrophes

On y trouve principalement des cyanobactéries qui réalisent des processus
photosynthétiques basés sur ’oxygene (Ferris et al., 1996) sont principalement représentées
par Synechococcuslividus, qui forme un épais tapis microbiologique a des températures de 60 a

74 °C dans des environnements chauds.

D'autres photoautotrophesansoxygeénes, tels que les bactéries productrices de soufre
(Proteobacteria) et les vertébrés producteurs de soufre (Chlorobi), se trouvent également dans
des sources de chaleur (Ferrera et Reysenbach, 2007).

I1. 4. 4. Les bactéries thermophiles chimiolithotrophes

Certaines bactéries ont la capacité de réparer le dioxyde de carbone grace a I'énergie
chimique, un processus appelé chimiolitho-autotrophie (Capdepuy et Canellas, 1995). Les
bactéries isolées lors d'événements hydrothermaux appartiennent principalement aux groupes
Epsilonproteobacteria, Thermales, Thermotogales et Aquificales (Nakagawa et al., 2005) Ces
derniéres utilisent I'oxygene et/ou les nitrates comme accepteurs d'électrons, et I'hydrogene, le

soufre et le thiosulfate comme donneurs d'électrons (Ferrera et Reysenbach, 2007) .
Il. 5. Adaptations physiologiques a la thermophilie

La vie a haute température chez les thermophiles est facilitée par des mécanismes
adaptatifs uniques. L'analyse des biomolécules dans ces bactéries a mis en évidence des
différences structurales subtiles au niveau des protéines, des acides nucléiques et des lipides,

spécifiques a leur environnement thermique (Alain et al., 2010). Accompagnées de
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changements au niveau membranaire et cytoplasmique visant a rendre stables toutes les
activités cellulaires a températures élevées (Cayol et al., 2015; Schulze-Makuch et al., 2017 ;
Mangrola et al., 2022).

I1.5. 1. Les protéines

Il n'existe pas de mécanisme universel expliquant la thermostabilité des protéines chez les
microorganismes thermophiles, mais plut6t plusieurs facteurs intervenant a différents niveaux

selon le microorganisme considéré (Sterner et Liebl, 2001).

Généralement, chaque protéine est le résultat d'une évolution propre qui optimise son

repliement et les interactions externes avec les solvants (Jaenicke, 2000)

L'examen des structures cristallines des protéines orthologues a différents niveaux de
température, hyperthermophiles, thermophiles et mésophiles, indique que parmi les
modifications les plus fréquentes observées au sein des protéines thermophiles, on peut citer :
(Holden, 2009).

- une augmentation des interactions de Van der Waals et des interactions ioniques.
- une hydrophobicité accrue.

- une extension du nombre et de la taille des réseaux de liaisons hydrogéne.

- une densité de compaction plus élevée.

- une diminution de la longueur des boucles de surface.

- une oligomérisation des protéines (Holden, 2009 ; Quérellou et Guézennec, 2010).

De nombreux facteurs extrinséques, tels que les protéines chaperonnes (thermosomes)
et les osmolytes non protéiques, contribuent a la thermostabilité des protéines chez les archées
hyperthermophiles. Les thermosomes sont thermostables et résistants a la protéolyse, tandis que
les osmolytes protegent les protéines cytoplasmiques des effets thermiques (Santos et al.,
2011).

I1.5. 2. Les lipides

L'augmentation de la température affecte la fluidité des membranes cellulaires, ce qui
peut provoquer des dysfonctionnements. Pour y remédier, les cellules thermophiles adaptent
leurs lipides en favorisant les acides gras saturés et oméga alicycliques (Mehta et
Satyanarayana, 2013). Les archées ont des membranes en monocouches de diphytanoyl

tétraéther et des couches S-layer, les rendant tres résistantes a la chaleur (Madigan et al., 2014).
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Certaines bactéries hyperthermophiles possédent egalement des étherlipides dans leurs

membranes (Cayol et al., 2015).

L'étude de la composition des lipides membranaires indique des différences
d'adaptation a la thermophilie entre les archées et les bactéries (Postec, 2005). Les membranes
des archées contiennent des lipides avec des liaisons éther, qui sont plus résistantes que les
liaisons ester présentes dans les bactéries et les eucaryotes (Rawlings et Johnson, 2007). Les
algues et certaines bactéries hyperthermophiles possédent également ces lipides éthers. La
structure membranaire monocouche lipidique des archées est plus rigide que les bicouches

lipidiques des bactéries (Van de Vosenberg et al., 1998).
I1. 5. 3. Acides nucléiques

Les procaryotes thermophiles utilisent deux mécanismes pour stabiliser leur ADN a
haute température (Schulze-Makuch et al., 2017). Le premier mécanisme est I'accumulation
de solutés compatibles, qui aide a maintenir la conformation de I'ADN. Le deuxiéme
mécanisme est la présence de protéines liant I'ADN, notamment les protéines de type histone
chez les archées et la transcriptase inverse chez les organismes thermophiles (Mehta et
Satyanarayana, 2013; Schulze-Makuch et al., 2017) La transcriptase inverse enroule
positivement I'ADN, ce qui améliore sa stabilité thermique (Forterre et al., 1996). De plus, les
organismes thermophiles ont des voies de réparation de I'ADN induites pour contrer la
dénaturation induite par la chaleur et maintenir la stabilité génomique (Toueille et Sommer,
2011; Capece et al., 2013). En ce qui concerne les ARNSs de la petite sous-unité ribosomique,
il a été observé que les espéces thermophiles ont un contenu en C+G plus élevé, ce qui pourrait

avoir une importance fonctionnelle pour les ribosomes thermophiles (Madigan et al., 2014).
I1. 5. 4. La membrane cytoplasmique

Les membranes cytoplasmiques des microorganismes thermophiles sont congues pour
rester stables et fonctionnelles a des températures élevées grace a une composition lipidique
spécifique (Ferrera et Reysenbach, 2007). Ces membranes régulent la perméabilité, controlant
I'entrée et la sortie des petites molécules (Mehta et al., 2016). Pour prévenir la dénaturation de
la bicouche lipidique, ces organismes synthétisent des membranes riches en acides gras saturés
a chaine droite et pauvres en acides gras insaturés. Cette composition renforce la zone
hydrophobe et augmente le point de fusion, assurant ainsi la stabilité de la membrane cellulaire
(Vavitsas et al., 2022).

I11. Applications des microorganismes thermophiles
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La découverte des sources hydrothermales profondes, de maniére générale 1’étude de
milieux extrémes, plus spécialement les thermophiles, représentent une nouvelle frontiere pour
la biotechnologie industrielle, environnementale et pharmaceutique (Charlesworth et Burns,
2016). Les travaux de recherche sur ces organismes sont pour une grande part motivés par les
applications biotechnologiques. Ils ont ouvert la voie a la mise en évidence de microorganismes
bien adaptés a ces conditions atypiques et capables de synthétiser de molécules d’intérét
biotechnologique. On peut distinguer deux sortes d'applications. Le premier se base sur I'emploi
direct des cellules de ces organismes, tandis que le second s'appuie sur l'utilisation de leurs
biomolécules purifiees (Quérellou et Guézennec, 2010 ; Rekadwad et Gonzalez, 2018). Il
s'agit des enzymes, mais également des protéines, des lipides, des polymeres et d'une vaste
variété de métabolites secondaires. (Ibtissam et Mekki, 2019).

I11. 1. Utilisation directe des thermophiles
I11. 1. 1. Les biocarburants

Les microorganismes thermophiles jouent un role clé dans la production de
biocarburants, notamment grace a leur capacité a fonctionner efficacement a des températures
élevées. Cette caractéristique présente plusieurs avantages industriels : réduction des risques de
contamination, augmentation de la vitesse des réactions biochimiques, solubilité accrue des
substrats, et meilleure fluidité des milieux de culture. Les procédés classiques de production de
biobutanol et bioéthanol impliquent I’utilisation d’un procédé chimique combiné a I’utilisation
de micro-organismes mésophiles tels que Saccharomyces cerevisiae et les espéces clostridium.
La production d’hydrogéne repose généralement sur un procédé chimique/catalyseur,
cependant, des systemes a grande échelle basé sur des microorganismes utilisant les
thermophiles caldicellulosiruptor saccharolyticus et Termogota elfu ont été récemment
développés. Contrairement aux autres produits, le méthane est toujours produit a 1’aide d’un
consortium de micro-organismes, notamment les méthanogénes. Outre les biocarburants, les
extrémophiles et leurs enzymes ont une autre application importante dans le domaine minier.
Ce procéde appelé biolixiviation, consiste a eliminer les sulfures ou les oxydes métalliques
insolubles en utilisant des micro-organismes. 11 s’agit d’une méthode plus sure et plus
respectueuse de 1’environnement pour extraire les métaux que la lixiviation en cas
conventionnelle, qui nécessite I'utilisation de divers produits chimiques, y compris le cyanure,

pour lier et séparer des minéraux/métaux spécifiques des autres (Coker, 2016).

I11. 1. 2. Agents de minéralisation



Partie I. Synthése Bibliographique I. Les eaux thermales

Dans les traitements industriels de minéraux, des microorganismes oxydant le soufre et
le fer sont employés pour libérer I’or inclus dans les minéraux sulfurés et dans la concentration
des métaux lorsque les procédés chimiques conventionnels ne sont pas rentables. Parmi les
archees reductrices de fer, Pyrobaculum islandicum et Pyrobaculum furiosus, ont la capacité

de transformer le chlorure d'or en or insoluble (Lloyd et al., 2003).

Alors que les acidothermophiles comme Sulfolobus metallicus et Metallosphaerasedula
sont utilisées dans I'extraction du cuivre a partir de minéraux sulfurés ou encore dans le
traitement de certains minerais sulfurés tels que la pyrite (Norris et al., 2000). La manipulation
et la réutilisation des pneus épuisés posent de sérieux problemes et le recyclage des matériaux
en caoutchouc est préférable d'un point de vue économique et environnemental. L’espece
Pyrobaculum furiosusest capable de désulfuriser le caoutchouc en donnant un produit avec de
bonnes propriétés mécaniques (Bredberg et al., 2001).

En outre, les sols contaminés avec des alcanes linéaires et ramifiés (C20-C40), des
hydrocarbures aromatiques (phénol, toluene, pyrene, phenanthréne, anthracéne) insolubles a
basses temperatures, peuvent étre décontaminés avec les microorganismes thermophiles
(Antranikian, 2009 ; Marchant et Banat, 2011).

I11. 1. 3. Les piles a combustible microbiennes

Les piles a combustible microbiennes thermophiles (Thermophilic Microbial Fuel Cells
— T-MFC) représentent une évolution innovante des MFC traditionnelles, en intégrant des
microorganismes capables de fonctionner a des températures élevées (souvent entre 50 °C et
70 °C). Ces systemes exploitent la capacité des microorganismes thermophiles a oxyder la
matiére organique et a transférer les électrons libérés vers une électrode, générant ainsi de
I’électricité tout en dégradant des substrats organiques complexes. (Quérellou et Guézennec,
2010). Une étude réalisée a démontré qu’une communauté microbienne thermophile isolée de
sédiments marins était capable de produire un courant électrique dans une pile a combustible

fonctionnant a 60°C en utilisant de 1’acétate comme carburant (Mathis et al., 2008).

I11. 2. Applications basées sur les biomolécules
I11. 2. 1. Les enzymes thermostables

Les sources chaudes représentent une mine de microorganismes thermophiles bénéfiques,
bactéries et archées, produisant de précieuses biomolécules et enzymes biotechnologiques.

Elles sont utilisées dans 1’industrie pour leur capacité a résister aux températures elevées et pour
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leur thermostabilité (Saghatelyan et al., 2021). Les enzymes sont capables de catalyser des
réactions biochimiques a des températures extrémes (Oztas Gulmus et Gormez, 2020).
Conduisant a des avancées importantes en biotechnologie, telles que le test de réaction en

chaine par polymérase (PCR).

I11. 2. 1. 1. Biologie moléculaire : Taq polymérase

L’enzyme thermostable la plus connue pour des applications biotechnologiques est la Taq
ou I’ADN polymérase, produite a partir de Thermus aquaticus (Pandey et al., 2015). Elle a été
isolée pour la premiere fois, du parc national de Yellowstone dans la Montana, aux Etats-Unis
(Ishino et Ishino, 2014). L'ADN polymérase a permis le développement d'outils
d'amplification et de séquencage qui a révolutionné presque tous les domaines de la biologie et
de la médecine L’ ADN polymérase thermostable est une enzyme essentielle pour la réaction en

chaine par polymérase (PCR) et le séquencage (Yamagami et al., 2016).

Le tableau 5 et 6 résument un peu quelques enzymes thermostables leurs origines, leurs

températures optimales et leurs applications.

Tableau 5. Enzymes thermostables avec leur température optimale (Sharma et al., 2019)

Microorganismes Enzymeproduit Températureoptimale
Thermus thermophilus B-galactosidase 85°C
Bacillus licheniformis Cellulase 70°C
Bacillus subtilis B-Mannanase 60°C
Rhizopus oryzae a-Amylase -
Mycothermus thermophilus Xylanases 65°C
Geobacillus sp Cellulase 60°C
Bacillus thermoamylovorans Lipase 60°C
Aeribacillus pallidus Protéase 60°C

Tableau 6. Enzymes thermostables et leurs applications (Nigam, 2013;; Ajeje et al., 2021;
Mathew et al., 2021).
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Microorganismes

Enzymes

Applications

Bacillussp.
Geobacillussp.

Amylases

Les industries de la liquéfaction de
'amidon, du papier, de
l'alimentation, du sucre et I’industrie

pharmaceutique.

Bacillus, Geobacillus,
Caldibacillus, Acidothermus,
CaldocellumetClostridium

Cellulases

Production de biocarburants,
industrie papeticre et les industries

alimentaires.

Thermoactinomyces halophilus,
Bacillus sp, Humicola spp.

Xylanases

La clarification des jus de fruits,
I'amélioration de la digestion du
rumen et la bioconversion des
résidus agricoles lignocellulosiques
en carburants et produits chimiques,
industries alimentaires, de la pate a
papier, du papier et du textile,
l'utilisation des résidus agro-
industriels et la  production
d'éthanol et d'aliments pour

animaux.

Thermusthermophilus

Laccases

La bioremédiation, le contrdle de
la pollution et dans le traitement
des effluents industriels contenant
des produits chimiques dangereux
tels que les colorants textiles, les

phénols et autres xénobiotiques.

Clostridiumthermocellum

Chitinases

Traitement des eaux usées, le
traitement des textiles et le
développement de produits

photographiques, dematériaux .
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Notre étude appliquée a été menee au sein du complexe des laboratoires pédagogiques
de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie d’El Hamma (Photo 1), durant la période
d’Avril a Mai 2025 dirigé par Mme Chorfi R, et du laboratoire de recherche : Biotechnologie,

Eau, Environnement et Santé, dirigé par Pr Kadi Kenza.
1. Objectif du travail

Ce travail consiste en 1’é¢tude physico-chimique et microbiologique de 1’eau thermale,
ainsi qu’en la mise en évidence des caractéristiques morphologiques, biochimiques et
physiologiques des bactéries thermophiles, accompagnée du criblage de leurs activités

enzymatiques.

Photographie 1. Complexe des laboratoires pédagogiques de la Faculté des sciences de la
nature et de vie & El Hamma (Khenchela).

2. Description du site d’échantillonnage

Pour la réalisation de notre étude, nous avons choisi un site situé dans la wilaya de
Khenchela. La wilaya de Khenchela compte 40 sources, et notre recherche a été menée au

niveau de la source thermale de « Hammam Tamersit ».
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La source de Tamersit est située dans la commune d’El Ouldja, au sud-ouest de la wilaya
de Khenchela, dans les Aures, a 1’est de 1’Algérie. La commune s’étend sur une superficie de
366 km?. Elle est délimitée au nord par El M’Sara, a I’est par Kheirane, au sud par la wilaya de

Biskra et a I’ouest par la wilaya de Batna.

Dans une zone boisée, caracterisée par une diversité climatique et un relief favorable,
plantée d’oliviers palma, sur les rives de 1’oued El Arab (Photo 2), la premiére source (Tamersit)

est située sur la droite par rapport au sens d’écoulement de I’oued.

Nous avons observé le débit d’une autre source sur la rive gauche, a 19 meétres de la
premicere. Cette derniere se divise en deux sources : I’une appelée Tamersit 1, et ’autre Tamersit

2, située a 1,19 kilometre de la premiére source (Guilal et al., 2022).

Photographie 2. Zone de prélevement « Hammam Tamersit »

3. Echantillonnage
3. 1. Préparation du matériel

Les échantillons d’eau ont été prélevés au cours du mois d’avril 2025 (Photo 3 (c)), a
partir d’une seule source thermale : celle de Hammam Tamersit. Avant le prélevement, une
étape de rincage a été effectuée, consistant a rincer les flacons de prélévement avec I’eau de la

source afin d’éviter toute contamination croisée.
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Le prélevement a été réalisé manuellement, en plongeant directement les flacons en
verre stériles a une profondeur de 15 cm sous la surface de I’eau. Des mesures in situ de la
température ont été¢ effectuées a I’aide d’un thermométre infrarouge portable de type

LOMVUM (Photo 3 (a) et (b)). Les échantillons ont ensuite éteé transportés dans une glaciere a

4 °C jusqu’au laboratoire d’analyse.

(@)

Photographie 3. Photographies des échantillons et du thermometre utilisé
(@) et (b) : thermomeétre infrarouge portable de type LOMVUM. (c) : I’échantillon de I’eau prélevé
4. Analyse physico-chimique
4. 1. Appréciation de la qualité organoleptique
La couleur et I’aspect de cette eau ont été appréciés visuellement sur les flacons de

’échantillon, et I’odeur est vérifiée par odorat.

4. 1. 2. Parameétres physico-chimiques

Les parametres physico-chimiques analysés étaient la température (T), le potentiel
d’hydrogéne (pH), la turbidité, I’oxygéne dissous (OD), la conductivité et les résidus secs. Un
échantillon d'eau de 1 litre a été analysé au niveau de laboratoire de Recherche en Hydraulique
Souterraine et de Surface LARHYSS, Université de Biskra - Algérie. Dirigé par Dr
GUERGAZI Saadia. (Les protocoles sont detaillés en annexe 04).

5. Isolement, purification et conservation des isolats

L’isolement a été réalisé par étalement de 0,1 mL d’eau thermale ou de ses dilutions

(10" 1 a 10~ *) sur quatre milieux de culture différents (M1, M2, M3 et GN) (Annexe 01),
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préparés au laboratoire. Ces milieux, peu sélectifs, sont congus pour favoriser la croissance du
plus grand nombre possible de bactéries thermophiles. L’incubation a été effectuée a 45 °C
pendant 48 heures & 72 heures, des conditions couramment utilisées pour 1’¢tude des bactéries
thermophiles (Goodfellow et Jones, 2009 ; Logan et al., 2009). A partir de chaque milieu,
quelques colonies présentant des aspects morphologiques différents ont été prélevées et
purifiées par repiquages successifs sur les mémes milieux solides. Les souches pures obtenues

ont été conservées a 4 °C.

6. Identification des isolats
6. 1. Caractérisation morphologique et culturale
6. 1. 1. Caractérisation macroscopique

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I'isolement apreés incubation. L'aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la durée et de la
température de I'incubation. 1l ne pourra étre décrit convenablement qu'a partir de colonies bien
isolées. Les éléments d’identification macroscopiques sont : La forme des colonies, La taille
des colonies par la mesure du diamétre, Couleur de la colonie. La surface : lisse, rugueuse,

séche, dentelée. (Thomas et al., 1970).

6. 1. 2. Caractérisation microscopique

Pour chaque isolat, une coloration de Gram a été reéalisée (Annexe 02). L’observation
microscopique a été effectuée a 1’aide d’un microscope optique, a un grossissement de X100 a
I’huile a immersion. Cette technique permet de classer la majorité des bactéries en deux

catégories, selon la teneur en peptidoglycanes de leur paroi cellulaire :
— les bactéries a Gram positif (+), riches en peptidoglycanes et pauvres en lipides.

— les bactéries a Gram négatif (—), dont la paroi contient moins de peptidoglycanes mais une

proportion plus élevee de lipides.

6. 2. Caractérisation physiologique
6. 2. 1. Influence de la température
L’influence de la température sur la croissance a été évaluée en incubant les cultures des

isolats sur milieux solides a différentes températures (4, 25, 37 et 45 °C) pendant 48 heures.

6. 2. 2. Influence de la salinité
La tolérance au NaCl a été étudiée en faisant varier sa concentration finale de 0,1 % a
1,5 % (p/v), en testant specifiquement les concentrations de 0,1 %, 0,8 % et 1,5 % pour nos

isolats, Le développement est vérifi¢ apres incubation a 45 °C pendant 48 heures.
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6. 2. 3. Influence du pH

L’influence du pH sur la croissance des isolats a été déterminée en faisant varier le pH
de 3,4 a9, en testant spécifiquement les valeurs de 3,4, 5,4 et 9 pour nos isolats apres incubation
a 45 °C pendant 48 heures.

6. 3. Mise en évidence du métabolisme protéique

Les isolats ont été soumis a une recherche qualitative d’hydrolases extracellulaires a
45 °C. Pour ce faire, le milieu solide d’isolement a ét¢ modifi¢ en réduisant la source organique
(milieu de base) et en y ajoutant le polymeére-test correspondant a chaque enzyme a détecter,
selon la méthode décrite par Demirjian et al.(1999) quatre substrats ont ainsi été utilisés :
I’amidon, la gélatine, la caséineet le Tween 80, permettant la mise en évidence des activités
enzymatiques des isolats. La composition détaillée des milieux modifiés est présentée en
(Annexe 03).

6. 3. 1. Amylase

L’activité amylolytique a été déterminée par ensemencement des isolats sur une gélose
contenant de I’amidon (1% (p/v) d’amidon soluble). L’incubation a est effectuée pendant 1 a 3
jours. Pour révéler les résultats, une solution de Lugol a été ajoutée sur les boites ; I’apparition

de zones claires autour des colonies indique la production d’amylases (Gordonr et al., 1973).
6. 3. 2. Protéases
6. 3. 2. 1. Hydrolyse de la caséine

Ce test consiste a ensemencer les isolats bactériens en tracant une seule strie a la surface

d'un milieu gélosé contenant 1 % (p/v) de caseine. Aprés & 2
6. 3. 2. 2. Hydrolyse de la gélatine

Le test d’hydrolyse de la gélatine a été réalisé selon la méthode de Frazier, en utilisant
une gélose contenant 1 % (p/v) de gélatine. Apres incubation, la dégradation de la gélatine se
manifeste par ’apparition d’une zone claire autour des colonies, dans une gélose légérement

opaque (Frazier, 1926).

6. 3. 3. Activités lipolytiques (hydrolyse des Tween 20 et 80)
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L’estérase est recherchée par le test d’hydrolyse des Tween 20 et 80. Ces deux produits
stériles sont rajoutés a une concentration de 1% (v/v) au milieu de base stérile en surfusion. Les
boites de Pétri ensemenceées sont incubées pendant 1 a 3 jours. Une lecture positive est traduite
par I’apparition de zones claires autour des colonies productrices de lipases (Gonzalez et al.,

1978).

6. 4. Caractérisation biochimique
6. 4. 1. Test de catalase

La catalase est une enzyme qui décompose le peroxyde d'hydrogene (H, O, ) produit
par la souche étudiée (Joffin et Leyral, 2006). Selon la réaction suivante : 2H202=2H20+0:..
L’oxygene libéré est dégagé sous forme gazeuse (Marchal et al., 1987). Sa recherche consiste
a mettre en contact une colonie de 1’isolat en présence d’eau oxygénée a 10 volumes. Une
effervescence due a un dégagement gazeux traduit la présence de cette enzyme : catalase (+) /
Pas de bulles : catalase (-). (Joffin et Leyral, 2006).

6. 4. 2. Test de Cytochrome oxydase

Le cytochrome oxydase est une enzyme qui joue un role important a la fin de la chaine
respiratoire, en catalysant la combinaison des électrons et de I'nydrogéne avec l'oxygéne. Sa
présence peut étre démontrée a l'aide de disques « Ox » imprégnés d'oxalate de N-N
diméthylparaphényléne. En cas de réaction positive, une couleur bleu violacé apparait en

quelques minutes (Joffin et Leyral, 2006).
6. 4. 3. Recherche de L’ONPG-hydrolase Principe

Cette recherche constitue une méthode complémentaire pour étudier la dégradation du
lactose, couramment appelée test de la f-galactosidase (Marchal, 1987). Pour ce faire, une
suspension dense de 1’échantillon est préparée dans 0,5 mL d’eau physiologique. A ’aide d’une
pince stérile un disque d’ONPG est déposé dans la suspension, qui est ensuite incubée dans un
bain-marie a 37 °C. L’observation des résultats s’effectue apres 15 a 30 minutes. Il est fortement
déconseillé de prolonger I’incubation au-dela de 24 heures, car la majorité des réactions
positives se manifestent dans les 30 premiéres minutes (Marchal et al., 1987). Le test est
considéré comme positif si une coloration jaune apparait dans la suspension ; en 1’absence de

coloration, le test est négatif.
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I. Résultats de I’analyse physicochimique des échantillons d’eau
I. 1. Paramétres organiques

D’apres les résultats présentés dans le tableau 7, la couleur observée est due a la présence
de matiéres organiques dissoutes ou colloidales. L’odeur d’ceuf pourri, caractéristique de I’cau
de Hammam Tamersit, t¢émoigne de la présence d’hydrogene sulfuré (H, S) d’origine interne.
L’eau présente également un gotit salin en raison de la présence de sels.

Tableau 7. Caracteéristiques organoleptiques de 1’cau de la source thermale de Hammam

Tamersit

Parameétre organique Resultats
Coloration ‘ Jaunatre
Odeur ‘ Oeuf pourri
Gout (saveur) ‘ Salin

I. 2. Paramétres électrochimiques

Le tableau 8 présente les principales caractéristiques physico-chimiques de 1’eau de la
source thermale de Hammam Tamersit, comparées aux plages de valeurs généralement
observées dans les eaux thermales. Ces paramétres permettent d’évaluer la nature de ’eau
(thermominérale), son potentiel thérapeutique, ainsi que sa conformité aux standards thermaux.

Tableau 8. Parametres physico-chimiques de la source thermale de Hammam Tamersit
comparés aux valeurs typiques des eaux thermales

Valeurs typiques en eaux

Parametre Valeurs
thermales
T°C 25 >20°C (critere d’eau thermal)
pH 7.35 6.5-8.5
Conductivité a 25°C (uS/Cm) 2418 1000-3000
Salinité % 1.2 0.1-2%
TDS 1206 500-2000

Les eaux thermales présentent des caractéristiques physico-chimiques variables selon
leur parcours geologique. Leurs vertus thérapeutiques proviennent principalement de leur

richesse en sels minéraux, en boues et en gaz (Bouanane-Darenfed, 2012).

Un échantillon d’eau a été prélevé le 13 avril 2025 a 9h40, a partir de la source thermale
principale de Hammam Tamersit. Trois mesures successives de la température ont été réalisées
a I’aide d’un thermométre infrarouge numérique (LOMVUM Digital Infrared Thermometer).
Les résultats ont montré que la température de la source oscille entre 29 et 30 °C, Ce qui

confirme son appartenance a la catégorie des eaux thermales tieédes, selon la définition
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européenne, une eau est thermale si sa température a la source est supérieure a celle du sol local,
souvent >20°C (Directive 2009/54/CE). La température d'une source dépend a la fois de la
profondeur et de la vitesse de remontée de I'eau, reflétant la profondeur de pénétration et la
rapidité de son ascenson (El Grasby et al., 2001). Les températures plus basses s'expliquent
par le refroidissement dii au melange entre eaux thermales profondes et eaux météoriques, ou
par une recharge météorique accrue ou une conduction thermique plus intense dans des

réservoirs peu profonds (Chenaker et al., 2017).

Ainsi, la température de 30 °C mesurée 8 Hammam Tamersit est relativement modérée
comparée a d’autres sources thermales algériennes bien connues :
Hammam Debbagh : 94,3 °C (Cissé et Moussa, 2023)
Hammam Ouled Ali : 57 °C (Yakhlef et Darbouche, 2012)
Hammam Melouane : 39,5 °C (Bouacem, 2016)

Le pH des eaux thermales se situe généralement entre 6 et 9 (Chapman et Kimstach,
1996). Un pH proche de 7,35 est considéré comme optimal pour la plupart des usages

thérapeutiques, car il est bien toléré par la peau humaine.

Dans les eaux naturelles, le pH varie habituellement entre 6 et 8,5. Il tend a diminuer en
présence de concentrations élevées de matiére organique, tandis qu’il augmente durant les

périodes d’étiage, lorsque 1I’évaporation est plus marquée (Meybeck et al., 1996).

Le pH mesuré dans la source thermale étudiée (7.35) est proche de la neutralité,
comparable a celui de Hammam Guergour (pH = 7,4), rapporté par Aissat et Mekki (2019). En
revanche, il est supérieur a celui de Hammam Debbagh, dont le pH est plus acide (pH = 6,6)
selon Cisse et Moussa (2023).

La conductivité électrique constitue un indicateur clé de la minéralisation d’une eau. La
source thermale de Hammam Tamersit présente une conductivité de 2418 uS/cm, ce qui la place
dans la moyenne des eaux thermales. Cette valeur traduit une minéralisation modérée, bien

adaptée a une variéte de traitements thermaux.

En comparaison, certaines sources présentent des niveaux de minéralisation beaucoup plus
contrastés. Par exemple, la station thermale de Moulay Yaacoub au Maroc affiche une
conductivité trés élevée, comprise entre 46 000 et 47 800 pS/cm (Budju et al., 2023), tandis
que les sources thermales de Kaswa/Mahagi en République Démocratique du Congo présentent

une conductivité plus faible, variant entre 932 et 1230 uS/cm (Houti et al., 2015). Les eaux
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minérales naturelles ont généralement une conductivité comprise entre 500 et 3000 puS/cm
(OMS, 2017).

Ainsi, la source de Hammam Tamersit se distingue par une composition minérale
équilibrée, ni trop pauvre ni excessivement riche en sels dissous, ce qui lui confere une grande

polyvalence pour différents usages thérapeutiques.

Les sources thermales en Algérie affichent une grande diversité en termes de
minéralisation. Les études hydrogéochimiques montrent que la teneur en solides dissous totaux
(TDS) varie de valeurs faibles a trés élevees, en fonction de la géologie locale et des processus

de dissolution des roches.

La source de Hammam Tamersit présente une concentration en TDS de 1206 mg/L, ce
qui correspond a une eau minérale modérément minéralisée, adaptée a un usage thérapeutique
selon ’OMS (2017). Cette minéralisation reste faible comparée a celle d’autres sources
algériennes, comme celle de Hammam Salhine dans la région de Khenchela, dont la TDS atteint
environ 9000 mg/L (Boughrara, 2008).

La salinité naturelle des eaux thermales varie généralement entre 0,1 % et 2 % (Boulé,
2012). Avec une salinité d’environ 1,2 %, ’eau de notre source est considérée comme salée,

une caractéristique pouvant présenter des effets bénéfiques en balnéothérapie.

L’eau thermale de Hammam Tamersit affiche une salinité naturelle proche de 1,2 %,
principalement attribuable a la circulation profonde des eaux au sein de formations
cristallophylliennes (Chorfi, 2019).

Cette valeur est comparable a celle de plusieurs autres sources thermales algériennes et
nord-africaines modérément salées, telles que la source de Roumia, avec une salinité d’environ
0,05 % (Benzerga et Bousri, 2023), et les sources de Zelfana, dont la salinité atteint environ 1
% (Ouali et al., 2007).

I. 3. Parameétres volumétriques

Le tableau 9 présente les concentrations des principaux ions mesurés dans 1’cau thermale
de Hammam Tamersit, ainsi que leurs valeurs typiques observées dans les eaux thermales. Cette
comparaison permet d’évaluer la composition minérale de la source et son adéquation aux

usages thérapeutiques.
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Tableau 9. Concentrations des principaux ions dans 1’eau thermale de Hammam Tamersit
comparées aux valeurs typiques des eaux thermales

Parameétres Unités Valeurs Valeurs typiques en eaux thermales
Chlorures Mg/l 232 Jusqu’a 300 pour les eaux chlorurées
HCO[[ Mg/l 240 100-400
Calcium (Ca[)) Mg/l 60 20-100
Magnésium (Mg>[]) Mg/l 41 10-50
Fluor (F(1) Mg/l 1.5 <1.5 selon OMS

Les concentrations ioniques mesurées dans 1’eau thermale de Hammam Tamersit
montrent une composition minérale équilibrée, conforme aux plages typiques des eaux

thermales

Les chlorures (232 mg/L) se situent légerement en dessous du seuil habituel des eaux
chlorurées (jusqu’a 300 mg/L), indiquant une présence modérée de sels chlorés, souvent

associee a des propriétés antiseptiques et relaxantes en balnéothérapie.

Les résultats analytiques de notre source montrent que sa concentration en chlorures
(232 mg/L) est nettement plus élevée que celle de la source de Belhachani (31,2 mg/L) et que
les chlorures sont absents dans I’eau de la source d’Ouled Ali. Cependant, cette concentration
reste inférieure a celle relevée a Hammam Debagh, ou les chlorures atteignent 370 mg/L
(Yakhlef et Darbouche, 2012).

Les bicarbonates, présents a une concentration de 240 mg/L dans 1’eau thermale de
Hammam Tamersit, se situent dans ’intervalle typique des eaux thermales (100 a 400 mg/L).
Ces 1ons jouent un role essentiel dans le maintien de 1’équilibre acido-basique de 1’eau, ce qui

contribue a ses effets apaisants sur la peau et les muqueuses.

En comparaison, cette teneur est inférieure a celle mesurée a la source d’Ouled Ali (397
mg/L), mais supérieure a celle de Hammam Debagh (183 mg/L). (Yakhlef et Darbouche,
2012).

Les ions calcium (60 mg/L) et magnésium (41 mg/L) sont présents en quantités

moderées, typiques des eaux thermales. Le calcium favorise la régénération osseuse et muscul.

En ce qui concerne les cations, la concentration en calcium (Ca?* ) dans I’eau de Hammam
Tamersit est de 60 mg/L. Cette valeur est inférieure a celles relevées a Ouled Ali (224 mg/L) et
a Hammam Debagh (130 mg/L), mais reste proche de celle mesurée a Belhachani (70,2 mg/L).

Pour le magnésium (Mg?* ), la teneur a Tamersit atteint 41 mg/L, ce qui est légerement
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supérieur a Belhachani (33,5 mg/L) et comparable a Debagh (37,4 mg/L). En revanche, elle est
nettement plus élevée que celle de Ouled Ali, ou elle n’atteint que 19 mg/L. Enfin, la
concentration en fluorures (F~ ) &8 Hammam Tamersit est de 1,5 mg/L, ce qui correspond & la
limite maximale recommandée par I’OMS pour les eaux destinées a la consommation humaine,
tout en conservant un effet thérapeutique potentiel. Dans 1’ensemble, 1’eau de Hammam
Tamersit présente une composition minérale intermédiaire, marquant une minéralisation
modérée, en contraste avec les eaux fortement minéralisées de Debagh et les eaux plus

faiblement minéralisées de Belhachani.
I. 4. Parameétres spectrophotométrie

Le tableau 10 présente les concentrations de certains éléments traces et ions majeurs
mesurés dans 1’eau thermale de Hammam Tamersit, comparées aux seuils recommandés ou
typiquement observés dans les eaux thermales selon les normes de I’OMS ou les valeurs de

référence

Tableau 10. Evaluation des éléments traces et ions majeurs dans 1’eau thermale de Hammam

Tamersit
Parameétres Unités Valeurs Valeurs typiques en eaux thermales
Nitrite (NO?[)) Mg/l 0.06 <50 (norme OMS)
Nitrate (NO[I[)) Mg/l 38.10 <0.1
Fe Total Mg/l 0.04 <0.3
Ion Ammonium Mg/l 0.22 <0.5
(NH4[)
Phosphate (PO4+*) Mg/l 0.20 <0.5
Sulfate (SO[12-) Mg/l 60 <250
Sodium (Nal) Mg/l 26.30 <200
Potasium (K[) Mg/l 2.0 <10

NH; CI =0.06 mg/IH, S =44 mg/l

Les analyses révélent que 1’eau thermale de Hammam Tamersit respecte globalement
les normes de qualité fixées par 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) et les valeurs

typiques observées dans les eaux thermales.

Nitrites (NO2 ~ ) : Avec une concentration de 0,06 mg/L, bien en dessous de la limite de 50
mg/L fixée par ’OMS, la présence de nitrites est tres faible, ce qui traduit une eau peu exposée
a une pollution récente d’origine organique ou industrielle.

Nitrates (NO3z ~ ) : La concentration en nitrates dans I’eau thermale de Hammam Tamersit

atteint 38,10 mg/L. Bien qu’elle reste en dessous de la limite maximale autorisée par I’OMS

33



Partie I11. Résultats et Discussions

pour I’eau potable (50 mg/L), cette valeur demeure relativement €levée comparée a celle
observeée dans d'autres sources thermales, ou les teneurs sont souvent trés faibles, comme c’est
le cas 8 Hammam Debagh (Yakhlef et Darbouche, 2012). Une telle concentration peut étre le
signe d'une infiltration d’origine agricole (engrais azotés) ou d’un apport eneaux météoriques,
notamment en période de recharge hydrique.

Fer total (Fe) : A 0,04 mg/L, le fer reste trés en deca du seuil critique de 0,3 mg/L. Une faible
teneur en fer est favorable pour les usages thérapeutiques, car elle évite la coloration, 1’odeur
métallique et I’oxydation dans les installations.

lon ammonium (NH, * ) : Sa concentration de 0,22 mg/L reste inférieure a la limite fixée (0,5
mg/L), indiquant une absence significative de contamination organique récente.

Phosphates (PO, 3~ ) : Avec une valeur de 0,20 mg/L, les phosphates sont présents en faible
quantité, ce qui suggere une absence de pollution domestique ou agricole notable. Une
concentration excessive pourrait indiquer un rejet de détergents ou d’eaux usées.

Sulfates (SO4 27 ) : La concentration en sulfates dans 1’eau thermale de Hammam Tamersit est
de60 mg/L, une valeur bien inférieure a la limite de250 mg/Lrecommandée, maissupérieure a
celle observée a Hammam Ouled Ali(entre 24 et 41 mg/L) (Yakhlef et Darbouche, 2012).
Cette teneur modérée suggere une origine géologique marquée, probablement liée a la
dissolution de roches sédimentaires contenant des minéraux soufrés (Hem, 1985). A ce niveau,
les sulfates peuvent contribuer positivement aux propriétéspurgatives et dermatologiques
del’eau thermale.

Sodium (Na* ) et Potassium (K* ) : Les teneurs mesurées en sodium (26,30 mg/L) et en
potassium (2,0 mg/L) restent largement en dessous des seuils admis pour les eaux thermales
(respectivement 200 mg/L pour le sodium et 10 mg/L pour le potassium). Ces concentrations
modérées sont caractéristiques des eaux thermales alcalines, connues pour leurs effets
bénéfiques sur la peauet leuraction apaisante sur les affections dermatologiques (Zouggar et
al., 2013). A ces niveaux, sodium et potassium contribuent positivement & la minéralisation

globale de 1’eau, sans presenter de risques pour la santé ou de contre-indications majeures.

L’eau thermale de Hammam Tamersit présente une composition chimique globalement
saine, sans signes de pollution significative. Les concentrations mesurées sont compatibles avec
une utilisation en balnéothérapie et en soins dermatologiques, renfor¢ant 1’intérét thérapeutique

de cette source. (Féray, 2002).
I1. Isolement et identification des bactéries

I1.1. Isolement et purification des bactéries
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Nous avons choisi la source thermale de Hammam Tamersit, située dans la wilaya de
Khenchela, car aucune étude n’a été réalisée jusqu’a présent sur la microbiologie de ses eaux.
Cela confere a notre travail un caractére original, notamment en ce qui concerne le site
d’échantillonnage. A partir de 1’eau thermale de cette source, et a I’aide de quatre milieux
d’isolement différents, une dizaine de colonies présentant des aspects morphologiques variés
ont été prélevées puis purifiées par repiquages successifs sur les mémes milieux solides. Ce
processus a permis de sélectionner dix isolats, codés selon une nomenclature alphanumerique :
E2,E3, E4,ES, E6,E7, E8, E9, E10 et E12.L’identification se basait sur les méthodes classiques
telles que la forme, la taille, I’aspect des colonies, la coloration de Gram ainsi que des tests
physiologiques et biochimiques.

I1. 2. Caractérisation Morphologique
Il. 2. 1. Aspects macroscopique et microscopique des souches étudiées

Apreés une incubation a 45°C, pendant 24 a 48 h, on observe des colonies d’aspects
différents ; plate, rugueuse, lisse ou bombée ; de forme irréguliere ou rond ; et de couleur beige,
blanche ou jaune, (Photo 4, Tab 11).

L’examen microscopique des dix isolats bactériens issus de la source thermale de
Hammam Tamersit a révélé une diversité notable, tant au niveau de la coloration de Gram que
de la morphologie cellulaire (Photo 5, Tab 11). Sur le plan de la coloration de Gram, sept isolats
se sont révélés Gram positifs (isolats E2, E3, E5, E6, E8, E9, E12), tandis que les trois autres
étaient Gram négatifs (isolats E4, E7 et E10), traduisant une répartition équilibrée entre les
deux types de paroi cellulaire.

Du point de vue morphologique, la majorité des isolats présentaient soit une forme
coccique (isolats E2, E5, E7, E9, E10), soit une forme bacillaire (isolats E3, E6, E8, E12). Un
isolat (E4) a présenté une morphologie intermédiaire de type coco-bacillaire.

Cette diversité morphologique et structurale est caractéristique des milieux thermaux, connus
pour leurs conditions extrémes (température, minéralisation élevée), et témoigne d’une bonne
adaptation des souches isolées a cet environnement spéecifique. La plupart des bactéries isolées
des sources thermales en Algérie surtout, étaient des bacilles Gram positif. Une étude similaire
a été réalisée par Larbi (2015), qui a isolé 59 souches bactériennes de différentes sources
thermales (Hammam Debagh a Galma, Hammam bouhnifia a Mascar, Hammam Bouhjar a
Temouchent, Hammam Rabi a Saida, Hammam Righa a Ain Defla), dont 44 isolats étaient des
bacilles Gram positif, mais aussi, elle a trouve aussi des bacilles Gram négatif et des Cocci
Gram positif.  Ces résultats rejoignent ceux rapportés par Aissat et Mekki (2019) a Hammam

Guergour (Sétif), ou les genres Bacillus et Pseudomonas dominaient, tout comme ceux de
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Benalia et al. (2020) a Hammam Debagh (Guelma), ou des souches thermotolérantes telles que

Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa ont éte isolées.
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Photographie 4. Aspect macroscopique des souches étudiées
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E2 E3 E4 E8 E9

Photographie 5. Observation microscopique des souches étudiées, réalisée au microscope photonique avec un grossissement de x100.
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Tableau 11. Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des isolats bactériens issus de

la source thermale de Hammam Tamersit

Type de colonie
Isolat Gram Forme
Couleur Aspect Forme Consistance
E2  Blanchatre plate Irréguliere Crémeuse Positif (+) Cocci
E3 Créme Lisse ’Ron.c!e Crémeuse Positif (+) Bacille
régulicre
. T . o Coco-
E4 Beige plate Irrégulicre Crémeuse Négatif (-) bacille
A Lisse , o\ .
E5  Blanchatre , Ronde Crémeuse Positif (+) Cocci
bombée
\ Plate , . o\ )
E6 Creme Dentelée Crémeuse Positif (+) Bacille
rugueuse
E7  Blanchatre Plate lisse Ronde Crémeuse Négatif (-) Cocci
. Plate L1 . .\ .
ES8 Beige Irréguliere Crémeuse Positif (+) Bacille
rugueuse
E9 Beige Plate lisse Ronde Crémeuse Positif (+) Cocci
E10 Creéme Lisse Irréguliere Crémeuse Négatif (-) Cocci
bombée & &
E12 Beige plate Irréguliere Crémeuse Positif (+) Bacille

I1. 3. Caractérisation biochimique
I1. 3. 1. Recherches des enzymes respiratoires

Les résultats de la recherche des enzymes respiratoires chez les souches étudiées sont
présentés dans le Tableau 12. Cette analyse inclut les tests de catalase, oxydase et ONPG,

permettant de caractériser le métabolisme respiratoire et fermentaire des isolats.
Il. 3. 1. 1. Test de la Catalase

Tous les isolats se sont révelés catalase positifs (+). Cela indique leur capacité a
décomposer le peroxyde d’hydrogene (H, O, ) en eau (H, O) et oxygéne (O, ), réaction
visualisée par I’apparition de bulles d’air. (Photo 6 a, Tab 12)

Il. 3. 1. 2. Test Oxydase

Seuls quatre isolats sur dix se sont révéles oxydase positifs (+). Le test est mis en évidence

par un changement de couleur vers le mauve, indiquant la présence de cytochrome c oxydase.
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Ces isolats sont probablement des aérobies stricts ou possedent un meétabolisme respiratoire
oxydatif. (Photo 6 b, Tab 12).

11.3.1. 3. Test ONPG

Tous les isolats ont donné un résultat ONPG négatif (—), traduisant I’absence d’activité -
galactosidase. Ils sont donc incapables de fermenter le lactose, ce qui est confirmé par I’absence

de coloration jaune dans le milieu réactionnel. (Photo 6 c, Tab 12)

Tableau 12. Caractérisation biochimique des isolats

Isolat Catalase Oxydase ONPG
E2 + + _
E3 + + -
E4 + - -
E5 + - -
E6 + - -
E7 + + ;
ES + = -
E9 + - -

E10 + - -
E12 + + -

Oxydase : pas de changement de couleur (-) / Couleur mauve (+)
ONPG : couleur jaune (+) / pas de changement de couleur (-)
Catalase : Aucune formation de bulles (-) / I’apparition des bulle d’air(+)

(@) (b) ()

Photographie 6. Caractérisation biochimique des isolats. (a): Test catalase, (b): Test oxydase
(c): Test ONPG
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I1. 4. Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires des souches obtenues

L’étude enzymatique des isolats bactériens issus de la source thermale de Hammam
Tamersit (wilaya de Khenchela) a révélé une importante diversité métabolique, caractérisée
par des activités hydrolytiques variées (Tab 13, Photo 7)

Les tests enzymatiques ont montré que trois isolats (E2, E4 et E12) présentaient une

activité amylasique positive, dont deux avec une activite tres intense (+++).

Par ailleurs, cing isolats (E3, E4, E8, E10 et E12) ont exprime une activité caséinase, tandis
que cing autres (E3, E4, E5, E8 et E12) ont montré une activité gélatinolytique.

Enfin, trois isolats (E3, E8 et E12) ont présenté une activité lipolytique sur milieux
contenant Tween 20 et Tween 80.

Ces résultats suggerent I’existence de bactéries thermotolérantes dotées d’un potentiel
enzymatique important. En effet, la capacité a hydrolyser des substrats complexes tels que
I’amidon, la caséine ou la gélatine témoigne de 1’adaptation de ces microorganismes aux
conditions extrémes du milieu thermal, ou les nutriments sont souvent limités ou présents sous

des formes complexes.

Des études similaires menées sur d'autres sources thermales en Algérie confirment la
présence de bactéries thermophiles capables de produire des enzymes d’intérét. Par exemple,
dans les eaux thermales de Hammam Righa, Hassad et Immoune (2019) ont isolés 17 souches
thermophiles exprimant des activités enzymatiques variées (amylase, protéase, lipase, etc.).
Quatre de ces souches se sont distinguées par leur capacité a hydrolyser I’ensemble des substrats

testés, démontrant ainsi leur adaptabilité et leur potentiel industriel.

De méme, dans 1’étude de Aissat et Mekki (2019) réalisée a Hammam Guergour
(Sétif), plusieurs souches appartenant aux genres Bacillus et Brevibacillus ont montré une
activité enzymatique extracellulaire importante. Ces résultats rejoignent ceux obtenus dans

notre travail.
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Tableau 13. Résultats des tests enzymatiques des souches isolées

Isolat Amidon Caséine Gélatine Tween 20 Tween 80
E2 + - - - -
E3 - + + - +
E4 +++ + + - -
E5 - - + - -
E6 - - - - -
E7 - - - + -
ES - + + + +
E9 - - - + -

E10 - + - - -
E12 ++ + + - +

Remarque : (+) : hydrolyse compléte et (-) : absence de I’hydrolyse

Test de la caséine

Photographie 7.Les résultats des tests enzymatiques
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I1. 5. Caractérisation physiologique des souches
I1. 5. 1. Influence de la température sur la croissance

D’apreés les résultats montrés dans le tableau 14 et la photographie8 ,L’ensemble des
isolats testés n’a montré aucune croissance a 4 °C, ce qui exclut la présence de bactéries
psychrophiles au sein de cet échantillonnage. En revanche, tous les isolats présentent une
croissance marquée a 25 °C et 37 °C, avec une intensité allant de modérée a forte, ce qui indique

une dominance de bactéries mésophiles.

La croissance a 45 °C a également été observée chez la majorité des isolats, suggérant une
tolérance a des températures élevées, typique des bactéries thermotolérantes. Cependant, une
exception notable est observée pour 1’isolat 10, qui ne présente qu’une croissance tres faible (+)
a 45 °C, ce qui pourrait refléter une moindre tolérance thermique ou une sensibilité a cette

température limite.

Ces résultats rejoignent les données rapportées dans d'autres études sur des sources
thermales algériennes, notamment 8 Hammam Guergour (Sétif), ou Aissat et Mekki (2019) ont
également observé une prévalence de bactéries mésophiles et thermotolérantes,un absence de

croissance a 4 °C, et une croissance optimale entre 37 °C et 45 °C.

Ces similitudes suggerent que les conditions environnementales de ces sources thermales

favorisent un microbiote adapté aux températures modérées a élevées.

Tableau 14. Résultats de I'influence de la température sur les isolats étudiés

Isolat T°=4 T°=25 T°=37 Te=45
E2 - -+ +H+ ++

E3 - +++ +++ +H+
E4 - +++ ++ -
ES - ++ +H+ +H+
E6 - 4+ 4+ b+
E7 - 4+ 4+ b+
E8 B ++ +++ +++
E9 - 4+ 4+ b+
E10 - ot ot +

E12 - +++ +++ -
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Photographie 8. L’influence de Température sur les isolats étudies.
11. 5. 2. Influence du pH sur la croissance des isolats étudies

Les résultats obtenus dans le tableau 15 et la photographie 9 montrent que la majorité des
isolats étudiés présentent une croissance optimale dans une gamme de pH neutre a basique (5,4
a 9), ce qui suggere que la microflore thermale de Hammam Tamersite est dominée par des
bactéries neutrophiles a alcaliphiles. L’absence de croissance a pH acide (3,4) pour la plupart
des isolats indique que cet environnement n’est pas favorable au développement de bactéries
acidophiles, qui y seraient donc peu présentes. Une analyse plus détaillée par isolat révele les

profils suivants

Isolat 2 : se distingue par une croissance forte (+++) a tous le pH testé, traduisant une tolérance
élevée aux variations de pH, y compris en milieu acide.

Isolat 3 : bien qu'aucune donnée ne soit disponible pour pH 3,4, il montre une croissance faible
() a pH 5,4 et forte a pH 9 (+++), ce qui révéle une tendance alcaliphile.

Isolat 12 : ne croit pas en milieu acide (— a pH 3,4), présente une croissance faible () a pH 5,4
et modérée a forte (++) a pH 9, indiquant une préférence nette pour un environnement basique.
Isolats 4, 5, 6, 7, 8, 9 et 10 : bien que les données soient absentes pour pH 3,4, ces isolats
présentent tous une croissance forte (+++) a pH 5,4, avec des réponses variables a pH 9 (allant
de faible (z) a forte (+++)). Cela indique qu’ils sont principalement neutrophiles, avec pour
certains une capacité d’adaptation partielle a un pH alcalin.

Ces résultats traduisent 1’adaptation de la microflore de la source thermale a un environnement
peu acide, voire légerement basique, ce qui est courant dans de nombreuses sources chaudes
non volcaniques. La diversité observée en termes de tolérance au pH pourrait également refléter

I’existence de niches écologiques variées au sein du méme site thermal.
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Les sources thermales de Khenchela (notamment Tamersite et Djaarir) présentent une
Iégere alcalinité, ce qui explique la prédominance de bactéries capables de croitre dans une
gamme de pH allant de 5,4 & 9, ainsi que leur faible tolérance aux milieux acides (Guilal et al.,
2022).

Tableau 15. Résultats de I'influence du PH sur les isolats étudiés

Isolat pH=34 pH=54 pH=9
E2 +++ +++ +++
E3 / + +++
E4 / +++ +++
ES / +++ +
E6 / +++ +
E7 / +++ +
E8 / +++ +
E9 / +++ +++
E10 / +++ ++
E12 - 4+ ++

Photographie 9. L’influence du pH sur la croissance les isolats étudies

I1. 5. 3. Influence de la concentration de I’ NaClsur la croissance des isolats étudies

Les isolats bactériens issus de Hammam Tamersite présentent une tolérance modérée au
sel (Tab 16,Photo 10), typique des bactéries provenant de sources thermales
continentalesasalinité naturelle faibleamoyenne. Aucun isolat n’est complétement inhibé,

méme a la concentration maximale testée

v A 0,1 % NaCl: Tous les isolats affichent une croissance forte. Cette réponse homogéne suggére
que cette concentration est bien tolérée, voire favorable, a la croissance bactérienne.

v A 0,8 % NaCl : La croissance reste trés satisfaisante pour la majorité des isolats.

v A 1,5 % NaCl : Cette concentration induit une réduction visible de la croissance chez plusieurs

isolats, bien que tous conservent une viabilite.
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Les isolats 2, 3 et 4 gardent une croissance forte (+++), montrant une bonne tolérance.Les
isolats 6, 9 et 10 affichent une croissance modérée (++).Les isolats 7, 8 et 12 montrent une
croissance faible (+).Isolat 5 est le plus sensible, avec une croissance trés faible (+).Ces résultats
indiquent que les isolats sont majoritairement halotolérants: capables de croitre en milieu
légérement a modérément salin, mais sans étre adaptés a des conditions de salinité élevée
comme les halophiles stricts. Cette caractéristique est cohérente avec 1’origine continentale de
la source thermale, par opposition aux environnements volcaniques ou marins, souvent plus
salés.

Les bactéries isolées de sources tres chaudes comme Hammam Essalihine présentent
souvent une tolérance a des salinités plus élevées (jusqu’a 9 % NaCl), ce qui dépasse la
tolérance observée a Tamersite. En outre Hammam Essalihine Assif EI Hammam a Béjaia les
isolats bactériens tolerent des concentrations de NaCl allant de 0,5 a 9 % (Djelouah et
Ouhocine, 2022)

Tableau 16. Résultats de I'influence de la concentration d’NaCl sur les isolats étudiés

Isolat NaCl =0,1% NaCl =0,8% NaCl =1,5%
E2 +++ +++ +++
E3 ++ +++ +++
E4 +++ +++ +++
ES5 +++ +++ +
E6 +++ ++ ++
E7 +++ ++ +
E8 +++ +++ +
E9 +++ +++ ++

E10 +++ +++ ++
E12 +++ + +

Photographie 10. L’influence de la concentration d’NaCl sur la croissance les isolats étudie
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I1. 6. Identification des isolats

L’identification des isolats a été faites selon Bergy’s manuel (2009), elle est basée sur
des critéres physiologiques (I’évaluation de la tolérance au NaCl, pH et température), des
critéres morphologiques (1’aspect macroscopique et microscopique) et les critéres biochimiques

suivi par évaluation de profil enzymatique. Nos résultats montrent que les isolats partagent

quelques critéres en commun :

Colonies avec aspect : crémeux, lisse ou rugueux, d’une couleur jaunatre et/ou blanchatre ;

Gram + ou - aérobies ou aéro-anaérobies

La température de croissance est de 25 a 45 °C

Le sectre de pH estde 3,529

La tolérance de NaCl atteindre jusqu’ a 1,5 % p/v

Elles ont la capacité de dégrader plusieurs substrats : caséine, gélatine, tween 20, tween 80 et

amidon.

Selon ces criteres, 1’analyse morphologique, biochimique et physiologique met en

¢vidence une diversité bactérienne adaptée a ces conditions particuliéres. D’aprés le manuel de

Bergey’s, ces isolats peuvent étre classés en six genres distincts :

Staphylococcus sp.,

Geobacillus, Anoxybacillus, Pseudomonas ou Thermus, et Acinetobacter sp., comme résumé

dans le tableau 17.

Tableau 17. Classification présumée des isolats bactériens issus d'eau thermale, en référence

au Bergey's Manual of Systematic Bacteriology.

Isolat Gram Forme Identification probable Genre suspecté
E2 + Cocci  Cocci halotolérants, catalase + Staphylococcus sp.
Thermophile enzymatiquement Geobacillus,
E3 + Bacille
modéré Anoxybacillus
Coco- Pseudomonas ou
E4 — G- ox+ thermotolérant
bacille Thermus
ES + Cocci  Halotolérant, peu actif Staphylococcus sp.
E6 + Bacille Bacille inactif mais thermophile Geobacillus
E7 - Cocci G- ox+ thermotolérant Acinetobacter sp.
ES8 + Bacille Actif protéase/lipase, thermophile Anoxybacillus sp.
E9 + Cocci  Halotolérant, peu actif Staphylococcus sp.
E10 - Cocci G- ox+ caséinase + Acinetobacter sp.
E12 + Bacille Actif enzymatiquement, thermophile = Geobacillus sp.
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Conclusion

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la caractérisation physico-chimique et microbiologique
des eaux thermales de la source Hammam Tamersit, située a Khenchela (Algérie), un milieu
naturel encore peu étudié, propice a la présence de bactéries thermophiles présentant un intérét
biotechnologique.

En effet, ce travail a permis d’atteindre les objectifs que nous sommes fixés au début :
isolement, caractérisation et identification des bactéries isolées a partir de cette source, tout en
évaluant leurs caractéristiques physiologiques et leurs activités enzymatiques

Le nombre total des isolats sélectionné dans cette étude est dix isolats ont été purifiés et
identifiée sur la base d’une caractérisation phénotypique.

L’identification morphologique (macroscopique et microscopique) a révélé une diversité
de formes bactériennes, dominées par des bacilles et des coques, avec une répartition équilibrée
entre bactéries Gram positives et Gram négatives.

Sur le plan biochimique, tous les isolats se sont réveélés catalase positifs, tandis que seuls
quelques-uns ont montré une activité oxydasique. Aucun isolat n’a présenté d’activité f3 -
galactosidase (test ONPG négatif), traduisant une incapacité a fermenter le lactose.

Les analyses réalisées ont permis de mettre en évidence une population bactérienne
majoritairement thermophile, adaptée a une température de croissance comprise entre 25°C et
45°C. La majorité des souches montrent une préférence pour un pH neutre a légérement alcalin,
et tolerent modérément la salinité, avec une croissance réduite a 1,5 % de NaCl.

Enfin, les tests enzymatiques ont mis en évidence des activités hydrolytiques variées :
amylase, caséinase, gélatinase et lipase (Tween 20 et 80), témoignant d’un métabolisme riche
et potentiellement exploitable. Ces résultats soulignent 1’intérét biotechnologique des souches
isolées, notamment dans les secteurs de I’agroalimentaire, de la détergence, de la pharmacie ou
du traitement des dechets.

L’identification a permis de distinguer six genres bactériens : Geobacillus,
Anoxybacillus, Staphylococcus, Pseudomonas, Thermus, et Acinetobacter.

En conclusion, la source Hammam Tamersite représente un réservoir biologique sous-exploré
mais prometteur, dont 1’exploitation scientifique peut révéler des applications innovantes dans
les domaines de la microbiologie, de la biotechnologie et de la bio-industrie. Ce travail constitue
une base solide pour des recherches futures, a la fois fondamentales et appliquées, sur la
valorisation des microorganismes extrémophiles présents dans les écosystéemes thermaux

algériens.
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Conclusion

Ainsi, cette étude contribue a une meilleure connaissance de la biodiversité microbienne
des sources thermales algériennes, en particulier celle de Hammam Tamersite, et ouvre la voie
a des perspectives de recherche plus approfondies. Dans un avenir proche, il serait pertinent de
procéder a I’identification moléculaire des isolats par séquencage du géne 16S rRNA, afin de
confirmer 1’appartenance taxonomique présumeée et de détecter d’éventuelles especes rares ou
nouvelles. Des études fonctionnelles plus poussées sur les enzymes produites permettraient
également de déterminer leurs propriétés cinétiques, leur stabilité thermique, leur tolérance au
pH et leur durée d’activité, ce qui est essentiel pour toute application industrielle.

En outre, il serait intéressant d’élargir le champ d’investigation a d’autres sites thermaux
de la région de Khenchela, afin de comparer la richesse microbienne entre différents systemes
hydrothermaux. Une autre voie de recherche consisterait a étudier le potentiel antimicrobien
des souches isolées, notamment contre des agents pathogénes multirésistants, dans un contexte
ou la recherche de nouveaux antibiotiques naturels est devenue prioritaire. Enfin, a plus long
terme, une collaboration avec des laboratoires industriels pourrait envisager le développement
de bioprocédés basés sur les souches ou les enzymes identifiées, contribuant ainsi a la

valorisation des ressources microbiennes naturelles locales.
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Annexe 01
Composition des milieux de cultures utilisés dans cette étude
v Milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu)
v Gélose nutritive (GN)

Autoclaver a 120°C pendant 20mn

Peptone 59
Extrait de viande 19
Extrait de levure 29

NacCl 5¢
Agar 129
pH 7.2

Eau distillee

v' M1 : Milieu 1

1L

Peptone 89

ED 1L




v' M2 : Milieu 2

Amidon 19
Extrait de levure 19
Peptone 5g9

ED 1L

Agar 129

pH 7.1

v' M3 : Milieu 3

NaCl 59
Extrait de levure 2,59
Peptone 5g
Extrait de viande 19
ED 1L
Agar 129
pH 7.1

Milieux de culture utilisée pour la recherche des activités hydrolytiques extracellulaires



Annexe 02
Coloration de GRAM
1.1. Faire un frottis
*Nettoyer une lame a l'alcool.
eDéposer une goutte d'H20 sur la lame.

*Toucher une colonie a l'aide d'une anse stérile pour prélever des bactéries. Il n’est pas

nécessaire de prendre beaucoup de bactéries

*Frotter I’anse dans la goutte d'eau. Laisser sécher a l'air.

*Passer 3 fois la lame dans la petite flamme du bec Bunsen pour fixer 1’échantillon a la chaleur.
1.2. Coloration et explications

*Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis fixé.

Q
.

Laisser agir 1 minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries.

Jeter l'exces de colorant dans un bécher.

k“

*Rincer trés briévement en faisant couler de I'H20 sur la lame au-dessus du frottis (pas

directement sur le frottis).



_—

w ‘
*Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis. Le Lugol (composé iodé) est un mordant qui
permet de fixer le violet dans les bactéries.
Laisser agir 1 minute.
«Jeter la solution de Lugol dans un bécher et rincer briévement a I'H20 comme précédemment
décrit.
*Décolorer en faisant couler la solution de décoloration sur la lame jusqu'a ce que le violet ne

s'écoule plus du frottis (5 a 10 secondes).

La solution de décoloration contient un mélange d'alcool et d'acétone. Les pores de la paroi
des Gram+ sont fermés par la déshydratation a l'alcool. La paroi est alors imperméable et le
colorant violet reste dans les bactéries. La membrane des Gram- est dissoute par le mélange
alcool-acétone. La paroi plus mince et de composition différente laisse alors sortir la coloration

violette.

*Rincer a 'H20.

*Contre-colorer en déposant la solution de Fuchsine (rose) pendant 1 minute.
*Rincer a 'H20.

Laisser sécher a l'air.

*Observer au microscope (grossissement 40x ou, avec une goutte d'huile a immersion au

grossissement 100x).



Annexe 03

Milieu 01 (recherche de I’amylase)

Composition concentration (g/100ml) |
Nacl 0.2

Amidon soluble 1

Extrait de levure 0.2

Peptone 0.5

Agar 3

Eau distillée 100 ml

Milieu 02 (activité protéolytique)

Milieu 02 (a)
Composition concentration (g/100ml) |
Nacl 0.2
Caséine 1
Extrait de levure 0.2
Peptone 0.2
Agar 3
Eau distillée 100 mL
Milieu 02 (b)
Composition concentration (g/100ml)
Nacl 0.2
Gélatine 0.4
Extrait de levure 0.2
Peptone 0.2
Agar 3
Eau distillée 100 ml

Milieu 03 (activité lipolytiques)

Milieu 03 (a)
Composition concentration (g/100ml)
Nacl 0.2
Extrait de levure 0.2
Peptone 0.2

Agar 3



Tween 20 1ml

Eau distillée 100 mL
Milieu 03 (b)
Composition concentration (g/100ml)
Nacl 0.2
Extrait de levure 0.2
Peptone 0.2
Agar 3
Tween 80 Iml

Eau distillée 100 mi




Annexe 04

Méthodes d’analyses physico-chimiques

Les méthodes de dosage qui permettent la détermination de la qualité de 1’ensemble des

échantillons sont les suivants :

Le pH est mesuré sur un pH-metre digital de laboratoire pH 211 HANNA et une électrode
combinée (Bioblock Scientific).

Le titre hydrotimétrique TH et le titre alcalimétrique complet TAC sont déterminés

respectivement par complexométrie a ’EDTA et par dosage par 1’acide sulfurique (Rodier,
1984).

La conductivité est mesurée gréce a un conductimetre de type LF 315.

Les sulfates, les phosphates, le brome, et le potassium sont déterminés par colorimétrie sur un

photometre de type palintest.

Les chlorures sont détermines par la méthode de Mobhr, tandis que les nitrates, I’ammoniaque
et le fer sont déterminés par colorimétrie sur un photometre de type multi parametres. Le fluor

est déterminé par potentiométrie en utilisant une électrode spécifique Elit 8221 F- (55907).




Résumé

Cette étude porte sur la caractérisation physico-chimique et microbiologique des eaux thermales de la source
Hammam Tamersite (Khenchela, Algérie), un écosystéme naturel peu exploré, favorable a I’isolement de bactéries
thermophiles & potentiel biotechnologique. L’objectif était d’isoler, d’identifier et de caractériser ces bactéries,
ainsi que d’évaluer leurs propriétés physiologiques et enzymatiques. Dix souches thermophiles ont été isolées a
45 °C sur différents milieux. La caractérisation phénotypique (morphologique et biochimique) des isolats a révélé
une diversité remarquable : formes variées (Cocci, Bacilles, Cocco-Bacilles), la majorité des isolats sont Gram
positif (8/10), et profils enzymatiques distincts. La plupart étaient catalase-positives, avec des activités variables
en oxydase, amylase, caséinase et gélatinase. Les souches E3, E4 et E12 ont montré plusieurs activités
hydrolytiques, suggérant un potentiel enzymatique intéressant. Toutes les souches ont présenté une croissance
optimale entre 37 et 45 °C, avec une bonne tolérance aux pH modérément acides a basiques. Par ailleurs, elles ont
démontré une halotolérance modérée, supportant des concentrations croissantes de NaCl, ce qui confirme leur
capacité d’adaptation a des conditions environnementales extrémes. L’identification a permis de distinguer six
genres bactériens : Geobacillus, Anoxybacillus, Staphylococcus, Pseudomonas,Thermus, et Acinetobacter.
Ces résultats soulignent le potentiel biotechnologique de cette microflore et ouvrent la voie a des recherches

futures, incluant le séquencage rRNA 168, la purification enzymatique et 1’étude des propriétés antimicrobienne.

Mots clés : Eaux thermales, Source Hammam Tamersite, Bactéries thermophiles, Potentiel biotechnologique,
Caractérisation phénotypique.
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