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ARA : Arabinose

ASR : Anaérobie sulfito réducteurs
API : Appareillage et procédé d’identification

CF : coliformes fécaux

CIT : citrate de sodium

CMC : carboxyméthylcellulose

CT : coliformes totaux

DO : Densité Optique

FMAT : Flore Mésophile Aérobie Totale
GEL : Gélatine de Kohn

GLU : Glucose

H2S: Thiosulfate de sodium

IND :indole

INO : Inositol
LDC : Lysine décarboxylase

LM : Levures et Moisissures
LRDEHM : Laboratoire de diagnostic épidémiologique et gitige du milieu

MAN : Mannitol

MEL: Melibiose

NM: Norme Marocaine

ODC: ornithine décarboxylase
ONPG: ortho-nitro-phenylgalactoside
P : Piscine

PA : Pseudomonaaeruginosa

PAM : Procédés Alimentaires et Microbiologiques
R : Réservoir

RHA :Rhamnose

S: Source

SAC : saccharose

SF: streptocoqueécaux

SOR: sorbitol

TA : Titre Alcalimétrique

TAC : Titre Alcalimétrigue Complet
TDA : Tryptophane désaminase
UFC : Unité formant colonie

Ul : Unité internationale

URE :uréase

VP : Pyruvate de sodium
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Introduction

L'eau représente un élément essentiel et irremplaca

ble pour assurer la continuité de la vie. Cependzle peut étre aussi une source de maladies (EL
HAISSOUFI et al., 2011), car elle peut jouer leerde vecteur d'agents potentiellement dangereux,
notamment des micro-organismes pathogenes (HASSO®&MNE., 2010). La détérioration de la
qualité des ressources en eau constitue une manaseimportante que celle liée au déséquilibre
quantitatif (EL ADDOULI et al., 2009b).

Les eaux souterraines, souvent protégées géolaginte sont exposées a des pollutions agricoles,
industrielles et / ou urbaines (EL ADDOULI et &009a). Les eaux superficielles elles aussi, sont
menacées par des rejets polluants divers: indisstrtomestiques, agricoles, atmosphériques,
thermiques... etc. Les activités anthropiques sorbrigine de la plupart des problemes de
pollution des cours d’eau. Elles diminuent le pt&rdes ressources hydriques de bonne qualité
(EL ADDOULI et al., 2009b). Le climat marocain estla fois méditerranéen et atlantique. Il
présente une saison seche et chaude (de Mai an8ep)eet une saison froide (d’Octobre a Auvril).
Au Maroc, les écoulements superficiels sont trilmetades précipitations et présentent une grande
variabilité spatiale (BOUAICHA ET BENABDELFADE., 27F). En général, les ressources
hydriques dont dispose le Maroc sont limitées efmises a des variations cycligues extrémes
(ALIBOU et al., 2002). De méme, la situation quatite des eaux est loin d'étre satisfaisante
(CHAHLAOUI et al., 1997).

En partant de ces ressources hydriques, des stdtiermales au Maroc s’en servent a des fins
thérapeutiques, elles sont indiquées pour des malachroniques, en accompagnement d’un
traitement classique ou en prévention de comptinatide certaines maladies. Mais la situation
devient critique avec la présence de patients leossteme immunitaire est affaibli, ce qui pourrai
constituer un risque sanitaire grave. En effet, td@gaux de KHAYLI et al.,(2011) , SALAME et
al.,(2013) ont montré la présenceRgeudomonas aerugingsee qui pourrait constituer un risque

sanitaire grave affectant la santé de la population
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En absence de l'application adéquate du plan deelance de ces eaux thermales, nous avons

meneé cette étude pour répondre aux objectifs stavan

* Etude de la qualité physico-chimique et bactériojog des eaux thermales de la ville de
Fes, afin d’évaluer le risque sanitaire lié a leutiisations par la population pour la

baignade et la boisson.
» Isoler et étudier des potentialités enzymatiquesstzhctéries thermophiles.

Pour mener cette étude, nous avons realisé degsasgbhysico-chimique et bactériologique des
eaux de trois stations de la région de la villeFds (Moulay Yacoub, Ain Allah, Sidi Harazem).

Ensuite, nous avons procédé a l'isolement des testthermophiles a partir de ces eaux, et testé
certaines de leurs activités enzymatiques (amytzdkilase et pectinase) pour essayer d’optimiser

la concentration de cette enzyme.
Ce manuscrit comprend :

INTRODUCTION,;
ou nous présentons la problématique et les obgedtifce travail.

MATERIELS ET
METHODES; en détaillant les analyses effectuées.

RESULTATS ET
DISCUSSIONS ; en comparant nos résultats aux efudesables.

CONCLUSION.
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Revue Biblographigue

[-Généralités sur les sources thermales

I- 1- Répartition géographique des sources thermaseau Maroc

Le Maroc possede une réserve en eau souterrainaéggligeable qui se manifeste sous forme de
résurgences d'eau douce émergeant entre les fonaaigileuses sous-jacentes triasiques et celles
de la plate forme carbonatée jurassique du donetiasique. Ce dernier constitue le plus grand
réservoir en eau au Maroc. Cette réserve en eaere de nombreuses sources thermales soit au
niveau des formations carbonatées jurassiques itles Bud Rifaines, soit dans les formations
tertiaires a dominance marneuse du domaine rifaidueSillon Sud Rifain (SSR). Ces sources
chaudes constituent un systeme hydrothermal arlée paccidentale d'une ceinture orientée Est-

Ouest allant depuis le Maroc jusqu'en Tunisie (EARVITI, 2007).

Il existe plusieurs sources thermales au Maragséihinées un peu partout dans le moyen Atlas,
dans le Sud et dans le Rif et qui sont considé@éesne des eaux a vertu thérapeutique de premiére
gualité, mais a part 'unique et réelle statiorriele Moulay Yacoub, les autres sources thermales
sont exploitées de fagcon empirique et artisanaergillement par une population locorégionale.
[-2- Origine

Schématiquement, au niveau du cycle de I'eau &dléz du globe terrestre:

- 60% de I'eau de pluie reste dans I'atmosphéneagttient le cycle d’évaporotranspiration

- 15% ruisselle et rejoint les cours d’eaux.
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- 25% s'infiltre dans le sol et alimente les nappesterraines. Une partie infime de ces

eaux va percoler jusqu’a une importante profond€2000 m) pour former les eaux minérales, dont
certaines d’entre elles alimenteront les statibiesmales. Pendant ce circuit, I'eau va se réchguffe

acquérir de la pression, s’enrichir de minéraweald’ souterraine sera d’autant plus riche en
minéraux que le temps de contact avec la rochelsetpet que la température sera élevée. En

profondeur, I'eau peut encore s’enrichir de ganstituée de C®ou d’'H,S.

La remontée des eaux minérales se fait par desufesgcde I'écorce terrestre (failles) selon
un circuit plus ou moins compliqué et sera plus larée par la présence de gaz (EL WARTITI,
2007) .

|- 3-Classifications

Aucune classification des eaux minérales ne peetegitierement satisfaisante car il n’existe pas de
parallélisme parfait entre leur composition chinggleurs propriétés physicochimiques et leurs
actions thérapeutiqu€éSRAISSAC et al., 2006)

I-3-a Classifications physigues

La classification physique des eaux thermales ptégemr TRAISSAC et al .,(2006) est la
suivante :

= Température

Autant que la composition des eaux, leur tempésaauémergence est trés variable d'une source a
l'autre. Les eaux sulfurées neutres ont généraleomen température basse, de 10 a 31 °C (hypo-
ou meésothermales). Les sulfurées alcalines sam phaudes, de 35 a 70 °C, méso- ou
hyperthermale.

= Radioactivité

Certaines stations thermales possedent des saadieactives. La radioactivité est liée au radon,
sa période est courte (3 a 8 jours) et n'entra@sede risque d'accumulation. Donc, on distingue

deux grands types d'eaux sulfurées :

» Sulfurées alcalines (ou sulfurées sodiques) : Ellgsun pH élevé; le cation prédominant y
est le sodium, elles sont riches en silice, leerrttalité est élevée et leur origine est plus

profonde.
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> Sulfurées neutres (ou sulfurées calciques) : Elfgspour cation prédominant le calcium ;

elles sont particulierement instables du fait de feeutralité. Leur thermalité est plus faible,
leur origine est plus superficielle.

= L’origine géologique

» Eaux magmatiques : eaux dont l'origine est a caractruptif et le débit constant aussi bien

de point de vue composition que de point de vugéature.

> Eaux telluriques : leur débit varie suivant I'épeqie I'année puisqu’elles proviennent de
linfiltration des pluies.

I-3 —b Classifications chimiqgues

C’est la classification présenté par TRAISSAC ef(2007) la plus utilisée, en effet, les eaux

naturelles sont classées selon leur compositianighe.

Les eaux minérales seront distinguées selon guigt& ou non un anion remarquable, par sa
concentration ou sa nature chimique. |l existe iadess subdivisions selon la prédominance du Na+
ou du Ca++. Pour faire partie d'une classe, il faaut convention, que I'anion remarquable ait une

concentration de 12mEg/l au minimum. Les eaux sont

0 Bicarbonatées
o0 Sulfatées

o Chlorurées

o Sulfurées

o0 Oligo-minérales ou oligo-métalliques

= |es eaux bicarbonatées

Ce sont des eaux d’origine profonde (région volgaa)j. L'élément de base est I'ion bicarbonate
HCO;- ; ces eaux sont caractérisées par leur dégageoaehbgazeux et une minéralisation

spéciale.

Les eaux bicarbonatées constituent un groupertrgsriant, tant par le nombre de sources que par
leurs actions thérapeutiques. Ce groupe illustee Babsence de parallélisme entre la composition
chimique et l'activité thérapeutique.

= | es eaux sulfurées
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Elles sont caractérisées par la présence de seafre forme réduite, directement utilisable par

'organisme. L’élément de base est I'acide sulfityge SH ou hydrogene sulfuré. On les divise
classiguement en deux catégories, sulfurées caleigt sulfurées sodiques. Noter que l'on n'y
rencontre jamais d’acide sulfureux ; ce qui dodradonner la dénomination d’eaux sulfureuses.

= |Les eaux sulfatées

Ces eaux ne comportent que des sulfates mais paudee réduit, elles proviennent de la
dissolution des sulfates dans le sol. Leur conagotr en calcium est limitée par la solubilité du
sulfate du Ca+ qui est d’environ 2g/l, ce qui el fes eaux a minéralisation globale faible, de

I'ordre de quelques g/l. On classe ces eaux selatéa :

o Eaux sulfatées calciques
o Eaux sulfatées sodiques

o0 Eaux sulfatées mixtes 30

= Les eaux chlorurées

Elles proviennent de la dissolution du sel gemnee NBCI est en concentration parfois trés
importante, proche de la saturation (-300g/l) ; smsrces ont été exploitées pour I'extraction du se
de cuisine. Ces eaux sont caractérisées par thesse polymétallique qui favorise leur absorption,
sans agressivité, sur la muqueuse. Ces eaux fartameéralisées (magnésium, fluor, arsenic (As))
contiennent une quantité de fer (Fe) élevée agioei d’'une coloration orangée apres contact avec

I'air, du CQ;, libre d’accompagnement et I'hydrogene sulfurétement perceptible a I'olfaction.
= Les eaux oligo-minérales ou oligo-métalliques

Aucun élément n’y est prédominant. Ces eaux soblefaent minéralisées et leur richesse réside
dans leur thermalité et/ou leur radioactivité, risstgrand nombre d’oligoéléments, parmi lesquels

on retrouvera le Fe, le Cu et I'As.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

I-4- Intérét médical

Le thermalisme est recommandé pour le traitemenitEadies chroniques, notamment lorsque le
traitement médical devient soit insuffisant poudlager le patient, soit trop lourd a supporter
(BERNARD etal., 2001)

L’indication de la cure thermale ne semble passagée d’emblée mais est prescrite dans le cadre
d’une stratégie thérapeutique (ROQUES et al., 2009)

L’administration de la santé francaise classe arzdmrientations thérapeutiques les traitements et
les soins administrés par les stations agréée®ratentionnées, en fonction notamment de la
spécificité de leurs eaux, on cite a titre d’exeampl

TaBLEAU N °1: Eaux minérales et orientations thérapeutiques gslen

Eaux Orientations

Sulfurées Rhumatologie, ORL,
Respiratoire

Sulfatées Neurologie, Rhumatologie
Dermatologie, Stomatologie

Chlorurées sodiques Rhumatologie
Gynécologie
Enfants

Bicarbonatées Digestif, Diabéte

Phlébologie, Rhumatologie
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Bicarbonatées et chlorurées Respiratoire

Rhumatologie, Dermatologie
Stomatologie

Enfants

Oligo-minérales Urinaire
Phlébologie, Rhumatologie

Ces 12 orientations ont des bienfaits avérés :

o Douleurs réduites : La meédecine thermale agit dmrfaefficace sur de nombreuses
pathologies (allergies, asthme, arthrose, rhumatsmroblemes veineux, états dépressifs,
surcharge pondérale.. NJONY P et al., 2006).

0 Baisse de la consommation de médicaments : utigséeomplément de traitements «
classiques », les cures thermales constituent lter@aive a I'absorption de médicaments.

0 Bien-étre psychologique : le thermalisme a égalérmpear avantage de sortir les curistes de
leur contexte habituel et donc d’agir sur leur gaale vie et leur psychisme. Le patient est
traité sous un angle médical autant qu’humain.

o Education a I'hygiéne de vie et prévention : ldgudtapprend a vivre au quotidien avec sa
maladie et a la gérer de maniere autonaQUENNEAU P et al ., 2000).

I-5-N orme de qualité

Du point de vue législatif, les eaux thermales orgent a une réglementation stricte pour
réprimer les abus, I'utilisation des eaux polluéasmélangées a des eaux superficielles. Pour

cette raison trois regles doivent étre absolumespectées:

Reégle 1: aucune source ne peut étre exploitée sans saifon préalable accordée par le ministére
de la santé publique, aprées bien entendu un exameapport d'ingénieur des mines et apres des

analyses physicochimiques et bactériologiques.

Regle 2:une source thermo minérale une fois exploitée sBimise a une surveillance

administrative assurée par :

» Service des mines : qui s'occupe de la surveillashcecaptage, de la conservation et de

'aménagement des sources jusqu’aux réservoirs.
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> Les services médicales : qui assurent la surmedlale I'eau et ceci en effectuant au moins

deux fois par an une analyse bactériologique &almsr un laboratoire agrée.

» Le wali: qui veille au respect du reglement egueiur.

Regle 3: les sources importantes sont considérées cdinparblic et cette déclaration permettra de
rendre impossible les détournements par les ptames des terrains voisins susceptibles de capter
la source dans le sol. Ces sources sont alors pesird’'un périmetre de protection contre les
tentatives de détournement et ce périmetre inteldirdépbt des engrais, de mettre également du

bétail et de creuser des puits.

II-Aper(;u général sur les stations thermales se situant a
proximité de la ville de Fes

Les eaux thermo-minérales naturelles ont une ldigfeibution mondiale et une vaste utilisation a
des fins thérapeutiques. Leurs utilisations varsibn les habitudes des populations. Certaines
eaux minérales de sources thermales sont commeéeislou bien utilisées comme des bains

thérapeutiques pour guérir certaines maladies (HWK& al., 2000).

A cause de l'augmentation de l'utilisation de casxedans la derniére décennie, plusieurs travaux
s’intéressaient a I'étude de la qualité hygiénidaeces eaux dans difféerentes régions du monde.
Telles que I'étude réalisée en France s’intéressadatqualité microbiologique des eaux minérales
utilisées a des fins thérapeutiques dans les ssa&lofients thermaux (Direction Générale de la Santé
en France, 2005), ainsi que celle au Québec (ihsidtional de santé public Québec, 2009).

Au Maroc, qui compte plus d’'une vingtaine de sosiitteermales a vertu thérapeutique de premiére
gualité certains travaux se sont intéressés a geglgnes de ces eaux thermales, comme ceux de
(RIMI, 2001), (ZARHLOULE et al., 2007) et (LAKHDARt al., 2007).

Afin d’évaluer le risque sanitaire lié a l'utilisah des eaux des ces stations thermales, nous avons
etudié mensuellement la qualité physico-chimiqudaetiualité bactériologique au niveau de 3

stations thermales durant la période printempesrhOn distingue :

- La station thermale Moulay Yacoub

C’est un lieu de pélerinage pour tous les marocging venaient pour « prendre les eaux » mais
également pour s'imprégner de la « baraka » dex k& rendre visite aux deux Saints du site :
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Moulay Yacoub et safille Lalla Chafia. Le nom de Moulay Yacoub prend son origine a |’ épogque

meédiévale en référence a un Sultan Marocain du nom de Yacoub qui aurait éé miraculeusement
guéri par ses eaux bienfaisantes. Une autre version parle de I’époque romaine ou le Roi berbere,
Jouba I, élevé auprés du grand empereur de Rome et qui avait Volubilis comme capitale (A 60
kms), aurait voulu, avoir sa propre Station Thermale. C'est Moulay Y acoub qu’il aurait choisi, d’ou
le nom de « Aquae loubae » ; Eaux de Juba en latin ou « Agioub ». Une fois les Arabes venus, le
nom aurait été devié en Yacoub ou Jacob, nom sémite bien connu. Moulay (notre seigneur) est un
signe de vénération des lieux (ALAMI et al., 2006).

Située a 20 Km au Nord Ouest de la ville de Fes, capitale spirituelle du Maroc. La station thermale
M.Y. qui a été congcue en 1988, est caractérisée par son architecture alliant modernité et son style
arabo-mauresque, et représente le 1% établissement thermal au Maroc qui offre a ses visiteurs tout le
confort pour tirer le maximum de profit des équipements modernes. Ses eaux chaudes sont, de par
leur minéralisation, leur température et leurs débits, les plus importantes et les plus visitées du
Maroc pour leurs vertus thérapeutiques (AKHDAR et al., 2006).

> Propriétés physico-chimiques de |’ eau de Moulay Y acoub :

Le complexe hydrothermal de Moulay Yacoub s étend sur une superficie de 300 hectares. |l
comporte un griffon principal et six résurgences secondaires. Le volume des roches gorgées d'eau
dépasse 500000 m3, et le contréle de I’ évolution piézométrique des sources thermales M.Y . atteste
la présence d’ une nappe thermale en charge autour de la cbte 284 m, mais ce niveau piézomeétrique
diminue et de facon importante depuis 1988 vu les exploitations excessives apres I’ inauguration de

lanouvelle station thermale.
Le débit des sourcesde MY peut dépasser les 70 |I/s.

Les caractéristiques de I'eau de Moulay Yacoub expliquent ses vertus curatives.
L’ eau est extrémement chargée en sels minéraux dissous et est considérée comme une eau de mer
soufrée. Le soufre a une action antiseptique et sédative.

Latempérature élevée agit contre les douleurs et |es contractions musculaires.

« La station thermale Ain Allah qu
'00,7‘-,7’
ey @7eyy#
ER0 1 onne. X 0CQp
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La source d’Ain Allah se situe a 14 kilomeétres deville de Fés. L'eau de cette source a une

température d’environ 40°C. La source d’Ain Allat extraite par un forage artésien a 1650 meétres

de profondeur.

L’eau de cette source est sans indicatiéragieutique. Elle est destinée soit a l'irrigatisoif
pour I'alimentation des piscines ouvertes a la el populaire. Mais, des activités de gommage
et de massage naturel qui s’exercent au sein depiseges couvertes et de ses baignades

caractérisent cette source.

« La station thermale Sidi Harazem

C’est la deuxiéme station thermale de la régioRké&® Boulemane. Elle se trouve a 30 kilométres a

I'est de la ville de Fés

Découverte a I'’époque romaine, sa relation avemiesommateur marocain remonte a des siecles
pour des vertus curatives. Sidi Harazem est la i@gremeau minérale embouteillée et

commercialisée au Maroc, depuis 1968.ll s’agit d’'usau bicarbonatée magnésienne peu
minéralisée. Sa composition pure, de méme quesdiés naturelles, font d’elle une eau réputée

possédant des vertus curatives pour les maladiéselat du rein.

[II-Notions générales sur les bactéries thermophiles

Les organismes thermophiles (du grec thermé, chalephilein, aimer) sont des organismes ayant
besoin d'une température éleveée pour se développesieurs définitions ont été proposees pour
définir la thermophilie. La plus reconnue est celle a été proposée par THOMAS et al,. (1964), le
microbiologiste a l'origine de la découverte desrotorganismes thermophiles. Selon cette
définition, un thermophile est un étre vivant dantempérature optimale de croissance se situe au-
dessus de 60°C.

[11-1-Définition

Une définition plus pratique et plus large a étéppsée par (STETTER et al,. 1980) et qualifie
d'organismes thermophiles, tous les étres vivamtdéseloppant a des températures supérieures a
45°C. Cette derniere définition est intéressante etle définit 3 sous catégories au sein des

thermophiles :
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» Les thermophiles modérés dont les conditiopin@les de croissance se situent entre 55

et 65°C

» Les thermophiles extrémes dont la tempérabpmale de croissance est comprise entre
65 et 80°C.

» Et les hyperthermophiles dont la températupinmle de croissance est supérieure a
80°C.

Des organismes thermophiles ont été isol&mvifonnements naturels soumis au volcanisme ou
au géothermalisme (sources hydrothermales oagemigprofondes, sources chaudes terrestres,
etc.), mais aussi de biotopes artificiels ou éaapératures sont élevées (canalisations domestiques

d’eaux chaudes, installations industrielles, etc.).

Les plus connues des bactéries thermophiles Baillus stearothermophiludempérature
maximale est de 60°C), une thermophile modérée gpasitive proche dBacillus subtilis
etThermus thermoph#uT max 80°C). Les bactéries du genre Thermusragpaent au méme
groupe bactérien que la bactérie radiorésistartrococcus radiodurans¢ sont des bactéries
gram négatives tres éloignéedE. coli). Ces thermophiles bactériens sont tous aérobies et

hétérotrophes.

La bactérieThermus aquaticusse un exemple d’organisme thermophile ; la hautssténce

thermique de son ADN polymérase est utilisée pauéaction de polymérisation en chaine.

lll-2- Niche écologique

Les organismes thermophiles et hyperthermophilas/gre étre isolés de biotope comme des
systemes hydrothermaux volcaniques et géothermigissurces chaudes, cheminées
hydrothermales sous marines).

lll- 3-Adaptations physiologiques a la thermophilie

La vie a haute température est rendue pesgiar un certain nombre de mécanismes
adaptatifs et/ou de molécules que I'on retrowwrequement chez les (hyper)thermophiles. Les
protéines des thermophiles et hyperthermophiles plrs thermostables que celles de leurs
homologues mésophiles et fonctionnent de maniétenafe a haute température. Néanmoins, il
n’existe aucune regle générale permettant d’empliq cette thermostabilité, chaque protéine

adopte sa propre stratégie de stabilisation. Cbemostabilité intrinseque des protéines en
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général et des enzymes en particulier est le plusent due a des modifications mineures de la

séquence en acides aminés favorisant le repftiende la protéine sous une forme compacte,
avec un nombre réduit de cavités internes,nambre élevé de ponts ioniques contribwant

maintenir I'ensemble et a résister a la téasion.

Dans certains cas, il a également été démogtie des protéines chaperonnes permettaient
d’améliorer la thermostabilité. Chez certainaschées hyperthermophiles, la synthése en
grandes quantités de solutés osmocompatiblgsimee également a protéger les protéines d’'une

dégradation thermique.

Chez les organismes vivants, la fluidité desmbranes augmente avec la température. Les
membranes cytoplasmiques des microorganismesrméphiles possedent une structure
particuliere leur permettant de rester staldefonctionnelles aux températures élevéedle€e
des bactéries (hyper)thermophiles sont compadées bicouche lipidique formée d’acides gras
liés a un glycérol par une liaison ester et tsexceptionnellement riches en acides gras
saturés. Cette richesse en acides gras satuneetpdiaugmenter la température de fusion de la
membrane tout en maintenant une stabilitéuret fluidité optimales dans des conditions de
thermophilie. Les membranes des archées hypeartphiles sont composées d'une
monocouche lipidique de longues chaines d'afc@ulpréniques attachés au glycérol par des
liaisons éther. Cette structure en monocoucheneontestablement plus thermostable que les

structures en bicouche des bactéries.

llI-4-Thermophilie et biotechnologie

Les enzymes et composés organiques des thermoploiigsconvoités pour divers procédés se
déroulant a haute température et intéressant deaides aussi variés que la chimie, la pharmacie,
I'agro-alimentaire, ou encore la biologie molécrdaiLes enzymes issus des microorganismes des
sources hydrothermales présentent un potentiel riapoen raison de leur thermostabilité et leur
aptitude a résister a la dénaturation sous preskidait de la piézophilie ou de la piézotoléradee
leurs hétes. Les enzymes de thermophiles ont déj&vé ou pourraient trouver des applications
dans le blanchiment du papier, la conversion dmitlan en dérivés sucrés, la dégradation de
composeés protéiques resistants, I'industrie textilde travail de laboratoire sur I’ADN. Plusieurs
enzymes provenant de thermophiles des sourcesthgdnmales sont commercialisées : nombreuses

polymérases, ligases, diverses protéases, phospbhatizalines, beta-mannanases, etc.
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[11-5-Les actions menées dans le cadre daassin de Guaymas

L'une des particularités du bassin de GuayrBd&) est que son fond est recouvert d'une couche

de sédiments tres épaisse ou percolent des flaid@sds, a des températures pouvant atteindre
200°C. Cette singularité fait qu'il s'établit unadient thermique trés abrupt entre la surface
sédimentaire en contact avec I'eau de mer froidesepremiers métres ou centimetres de dépots
sédimentaires traversés par les fluides surchaufééeempérature y passe donc de 5°C a 200°C sur
guelques metres ou quelques centimetres, alorgd'quéinaire, le gradient thermique moyen qui
s'établit dans les sédiments marins est plutétodéré de 30°C/km. Les microbiologistes ont tenté
de mettre a profit cette singularité des sédimeh&ids de Guaymas pour étudier sur des carottes
sédimentaires de quelques centimetres, les commamenicrobiennes et virales présentes le long
du gradient thermique. lls étudieront les commuémlitactériennes, archéennes, eucaryotiques et
virales a I'échelle de la cellule (cultures) etsde macromolécules (ADN, ARN, etc). Le but ultime
de ce travail sera de trouver la frontiere therraiqupartir de laquelle on ne retrouve plus de vie
dans ces sédiments, la limite a partir de laquellées les macromolécules des étres vivants sont
débobinées (KARINE et al., 2000).

[V-Importance des enzymes en biotechnologie

Que ce soit pour les bactéries ou les étres humem&nzymes sont de véritables "clés de la vie".

Elles sont aujourd’'hui largement utilisées darfaldaication des produits alimentaires.

Importance des enzymes en biotechnologie

C'est au milieu des années 50 que la technologieedgymes a connu un essor rapide. Le
développement de la biochimie a permis une meél@appréhension du large éventail d'enzymes
présentes dans les cellules vivantes ainsi qu'weienre compréhension de leur mode d'action. On
peut par exemple accroitre leur efficacité a traeur isolement et leur extraction a partir des

micro-organismes.

Les enzymes ainsi purifiees ne perdent pas lewprigtés ; au contraire, ces préparations

acellulaires " sont méme plus efficaces.
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Les enzymes, molécules protidiques que I'on regg@u sein des organismes vivants, sont

A

de véritables catalyseurs dans les réactions chasicglles affectent le déroulement d'une réaction

chimique tout en gardant leur intégrité.

Elles sont essentielles au métabolisme de tout \@ant ; mais elles peuvent également étre
utilisées de maniére indépendante pour activer rdastions chimiques. Méme s'il n'était pas
volontaire, leur usage est ancien, comme le mdatréle des micro-organismes dans la production

de nourriture et d'alcool.

Leur efficacité, leur spécificité et leur parfaiteéégration dans I'environnement expliquent le role
de plus en plus important qu'ils jouent dans laialion des produits d'alimentation et dans de

nombreux autres secteurs industriels.

L’industrie agroalimentaire utilise des polysacaties (d'origine végétale ou de micro-organismes)
pour améliorer ou modifier les propriétés rhéologis|des produits finis :

- Propriétés stabilisantes ou épaississantes : kamith cellulose, les hémicelluloses et le

xanthane.

- Propriétés gélifiantes : les carraghénanes, lesngscet les alginates (susceptibles d'avoir

aussi des propriétés stabilisantes et épaississant®nction de leur concentration)
Dans l'industrie agro-alimentaire, I'amidation @#tsée pour :
-  Greffer des acides aminés essentiels sur lesipesté
- Protéger les groupementmminés contre la réaction de Maillard.
Dans le domaine de la santé, des recherches astoell pour but :

- L'étude de linhibition de la PAM afin de mettre gwint de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

- La compréhension du mécanisme d'action des enzyleematuration des précurseurs

hormonaux.
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Le tableau 2 regroupe les différentes applicatdesenzymes dans la biotechnologie.

Tableau N°2 :Différentes utilisations des enzymes en biotechgielo

Applications Enzymes utilisées| Utilisation
Industrie de | Amylases Convertissent lI'amidon en glucose et différents
I'amidon amyloglucosidases sirops.

et glucoamylase

Glucose isoméras

sConvertit le glucose en fructose pour produire
sirops a partir de féculents. Ces sirops ont
eproprietés  adoucissantes et des  valg
calorifiques plus basses que le saccharose paQ

méme niveau de douceur.

des
des
BUIrS

ur le

du
age.

ents

es
a
les

le

et

Industrie de papier | Amylases, Hydrolysent I'amidon pour baisser la viscosité
xylanases, papier et aident a sa découpe et a son surfag
cellulases et Les xylanases réduisent la quantité d'ag
ligninases chimiques nécessaires au blanchiment;

cellulases lissent les fibres, améliorent le drgén
de l'eau et facilitent I'enlévement de I'encre;
ligninases hydrolysent la lignine pour adoucir
papier.

Détergents Protéases Pré-trempage et applications liquides directes pour

biologiques excrétées par lesenlever les taches d'origine protéique es
bactéries vétements.

Amylases Détergents pour enlever les résidus d'amidon
Lipases résistants.
Cellulases Utilisé pour enlever les taches grasses
huileuses.
Utilisé dans les adoucissants biologiques.
Traitement de la| Cellulase Clarification des jus de fruit
nourriture Pectinase
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Dans ce cadre, nous avons choisi de mettre en risgdEactivité enzymatique des souches

préalablement isolés en recherchant I'activité asg) cellulase et pectinase. Pour cela, nous nous

limiterons a ces trois activités dans ce qui suit.

Activité cellulase

La Cellulase est un complexe enzymatique qui déosmpa cellulose en béta-glucose. Elle est
produite principalement par des bactéries symhiesqdans le tube digestif de ruminants
herbivores. Mais a part les ruminants, la plupag a@nimaux (y compris les humains) ne produisent
pas de cellulase et sont donc incapables d'utiliseius grande partie d'énergie contenue dans la
matiére végétale. Par ailleurs, les cellulases lsogement distribués dans la biosphére et sast pl

manifestes dans les organismes fongiques et memsbi
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Figure N°1 : Hydrolyse de la cellulose par la cellulase

Les conditions optimales d'hydrolyse de la cellelssnt un pH entre 6,5 et 7 et une température

entre 39 et 40 °C pour des cellulases classigeaes & la digestion des animaux.

Activité amylase

L'amidon, est un polymere de l'amylose (polyméngdire des molécules de glucose liées par
liaisons 1,4-glycosidiques) et de I'amylopectinelymére embranché des molécules de glucose
lies par des liaisons 1.4- et 1,6-glycosidigudske chaine se compose de quelques cent a quelques

mille unités de glucose qui forment une structuéticbidale en laquelle de liode peut étre
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emprisonné. Les bactéries qui produisent I'amylasg/loglucosidase) peuvent hydrolyser I'amidon

en polysaccharides plus courts (dextrines) etdmaint en disaccharides et monosaccharides.

amylose
(backbo ne)

Amylases HaO

Maltose Glucose

Figure N°2 : Hydrolyse de I'amidon par 'amylase

Activité pectinase

La Pectinaseest un terme générique désignant ndgmes capables de décomposer
la pectine, polysaccharide présent dans les pasiislaires des plantes. L'une des pectinases les
plus étudiées et les plus utilisées commercialenasttla polygalacturonase. Elle peut étre
dénaturée par l'action néfaste d'une trop grandetrop faible température ou de trop

grandes acidités ou alcalinités. Son pH d'effiéacihaximale se situe entre 4,0 et 5,0. Sa

température d'efficacité maximale est de 45°C.
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Enzymatic Hydrolysis of Pectin

. ‘Tr ) Pectinase
Pectin
/ Hydmlysls

Complex T h Pectinase

Figure N°3: Hydrolyse de la pectine par la pectinase

Pal'tie pratigul

1¢re partie : Analyse physicochimique et microbiologique des
eaux thermales

Objectif :
Le présent travail vise a déterminer la qualitégidnrchimique et bactéries pathogenes de I'eau a
la source, au réservoir et a la piscine afin deaét d’éventuelle pollution et tout danger ou

risque sanitaire pouvant affecter la santé dejalation

I- Analyse physicochimique des eaux thermales

Les échantillons sont collecté a partir des difés eaux thermales se situant a proximité de la
ville de Fes (Moulay yacoub, Ain Allah et Sidi Haean) dans des flacons étanches, leur transport
jusqu'au Laboratoire d’écologie fonctionnelle eemlironnement de la faculté des sciences et
techniques de Fes, se fait au moyen d’'une gladi@mnela température est d’environ 5(+ /-) 3°C. Le
préléevement est réalisé en période d’Hiver-printerde I'an 2013 au niveau de trois stations

thermales a savoir :
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Station thermale Moulay Statiqn Sidi Harazem Station thermale Ain
Yacoub(au niveau de R, $ (au niveau du R) Allah (au niveau du R
, P et P)

\ZJ

—igure 4 : Différents points de prélevent

NB : Un préléevement mensuel a été effectué, a ligtkoe de la station Moulay Yacoub ou un

prélevement bimensuel a été réalise.

Au moment du prélevement, les échantillons sontréti#s en mesurant la température, le pH, la
conductivité, I'Q dissous et I'ammonium car ces paramétres sontbdemsaux conditions du
milieu et sont susceptibles de varier dans desgptiops importantes s’ils ne sont pas mesurés in
situ (RODIER, 1996).

Pour les autres paramétres, I'eau est conservéeutentempérature d’environ 4°C et les analyses
sont effectuées dans les 24h a 48h qui suivenéléyement.

NB : le prélevement est réalisé mensuellement sauhiveaau de la station Moulay Yacoub ou le

prélevement a éteé réalisé bimensuellement.

Parametres mesurés :

I-1- La dureté totale de I'eau

La dureté totale d’une eau est la concentraticaean ions calcium, magnésium et autres cations
bivalents et trivalents dans cette eau. La duratéigue d’'une eau est la concentration en ions

calcium dans cette eau (Rodier, 1996)
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Principe : le calcium et le magnésium présents dans I'eati smnplexés par I'éthyléne diamine

tétra acétate disodique(EDTA). Le noir d’ériochrofihequi donne une couleur rouge foncée ou
violette en présence des ions calcium et magnésesh,utilisé comme indicateur pour la
détermination de la dureté totale et la duretéaadc

L’acide calcone carboxyligue est utilisé comme catitur pour le dosage du calcium. Le

magnésium est précipité lors du dosage sous fdiinyelroxyde et n’interfére pas.
Protocole :

Nous mélangeons 100 ml de I'échantillon avec 5 mllal solution tampon (54 g de Chlorure
d’ammonium (NHCI) avec 350 ml d’'ammonium concentré) en complédab®00 ml avec de I'eau
distillée puis nous ajoutons une spatule d’indicat®ir d’érichrome T.

Nous titrons par la solution complexométrique (EDI®02M) jusqu’au virage du rouge au bleu.

I-2-La dureté calcique

* Nous suivons le méme protocole et nous titrondgaolution complexométrique (EDTA
0,02M ; 7,445g d’'EDTA dans 1l d’eau distillée) jusgu’
virage du rose au bleu royal.

Réactifs
* Noir d’érichrome T (indicateur)

Dans un mortier de porcelaine, nous broyons 10@ ¢gNACIl) avec 1g de noir d’ériochrome T

jusqu'a obtention d'une poudre fine tres homogéne.

|-3-Les nitrates (NO3-)

La mesure des nitrates permet de détecter damsskmaerraine leur présence qui peut étre

due aux engrais, aux systemes septiques, au stodkagengrais ou aux systemes de diffusions.

Protocole

Nous mélangeons 10 ml d’échantillon avec 1ml deeate de Na (0.5%), que nous chauffons a

sec (80°C) pour former un résidu que nous mélarggawrc 2ml HSO, et 15 ml d’eau distillée,
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ensuite nous ajoutons 15 ml de tartrate double @l&N400g de Na OH et 60g de tartrate double
de Na /K par litre).

Nous effectuons la mesure spectrométrique a urgéamr d’onde de 415 nm.

N. B. La Solution de salicylate de Na est préparée ament de I'emploi.

I-4-Les nitrites NO,-

Protocole

Nous mélangeons 50 ml de I'’échantillon avec 1 enté&hctif de diazotation (80 ml d’eau distillé +
10 ml d’acide ortho phosphorique + 4g de sulfanithe)) apres solubilisation, nous ajoutons 0,2 g
de N-naphtyl Ethyléne diamine. Puis, nous compitaisqu’'a 100 ml avec I'eau distillée.et on

laisse reposer 10 min

Nous effectuons la mesure spectrométrique a 537 nm.

I-5-L'ammonium (NH;+)

L’ammonium est le principal indicateur chimiquem#lution directe (Décomposition de la Matiere

organique et urée).

Protocole

Dans une fiole conique de 100 ml, Nous introduss®d ml d’échantillon avec 1 ml de solution de
phénol — nitroprussiate (on dissous 3,5 g de phéved 0,04 g de nitroprussiate de sodium
(N&Fe(CN)s NO, 2 H0) dans 100 ml d'eau) et 1ml de solution alcalioemlexant). Ces 2

solutions sont fixées sur le terrain.

Nous effectuons la mesure spectrométrique a laukeungd’'onde d’absorption 630 nm a partir de 6h

a l’abri de la lumiére.

NB : la solution de phénol —nitroprussiate est corésenu réfrigérateur a I'abri de la lumiére.

I-6- LES orthophosphates
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La présence du phosphore dans les eaux naturekes$ principalement de l'utilisation des

détergents ainsi que du drainage des terres aggidettilisées. En général, le phosphore n'est pas

toxique pour I'homme
Protocole

Nous mélangeons 20 ml de I'échantillon avec 1 ratuie ascorbique (20g/l), apres agitation, nous
ajoutons 4 ml de réactif combiné (50 ml d’acidefisidue (15% (V/V)), 5 ml de la solution de
tartrate de potassium et d’antimoine (2,8 g/l))nd5de la solution de molybdate d’ammonium (40
g/l) ;20 g de molybdate d’ammonium ((M8 Mo;0,.4H20) dans 500 ml d’eau distillée (a
conserver a 4°C dans un flacon en polyéthylenes)pgeau 100 ml). Apres 30 minutes, nous

attendons le développement de la coloration bleue.

Nous effectuons la mesure spectrométrique a I'@sedeux longueurs d’onde d’adsorption (700 ou
880 nm).

N. B. Le Réactif combiné est préparé dans une fiole§awtg 100 ml et conservé a 4°C.

| 7- Le phosphore total

Nous mélangeons 50 ml d’échantillon avec 1 ml diacfort (solution a environ 15% (V/V)
d’acide) et 1 ml de persulfate d’ammonium. Apréstoaelavage 30 min a 120 °C, nous ajoutons
une goutte de phenolphtaléine.

Nous neutralisons par la solution de NaOH (10Nytss coloration rose, ensuite nous décolorons
par I'acide fort.

Apres refroidissement, nous ajustons a un volumgodel 4 ml du réactif fort. Aprés 10 minutes,
nous pouvons voir le développement de la colanatio

Nous effectuons la mesure spectrométrique a laukeungd’onde d’absorption 882 nm.
I-8-La conductivité

La conductivité mesure la capacité de I'eau a doadiel courant entre deux électrodes. La plupart
des matieres dissoutes dans I'eau se trouventf@ons d'ions chargés électriquement. La mesure

de la conductivité permet donc d'apprécier la gtéade sels dissous dans l'eau.

I1-9- Le pH
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Le pH (potentiel Hydrogéne) mesure la concentragiomons H+ de I'eau. Il traduit ainsi la balance

entre acide et base sur une échelle de 0 a 14a@eptre caractérise un grand nombre d'équilibre

physico-chimique et dépend de facteurs multiplest torigine de I'eau.
|-10-La turbidité

La mesure de la turbidité permet de préciser lEsrmations visuelles sur I'eau. La turbidité tradui
la présence de particules en suspension dans (@&hris organiques, argiles, organismes
microscopiques...). Les désagréments causés pawuthidite auprés des usagers sont relatifs car
certaines populations sont habituées a consomneeeaun plus ou moins trouble et n'apprécient pas
les qualités d'une eau tres claire. Cependant, turiedité forte peut permettre a des micro-
organismes de se fixer sur des particules en sagpernLa turbidité se mesure sur le terrain ad'aid

d'un turbidimetre.
I-11-L’oxygene dissous :

L'eau absorbe autant d'oxygéne que nécessairegpeules pressions partielles d'oxygéne dans le
liquide et dans l'air soient en équilibre. La sdltd de I'oxygene dans l'eau est fonction de la
pression atmosphérique (donc de l'altitude), deetapérature et de la minéralisation de I'eau : la

saturation en @diminue lorsque la température et 'altitude augperet.

La concentration en oxygene dissous est un pararessentiel dans le maintien de la vie, et donc
dans les phénoménes de dégradation de la matigamigue et de la photosynthése. C'est un

parametre utilisé essentiellement pour les eawsudace.

Une récapitulation des différents parametres pbgsieniques est schématisée dans le tableau ci —
dessous :
Tableau N° 3:Valeur maximale admissible des différents pararsetre

physicochimiques recherchés dans les eaux de beissmnaines

Paramétres chimiques Valeur maximale admissible
(Rodier et al., 1996)
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Dureté totale (TH en degré10°C (référence)

francais)

Conductivité en microS. cm -1 < 400 (conseillée

az20°C

Nitrates en mg/l de NO3- 0,5

Nitrites en mg/l de NO2- 50

Ammonium en mg/l de Nl 0.5

Oxydabilité au KMn 04 a chaud 5

en 10 mn en mg/l

Chlorures en mg/l delc 200

Sulfates en mg/l de SO 250

Titre Alcalimétrigue Complet 10°

(en degré francais)

pHa20°C >6.5et<9

Turbidité (u.NTU.) 2
lI-Analyse bactériologique des Eaux des sourcesrthkes

Méthodologie

Nous effectuons le prélevement dans des flacomBestéle 500 ml en verre a bouchon rode, en
laissant dans le flacon un espace d’air afin delitexcla remise en suspension des micro-
organismes par agitation avant I'ensemencementldamsilieux de culture appropriés (tableau 4).

Les échantillons sont conservés dans une gladi@réeales transporter au LRDEHM.
Nous préparons une série de dilution pour chagbardition d’eau en allant de 10-! jusqu’a 10

Nous appliquons la technique de filtration qui dstesa filtrer a travers une membrane (de porosité
0,45 um pour le€oliformeset une porosité de 0.22um pour Aesaerobies sulfitoreducteursin
volume de 100ml de I'échantillon et d’'incuber emswette membrane dans une boite contenant un
milieu de culture approprié. Les bactéries évefgoent présentes sur le filtre pourront ainsi se
développer durant la période d’incubation et donmaissance a des colonies facilement

identifiables. Le comptage des UFC (Unités Formabtdonies) permet d’évaluer la qualité
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microbiologique de I'eau. Selon le milieu de cudt(sélectif) ou est déposé le filtre, dont le bait d

FST FES

mettre en évidence la présence de différents migamismes. C’est une méthode avantageuse car
elle est rapide et peu codteuse.

Le tableau suivant regroupe les différentes bagéacherchées aux niveaux des eaux thermales.
Tableau N°4: Microorganismes recherchés dans les eaux thermales

Micro- Méthodes Volume Milieu de Incubation | Valeur Référence de
organismes utilisées d'eau culture maximale la méthode
recherchés filtré admissible
d’anal
(UFC/ml) ° analyse
étudiée
Coliformes Filtration sur 100ml Tergitolau | 48ha44°C | 0dans 95% | |SO 9308-1,
membrane TTC des analyses | NM
(porosité de (eau non 03.7.003,
0.45um traitée) 2007
0]
ASR Filtration sur 100ml SPS 37°C a 24h| 1(20ml ISO 6461-2,
(anaérobie membrane d’échantillon) | NM
sulfitoreducteu | (porosite de 03.7.004
rs) 0.22um) 20'07' !
FMAT Ensemencement 1ml Gélose a 37°C a24h | 2102(22°C) | ISO 6222,
en profondeur I'extrait de 22°Ca24h | 110437°C) | NM
levure 03.7.005,
2007
Streptocoques | Filtration sur 100ml SLANETZ 48h & 37°C| 0 (50 ml ISO 7899-2,
fécaux membrane d’echantillon) | NM
(porosité de 03.7.006
0.45um 20'07' !
Levure et Ensemencement 0 ,1ml Milieu 37°C/l24ha | 0 | e
moisissures en surface SABOURAU | 48h
D
Pseudomonas | Filtration sur 100ml CITRIMIDE | 37°C/24h | O CC MA et
aeruginosa membrane o
(porosité de MS N°1 du
0.45um 09-05-1983

NB : L'ensemble des milieux de culture, méthodes et riedééont subi un contrble de qualité

rigoureux

Les bactéries recherchées dans les eaux thernoalees suivantes :
1-Recherche des Coliformes sur milieu Tergit@d TTC

Nous utilisons la gélose Tergitol 7 au TTC powrdecherches et dénombrements@elformes et
Coliformes thermotolérantdes eaux par la méthode de la membrane filtrhetd.ergitol 7 inhibe
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la croissance des germes a gram positif, re@mvdhissement du milieu par le Protéus et favorise
le recouvrement des coliformes. Autre additif, |&.T est réduit trés rapidement par la majorité des
bactéries coliformes et forme un formazan de coulese ou rouge. Enfin, les micro-organismes
capables de fermenter le lactose présents danslieeimdonnent des colonies cernées de halos

jaunes, coloration due au virage de l'indicateupldele bleu de bromothymol.
Lecture

Les colonies bleues ou vertes sont lactose -cdémies jaunes sont lactose +. La réduction du
TTC en composé rouge est faible aescherichia coliet Enterobacter aerogenegui donnent
donc des colonies jaunes alors que celles dessatdliformes seront rose-rouges et entourées d'un

halo jaune.

Les cing colonies suspectes sont ensemence smilien PCA, aprées incubation nous procédons

au test oxydase (page 33)

Un résultat oxydase subit un test a l'indole ptaurecherche d’Escherichieoli. Un résultat

indole+ signifie que la colonie concernée corresp@Bscherichia coli

Exemple

Si nous possédons au total 20 colonies dans la beitqui est supérieur a 5, nous en identifions

seulement 5 colonies.
Si nous obtenons parmi les cing colonies idemt#jé&uatre colonies indole-

Ce qui correspond a (80%*20) = 16 UFC/100ml

WEY

Figure N°5 : Aspect des Coliformes sur boite

2-Recherche des Streptocoques fécaux sur milemefd et Bartley
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Nous utilisons la gélose de Slanetz pour la rextteeet le dénombrement déstérocoquesians

les eaux par la méthode de la membrane filtrab¢emilieu de dénombrement contient de I'azide

de sodium qui inhibe les bactéries Gram- et sélen8 les streptocoques
Lecture

Les Entérocoquesdonnent des colonies roses ou rouges. Apres inoabatous déposons la
membrane sur une boite contenant la gélose BEA, (édculine, azide), puis nous l'incubons & 4h
a 44°C. Cette gélose permet la sélectionkiggrocoques et des streptocoqdasgroupe D, I'azide
inhibe la croissance des bactéries Gram- et t@Stieptocoquesauf celle du groupe D, la bile de

Boeuf inhibe la croissance des bactéries Gram-+.

Figure N°6 : Aspect des Streptocoques fécaux sur boite

3- Recherche des ASR (Anaérobies Sulfito Réducteurs

Nous chauffons 100 ml de I'échantillon a 80°Cgmert 15min afin d’éliminer la forme végétative
puis nous filtrons a travers une membrane de gérds 0.22um gque nous déposons sur une boite

contenant le milieu SPS
Les colonies suspectes sont noires.

Si lincubation est réalisée dans des jaraemérobies a 37°C, nous devrons lire lesedoit
dans la demi-heure qui suit leur sortie de leejaar le noircissement peut disparaitre par oxgdati

a lair.
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4-Recherche des levures et moisissures sur midMC& RAUD

Nous ensemencons un volume de 0,1 ml de I'éck@amtihere par étalement sur milieu sabouraud

naturellement acide, elle inhibe la croissanceaiebreuses bactéries.
Lecture :

Les champignons sont connus par leur morphologietye.

Figure N°8 : Aspect des moisissures sur boite

5-Recherche de la Flore Mésophile Aérobie Totale

Nous utilisons la gélose a I'extrait de levurebactériologie des eaux pour le dénombrement des
microorganismes revivifiables par comptage desrge®a 36 et 22°C. La méthode vise a mesurer
I'efficacité de fonctionnement du traitement despe@otables et plus généralement de tous les

types d’eaux.

Les substances nutritives apportées par la Trypaines facteurs vitaminiques de I'extrait de

levure favorisent la croissance de la plupart desdries a dénombrer.
Lecture :

Chague colonie provient d'une UFC (Unité Formanibie) cela veut dire que I'on considére que

la colonie est issue soit d'une unité microbiemmemicro-organisme ou d’une spore.
Seules les boites contenant 30 a 300 coloniescenisidérées.
Concentration bactérienne:

(Nombre de colonies * Facteur de dilution)/ Voluemsemenceé

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Figure N°9:Aspect de la FMAT sur boite

6-Recherche de Pseudomonas aeruginosa

Nous utilisons la gélose Cétrimide sélectif, pauictoissance et l'identification dBseudomonas

aeruginosa Le cétrimide inhibe la croissance des bacténgses que €. aeruginosaet favorise

la production des pigmentations fluorescéine etcpgoine. La méthode utilisé est la filtration sur

membrane de porosité 0,45um. L’incubation se f&f & pendant 24h a 48h.

A 37°C, nous avons le développementRleaeruginosat éventuellementP. putida, P. stutzeri

et P. maltophiliaA 42°C, on a un développement presque exclugi.@geruginosa

Nous ensemencons les colonies suspectes dansites King A et King B afin de détecter la

fluorescence que nous incubons a 37°C pendant 24h.

\
;’1\ Ji.r'

N Py

Figure N° 10: Aspect dePseudomonasur boite

2eme partie : Identification des thermophiles et caractérisation de
leur molécules bioactives

Objectif
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Cette partie a pour but d’isoler des bactériesntloghiles a partir des eaux thermales étudiées et

d’identifier certaines de leurs activités enzymagig| (amylase, cellulase et pectinase). Ainsi que de
réaliser une cinétigue enzymatique des soucheplissperformantes dans le but d’optimiser la
concentration de I'enzyme.

I-Matériels et méthodes

Nous réalisons l'isolement des bactéries thermephau niveau des eaux thermales en utilisant un
ensemble de milieux de culture (YAVUZ et al.,, 2D0@GOMRI., 2011) en ensemencant par
étalement en surface. Nous incubons a 60°C penai@npériode de 24h.

Le tableau ci-dessous regroupe la composition chimides milieux de culture utilisés pour
I'isolementdes thermophiles :

Tableau N°5: Milieux utilisés pour I'isolement et la purificatiades bactéries a pH7.4+- 0.2

Ailieu 1 2 3 4 s 6 Bouillon Solution
d’enrichissement saline
(pour les mere
sédiments) (30%0)*
Constituant Quantités (%0 p/v, v/v)
NaCl 0.2 0.5 0.2 23.4
NaNO, 0.2
MgSOL..TH.0 0.05 [3
MgCl, 6H.O 4.2
KCl1 0,05 0.6
Fe(SOy). 3H.O 0.001
CaCl.. 2H-O 0.1
NaHCO, 0.02
NaBr 0,07
KH-PO. 0014
K:HPO. 0,12
Na: SOs 0.1
Glucose 0.1
Amudon sohuble 0.1

carboxvmeéthycellulose
Hule d'olive

Tween 20

Tween SO

Caséine

Gelatine

_Extrait de levure 0.4
Peptone 0.8
Extrait de “iande
Solution saline 1 7.5
Agar 3 3 1.5 3 3 3

Eau dist:llée =* 100 100 100 100 100 100 100 100
*Les solutions salines des mulieux 5 et 6 somt les dilutions de la sclution mere a30% de salimte
(Tomreblanca er al., 1986). ** 1'eau disullée a été remplacée par de 1'eau de source filtrée pour les
mulieux 1, 2 3 et 4.

0.5 04
0.5 0.8

0.25 | 0,002 0.1
0.5 0.1
0,1

ce
LA -

lI-Testes d’identification des bactéries thermopéd :
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Les testes d’identification sont examinés aprésaei trois jours de l'incubation ;

a-Coloration de Gram

» Nous réalisons une observation microscopique puitre en évidence la nature de la paroi

en faisant appel a la coloration de Gram.

Principe
Lorsque le frottis est bien fixé a la chaleur, sioéalisons le protocole suivant :

1. Nous déposons les lames sur le support au-desdiés/ir.

2. Nous couvrons les lames avec le cristal violet quésse agir 60 secondes et nous ringons
a l'eau courante.

3. Nous exposons les lames avec une solution diodmlgoé 1 minute. Nous ringons
soigneusement avec I'eau du robinet. Enlever |gssid'eau.

4. Nous couvrons les lames avec le mélange d'alc@ibae pendant 10 secondes. Nous
rincons a I'eau du robinet.

5. Nous traitons les lames avec la safranine qu’'osséaiagir 60 secondes. Nous ringons a

I'eau courante.

En suivant les étapes d'utilisation du microscopels examinons les frottis bactériens colorés en
employant I'objectif a immersion.

b-Activité oxydase :

Ce test permet la détection de la phénylene-diamxydase ou le cytochrome oxydase; enzyme
entrant dans divers couples d'oxydoréduction. Agissur un substrat incolore, cet enzyme
entraine la formation d'une semi-quinone rougeteCagérniere, tres instable, s'oxyde rapidement

pour donner un composé noiratkARCHAL ET BOURDON, 1982)

Technigue

Sur une lame flambée, nous déposons un disque ddiegy imprégné de diméthyl-para-
phénylénediamine. A l'aide d’'une pipette pastéambée, nous prélevons d’une colonie de la

bactérie a identifier (culture de 18-24heures) mmes déposons sur le disque.

Lecture
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Apparition d'une coloration violette aprés 20se@mda souche est dite oxydase positive.

c-Activité catalase :

> L’activité catalase est déterminée par la fornmatde bulles d’air, qui mettent en évidence

une production d’oxygéne, en présence d’'une sal@®peroxyde d’hydrogéne de 3%.

Principe

La catalase est un enzyme ayant la propriété dengsaser le peroxyde d'hydrogene@) avec
dégagement d'oxygéne selon la réaction suivanteRGHAL et BOURDON, 1982):

IHIO, -2 L o0 -+ O

Technigue

Sur une lame et a l'aide d’'une pipette Pasteursmib@posons une colonie bactérienne sur une

goutte de I'eau oxygénée (a 10 volumes).
Lecture

Résultat catalase+ : effervescence.

Résultat catalase - : pas d'effervescence

d-Fermentation des sucres, production du C&et H,S

> Le milieu Kligler permet l'identification des entévactéries par la mise en évidence rapide
de la fermentation du lactose et du glucose (avesans production de gaz), ainsi que de la

production de sulfure d’hydrogéne.

Principe

 Les fermentations du lactose et du glucose, quimettent la différenciation des
entérobactéries, se traduisent par une acidificajio fait virer au jaune le rouge de phénol
(indicateur pH).
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* Les microorganismes qui fermentent le glucose, npas le lactose (salmonelles ou

shigelles), produisent initialement une pente jadhee a I'acidification obtenue par
fermentation du glucose présent en faible quantitésque le glucose est completement
utilisé dans I'environnement aérobie de la pergegéhction s’alcalinise par oxydation des
acides produits, phénoméne aboutissant a I'appardiune coloration rouge en surface.
Cette alcalinisation n'apparait pas en profondeunsde culot, ou la coloration se maintient
au jaune.

* Les germes fermentant le lactose et le glucoseviosit au jaune la pente et le culot par une
production importante d’acide, ce qui suffit a miamr un pH acide en surface.

* Les microorganismes ne fermentant aucun des dewxdgks ne modifient pas la couleur du
milieu.

* La production d’HS se manifeste dans le culot par I'apparition d’'coration noire de
sulfure de fer qui est due a la réduction du tHfageien présence de citrate ferrique.

* La production de gaz @1 CQ,) résultant de la fermentation d’'un hydrate de cae) se

traduit par I'apparition de bulles d’air ou bierr e fragmentation de la gélose.

Méthodologie :

A partir d'une colonie suspecte, nous prélevorgadir d'un milieu d’isolement sélectif, nous
ensemencons un tube kligler au niveau du culopjgire centrale et a la pente inclinée par des

stries serrées.

L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heuressuobgs desserrées, de maniere a favoriser les

échanges.

Lecture :

Le milieu de Kligler fournit quatre renseignemeptscipaux :

(1) Fermentation du glucose : culot rouge : glucuse fermenté, culot jaune : glucose fermenté.

(2) Fermentation du lactose : Pente inclinée routgctose non fermenté, Pente inclinée jaune:

lactose fermenté.

(3) Production de gaz : Apparition de bulles de d@zs le culot.
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(4)Formation d’HS Production d’'une coloration noire entre le cwbia pente ou le long de la

il

Figure N°11 : Mise en évidence de la fermentation du glucosel éactose et la production de gaz
ainsi que la formation deJ3 chez les isolats thermophiles

pigdre.

1

e-Galerie API :

Principe:
Le systeme API® BioMérieux (Appareillage et Procéddédentification) est une version
miniaturisée et standardisée des techniques biéghén conventionnelles pour I'identification des

bactéries.

Lorsqu’une suspension bactérienne de densité cablerst répartie dans les différentes alvéoles
gui composent la microgalerie (contenant de sulssti@shydratés), les métabolites produits durant
la période d’incubation se traduisent par des cham@mts de couleur spontanés ou révélés par

addition de réactifs.
Elle permet l'identification d’une centaine de bies & Gram négatif dont les Entérobactéries.
Elle comprend 20 tests biochimiques.

Nous nous intéressons a identifier la souche F(@a#d| 20E) et la souche PAITH (Galerie API

20 NE) afin de déterminer I'espece bactériennguaastion

Technigue de la galerie API 2@ :

Inoculation de la galerie :

Nous remplissons les tubules par une suspensitt@riemne calibrée (de densité différente selon
la galerie). Pour les substrats dont le sigle asa@ré, nous remplissons la cupule de maniere a

créer un meénisque. Pour les substrats dont le sigiesouligné, nous ajoutons de [I'huile de
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paraffine soit pour créer I'anaérobiose (absermeygéne), soit pour maintenir en solution les ions

volatils produits par la réaction et ainsi assilgasirage de l'indicateur coloré de pH.

Testes négatifs
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Tests positifs :
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Lecture et interprétation :

Aprés incubation pendant 18 a 24 h a 37°C, nousoéa la lecture en suivant le développement

des réactions colorées. Nous convertissons en de aosept chiffres qui est appelé Analytical
Profile Index, ce qui correspond d’ailleurs a I'é@uation donnée a ces galeries «API» permettant
ainsi I'identification des espéces. La fiabilité desystéme est tres élevée.

Technigue de la galerie API 20NE :

Inoculation de la galerie :

Nous remplissons les tubes (et non les cupules)telts NQ a PNPG avec la suspension
précédente en utilisant la pipette ayant servirélepement. Pour éviter la formation de bulles au
fond des tubes, nous posons la pointe de la pipettée c6té de la cupule, en inclinant [égérement
la boite d'incubation vers l'avant.
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Nous ouvrons une ampoule du milieu d’API et on gnsfere environ 200 ul de la suspension

précédente. Nous homogénéisons avec la pipetteitamt la formation de bulles d’air

Nous remplissons tubes et cupules des tests GLAGadn veillant a créer un niveau horizontal ou
Iégérement convexe, mais jamais concave. Des aumdemplétement remplies ou trop remplies

peuvent entrainer des résultats incorrects.

Nous ajoutons de I'huile de paraffine aux cupules tlois tests soulignés (GLU, ADH, URE) pour

former un ménisque convexe.

Nous refermons la boite d'incubation et incube® @2t 2°C pendant 24 heures (+ 2 heures).
Lecture et interprétation

Apres incubation, nous nous référons au tabledeatiere.

Nous notons sur la fiche de résultats toutes lasti@ns spontanées (GLU, ADH, URE, ESC, GEL,
PNPG).

La révélation des deux tests P& TRP doit se faire en mettant les tests d'aksdion a I'abri d'une

contamination par l'air ; pour cela, nous placansduvercl¢ de la boite d'incubation au dessus de

ces tests, pendant la période de révélation desNe€} et TRP.

r

aem msetmeer s e tcse wor et o e
Figure N°12:ldentification par la galerie AP1 20 NE
lI-Mise en évidence de l'activité enzymatique des &aes thermophiles

Méthodologie (Shlegel et al., 1986).
L’activité enzymatique est réalisée au sein dutatmire de biotechnologie microbienne au sein de

la Faculté des sciences et techniques de Fésanouns choisi de mettre en évidence :
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[I-1-Activité cellulase

Principe :
L'activité cellulase est mise en évidence en uilis un milieu contenant de la

carboxymeéthyl cellulose (CMC) comme seule sourceatbone. Ce milieu est ensemencé par les

souches testées et leur croissance met en évitlepoesence de I'enzyme cellulase.

Mode opératoire

Nous procédons a l'autoclavage du milieu M9 (AreBxpendant 15min a 110°C. Ensuite, nous
ajoutons les produits suivants :

1/ 0,01g de Cagl2H,O (soit 1ml d'une solution a 0,1M)

2/ 0,24g de MgS§ 7H,O (soit 1ml d’'une solution a 1M)
Ensuite, nous procédons a l'autoclavage 8P eilieu (CMC; Annexe 4) de nouveau pendant
15minutes a 110°C et nous le distribuons danddiéss de pétrie.

A partir d'une culture sur milieu solide, nous psé@ns une colonie, ensuite nous la
déposons sur une boite contenant du CMC (carbotkyinéellulose) gélosé.

Nous incubons les boites de pétri durant 24 a(b8htéries a 37°C, levures a 30°C ) sur
milieu solide.

Pour mettre en évidence l'activité cellulolytigmeus ajoutons une solution de rouge Congo
a une concentration de 1mg/ml suivie de trois gesaavec une solution de NaCl (1M). Pour cela,
nous ajoutons un volume de 10 ml dans la boite.

Les colonies développant une auréole montre quadashes en question possedent une

activité cellulase.

[I-2- Activité amylase

Principe
Les souches a activité amylase sont détectées gramee mise en culture sur milieu & base
d’amidon(Annexel).

Mode opératoire

Nous ajoutons 20g d’agar par litre du milieu a basmidon. Ensuite, nous procédons a
'autoclavage pendant 15min a 110°C.
A partir d’'une culture sur milieu solide, nous en@ns une colonie, et nous la déposons sur

boite contenant un milieu & base d’amidon géloseé.
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Pour mettre en évidence l'activité¢ amylase, nowsitans 3 ml d’'une solution iodée pendant 15
minutes suivie par deux ringages a I'eau distillé.
Les colonies développant une auréole montre quedashes en question possédent une activité

amylase.

[I-3- Activité pectinase

Principe
Le criblage des souches productrices de I'enzymtnase est réalisé en utilisant un milieu qui
contient I'acide polygalacturonique (PGA), substtatia polygalacturonase.
Mode opératoire

Nous ajustons le pH du milieu solide PGA (Annexa 5)-6 avec de la soude afin d’éviter une trop

forte acidité qui empéche la solidification du i

Apres autoclavage 15min a 110°C, nous mélangeandelgx solutions en les versant dans les boites
de Pétri (proportion : 80% de milieu solide et 20&tampon).
Nous ajoutons une solution d’acétate de cuivre 7¢Bi#s chaque boite pour mettre en évidence
I'nalo de I'activité pectinase, aprés nous procedad trois rincages a I'eau distillée.
llI-Cinétique enzymatique
L’activité enzymatique est mesurée selon la métlaEl@ANDELS et al.,1976), en suivant une
cinétique de la progression de production de I'emzyau cours du temps, afin de déterminer le jour
optimum de la production de I'enzyme. Nous avonsisthde mettre en évidence l'activité
cellulolytique par le dosage de la quantité degbe produit & partir du CMC en fonction de la
mesure de I'absorban¢@HOS, 1987)
Les résultats sont exprimés en unités internatiangl1UI=la quantité d’enzymes nécessaire pour
libérer a partir du substrat soluble ou insolutdeboxyméthylecellulose (CMC), 1umol de glucose
dans 1 ml pendant 1 min.

Méthodologie :

En premier lieu, nous préparons une courbe étalpertir d’'une solution mere de 1 g/l de glucose
par des valeurs allant de 0 a 1g/I.
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Nous utilisons les microorganismes les plus peréot® pour I'activité cellulase dans un milieu
CMC liquide (Annexe 4). Apres 24h ,48h ,72h ,96H.20h d’incubation & 37°C, nous prélevons

1.2ml de la culture que nous centrifugeons a 7@@® pendant 10 min. Nous éliminons le culot,

alors que le surnageant est subdivisé entre untérboin et un tube test.

En paralléle, a partir de ces cultures, nous faisersuivi de la croissance bactérienne en metsuran

'absorbance a=600 nm. Le nombre de colonies est obtenu paldéioe suivante :

Une DO correspond & 1 40FC (Unité Formant Colonie).
Tube Test :

500u! de surnageant

500ul de substrat (CMC a 2% dans un tampon acdg¢agedium 0,1M pH 4,8)

Tube Témoin :

500u! du surnageant

500ul du tampon acétate de sodium (0,1M pH 4,8)

Le zéro des spectrophotometres

500ul de tampon acétate de sodium (0,1M pH 4,8)
500ul du substrat
Nous incubons I'ensemble des tubes a 50°C pendamin3

Une unité internationale de cellulase est défimenme la quantité d’enzyme qui libére une

micromole de glucose par ml pendant une minute. &t calculée selon la formule suivante.

Concentration en glucose

—0;185my-de-gtucosefpnel

L’activitée CMCase en pumol /ml /min =

1ml d’enzymes x 30min
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Avec 0,185mg/pumol, la masse molaire du glucogel{z Os.

La concentration en CMC est obtenue grace a lebeads la gamme étalon.

RéSIlﬂats et Discussions

leére partie : Résultats des analyses physicochimiques et bactériologiques des
eaux thermales

I-Reésultats des analyses physicochimiques des eaux thermales

Les tableaux (6, 7, 8) suivants regroupent leséudfits résultats obtenus pour les paramétres

physicochimiques au niveau des 3 stations thernaziest la période Hiver-Printemps.
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La température et la conductivité sont des paras&ui ont été mesureé in situ.

FST FES

1-Résultats des analyses physicochimiques des eai¥in Allah

L’analyse mensuelle des parametres physico-chirsigeda station Ain Allah sont illustrées sur le

tableau 6 :

Tableau N°6: Résultats des différents parametres physicochimigeda station thermale Ain

Allah
Mois /Parameétres| Février Mars Avril Mai
R [5) R P R P R P

Température °C | 38,4 36,8 38,4 36,4| 40,9 | 39.2 42,1 38
PH 7,1 7,08 7,1 7,09 |71 7,25 7,09 7,1
Conductivité 831 842 830 840 | 830 840 829 840
MS/cm
Nitrate mg/I 0,058 0,005 0,001 0,00p0,001 | 0,002 | 0,05 0,002
Orthophosphates | 0,003 0,002 0,002 0,01| 0,001 | 0,0125 0,021| 0,04
mg/|
Azote total mg/l |0 0 0 0 0 0 0 0
Phosphore total | 0,004 0,005 0,0019 0,010,002 | 0,008 | 0,004| 0,003
mg/
Ammonium mg/l | 0,04 0,045 0,015 0 0,004 | 0,02 0,02 0,024
02 dissous (mg/l)| 43,9 36 44 30 |50l 47,5 34 24
TA meq/l 0 0 0 0 0 0 0 00
TAC meq/I 33 45,5 30 32 |21 23,5 40 30,5

Durete total 7,7 5,6 7,2 8 3,6 3 3,5 3,4

milmol/titre

Les variations temporelles de la température aeaunivde la station thermale Ain Allah sont

largement semblables: les plus basses sont emésgisén hiver (36,8°C), les plus élevés au

printemps (42,1°C). La température au niveau daul'de réservoir (38 ,62 °C) est largement

inférieure a celle de I'eau de la piscine (39,88%®) qui concorde avec les résultats enregistrés

(SALAME et al., 2013). Toutefois, les valeurs enséges a Ain Allah sont supérieures a celles
enregistrées par BEN MOUSSA et al., (2010); (e284.0°C et 34°C).

Le pH relevé ne montre pas de variations importaatdre les sites de prélevement avec un pH

proche de la neutralité aussi bien au niveau dmul@e réservoir(7 ,1) qu’au niveau l'eau de

piscine (7,08 a 7,25), ce qui concorde avec lssltats d’'une étude préalable (SALAME et al.,
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2013). Ces résultats sont conformes a la norme marocaine (03.07.001/2006) des eaux de

boissons humaines.

L'eau de la station thermale étudiée est caractérisée par une conductivité inférieure a celle
enregistrée par BEN MOUSSA et d., (2010) . Elle est largement supérieure au niveau de |'eau
de la piscine qu’ au niveau du réservoir, avec une valeur stable tout le long de la période d’ étude,
ce qui ne concorde pas avec les résultats précédents (la conductivité de I’ eau du robinet et de la
piscine sont respectivement 843 ,93us/cm, 824,5 us/cm (SALAME et a., 2013). Les résultats
obtenus nous permettent de conclure que les eaux de la station sont moyennement minéralisées

et répondent aux normes en vigueur (NM 03.07.001).

Le suivi des teneurs en nitrates montre qu’ elles évoluent selon les saisons. Nous avons enregistré
ains une augmentation des teneurs en nitrate en hiver (0,058 mg/l) par rapport au printemps
(0,002 mg/l) avec une teneur plus élevée dans I'eau de piscine que dans celle de I'eau du
réservoir. Ces valeurs enregistrées sont inferieures a celles de la station Ain Hamma Moulay
Idriss en Hiver (3,15 a 12,49 mg/l) et au Printemps (2,59 a 8,18 mg/l) et concorde avec ceux
rapportés (SALAME et a ., 2013). La présence de nitrates dans l'eauest un indice
de pollution d'origine agricole (engrais), urbaine (dysfonctionnement des réseaux
d'assai nissement) ou industrielle. Les teneurs en nitrates de |’ eau de cette station sont conformes

alanorme marocaine (03.07.001 /2006) relative aux eaux de boisson humaine.

Les teneures en orthophosphates présentent des valeurs faibles durant |a période d’ étude avec
des valeurs supérieures au niveau de I'eau de piscine qu’au niveau du réservoir. Ces résultats
sont inferieurs par rapport a ceux enregistrées par BENMOUSSA et al., (2010);(0,81
+0,40mg/l), et SALAME et a ., (2013) ; (0,82mg/l pour |’eau du réservoir et 2,23 mg/l pour

I’eau de la piscine).

Les teneures en azote totale sont nuls pendant toute la période Hiver-Printemps .Cela est
contradictoire car nous avons enregistrés des teneurs moyennes en nitrate (0,0058mg /I en Hiver
et 0,002mg/|l au printemps) .Ces résultats ne concorde pas avec les résultats de BENMOUSSA et
al., (2010).

R
| ‘ﬁféo,éy,df “ilcom
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Les teneurs en phosphore totale présentent dassdidgbles, augmentent en Hiver et chutent au
Printemps, cela concorde avec les résultats raggpopar NEAL, (2000) et SALAME et al.,
(2013).

Les teneurs en ammonium présentent la méme évolujice les teneurs en phosphore avec des
valeurs inferieures a 0,5 mg/l (Valeur maximale asible) ;(RODIER, 1984); l'ammonium est

issu des déchets et déjection.

Les teneurs en Ldissous ont donné des valeurs élevées pour lesdeateservoir (43,9mg/l),
ainsi dépassent la valeur maximale admissible. @eleoncorde pas avec les résultats obtenues
par BENMOUSSA et al., (2010); (2,59 £0,80mg/l). Q& peut étre expliqué par l'effet des

températures des eaux de la piscine par rapporeauwx du réservoir sur la solubilité d’oxygéne.

Les teneurs en titre alcalimétriqgue sont nullegsalgue les teneurs en titre alcalimétrique
complet révélent une diminution en Hiver alors des valeurs élevées sont enregistrés au
printemps dépassant la valeur maximal admissiliégive aux eaux de boissons humaines, cela

est due a la présence des bicarbonates, de caglmirdgihydroxyde.

La dureté totale est plus élevé en Hiver qu'aint®mps et ces valeurs concorde avec ceux
enregistres par (BENMOUSSA et al., 2010).

D’aprés ces résultats, la composition physico-chirei de cette eau minérale naturelle est
conforme aux normes marocaines, lui confere desrigtés favorables a la santé (PECASTING
et al., 2009). C’est ainsi, plusieurs travaux onid@ l'effet thérapeutique associé a certains
éléments majeurs (JOLY et al., 1998). Des étudasasesur les eaux d’Avene ont révélé le role
bénéfique thérapeutique du calcium dans le traitéme certaines pathologies dermatologiques,
la régulation de calcium intracellulaire au nivekas kératinocytes (JOLY et al., 1998). Donc, la
composition de l'eau d'Ain Allah en calcium pedftiof ces eaux des intéréts thérapeutiques et

un effet curatif.

2-Résultats des analyses physicochimiques de |'ede& Moulay Yacoub
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L’'analyse bimensuelle des parameétres physico-chies de la station Moulay Yacoub sont

illustrées sur le tableau 7 et nous permettenbdstater que :
Tableau N°7: Résultats des différents parameétres physicochimigaeda station thermale

Moulay Yacoub

Mois / Janvier Mars Mai
Parametres

S R P S R P S R P
Températur | 43.7 42.2 37.6 43 42 37,2 |43 42 37,2
e°C
PH 7,02 7,1 7,02 7.1 7,08 7,09 |71 7,08 | 7,09
Conductivit | 47 45,6 45,3 47 45,5 45,1 | 478 46,5 | 451
é
MS/cm
Nitrate mg/l | 0,025 0,0024 | 0,0005 | 0,004 0,00035| 0,00d 0,0004 3o,ooo 0,0002

27

Orthophosp | 0.044 0,0385 | 0,0478 | 0,032 0,05 0,044| 0,032 | 0,005 0,044
hates
mg/I
Azote total | 0.3 0,005 0 0,299 0,004 0,001 0,199 | 0,004| 0,001
mg/I
Phosphore | 0,0003 0,0004 | 0,001 0,0002 | 0,0005 0,001 0,0002 5o,ooo 0,001
total mg/I
Ammonium | 0,015 0,019 0,019 0.0009 | 0.018 0.001 | 0.0005 | 0.001 | 0.001
mg/l 5 ° °
Titre 0 0 0 0 0 0 0 0 0
alcalimétriq
ue meq/I
TAC meqg/l | 895 29,5 19,5 94,5 34,5 13 96,2 | 35 22 .8
Dureté total | 30 22 20 26 22,2 20 25,8| 234 21,3
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v' Les variations temporelles de la température aeanivde la station thermale Moulay
Yacoub révele une stabilité tout le long de la qugi Hiver-Printemps. La température la plus
faible est enregistrée en eau de piscine et la glesée en eau de réservoir et de source. Ces
valeurs concordent avec les résultats rapportéSARAME et al., (2013);(39,93°C en Réservoir,
39,88°C en piscine).

v' Le pH relevé ne montre pas de variations importargatre les saisons avec un pH proche
de la neutralité aussi bien en eau de réservé@éngeau de piscine, ce qui est comparable avec les
valeurs enregistrés de (BENMOUSSA et al., 201Qp&LAME et al., 2013).

v' L’eau de la station thermale étudiée est caraé@ngmr une conductivité stable tout le long
de la période d’étude avec des valeurs en eawwesstres légerement supérieures a celle des
valeurs obtenues en eau de piscine et du rése@es valeurs sont inférieures a celles
enregistrées par NEAL et al., (2000) .

v' Les teneurs en nitrate sont stable durant la geéritiver-Printemps, sont faibles par rapport
a celles de la station Ain Hamma Moulay Idriss 715 a 12,49 mg/l). Les faibles valeurs sont
enregistrées en eau de réservoir (0,0005mg/l) gapart a I'eau de piscine (0 ,025mg/l). Cela
concorde avec les résultats obtenues au niveaa station thermale Ain Allah et différe de ceux
enregistrés (SALAME et al., 2013), (BENMOUSSA et 2010); (1,6 mg /| en eau de réservoir et
2 ,23 en eau de piscine).

v Les résultats obtenus pour les teneures d’orthgptades sont stables durant la période
d’étude et sont faibles par rapport a ceux troaesiveau de la station Ain Allah (SALAME et
al., 2013); (0,81 £0,40mg/l).

v Les teneurs en azote totale sont élevées en nsdibtiver et faibles au Printemps. La
valeur supérieure est enregistrée en eau de résetvde source (0, 3mg/l) et la valeur la plus
faible en eau de piscine (0,00lmg/), ce qui coreomvec les résultats enregistrés de
(BENMOUSSA et al., 2010).

v' Les teneurs en phosphore totale ont donné destatssgbmparables pendant la période

d’étude avec des valeurs enregistrées en eawsdevofr inférieures a celles enregistrées en eau

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah : '
Faculté des Sciences et Techniques = Q '
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

de piscine. Ces valeurs sont inférieures a cehesgestrées (SALAME et al., 2013);(1,6mg /I en

eau de réservoir et 2, 23mg/l en eau de piscine)

v Les teneurs en ammonium ont donné des valeurdganfes a 0,5 mg/l (Valeur maximale
admissible) ; (RODIER, 1984).

v Les teneurs en titre alcalimétrique sont nullessabjue les titre alcalimétrique complet

révelent une diminution en Hiver alors qu’au pnmfes dépassant la valeur maximal admissible.

v' La dureté totale est plus élevée en Hiver qu'Buintemps et ces valeurs obtenues

concordent avec celles enregistrées par (BEN M®U& al., 2010).

Les eaux thermales de Moulay Yacoub sont caraégxigpar une faible minéralisation, une
stabilité de ces paramétres tout le long de lsogérHiver-Printemps, une faible teneur en azote

totale et phosphore totale. Les eaux de cette@astatipliquent ses vertus curatives.

3-Résultats des analyses physicochimiques de |'ed@ Sidi Harazem

L’analyse mensuelle des parameétres physico-chimsigigela station Sidi Harazem sont illustrées
sur le tableau 8.

Tableau N° 8 : Résultats des différents paramétres physicochimiques de la station thermale Sidi

Harazem
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Mois /Paramétres Février Mars Avril Mai
Température °C 38,5 38,9 39 38,5
PH 7 7 6,9 7
Conductivité 1649 1640 1648 1642
MS/cm
Nitrate mg/I 0,004 0,005 0,006 0,005
Orthophosphates 0,014 0,018 0,017 0,013
mg/I
Azote total mg/I 0,025 0,0325 0,0122 0,020
Phosphore total mg/I 0,031 0,02 0,03 0,020
Ammonium mg/I 0,12 0,019 0,018 0,018
Titre alcalimétrique meq/l 0 0 0 0
TAC meq/| 85,5 84,4 80,5 80,5
Dureté totale 3,6 5 3,5 3,4
milmol/titre

Nous constatons a partir de ces résultats que :

v' Les variations temporelles de la température aaanivde la station thermale Sidi Harazem
révéle une stabilité tout le long de la période @fiRrintemps. Elle est Supérieure a celle
rapportés par KHAYLI et al., (2011) ou la températmoyenne est de 34,6°C.

v" Le pH relevé ne montre pas de variations importargetre les saisons avec un pH
comparable aux valeurs enregistrés de BENMOUSSA ¢1(2010) et de KHAYLI et al, (2011)
ou le pH est denviron 6,92. Ces valeurs sont asiiviss par la norme marocaine
(03.07.001)/2006) des eaux de boisson humainaxauid pH entre 6,5 et 8,5.
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v L’eau de la station thermale étudiée est caraé&msr une faible conductivité par rapport a
celle enregistré par BENMOUSSA et al., (2010) BEAL et al., 2000) avec une stabilité tout le
long de la période Hiver Printemps. Toutefois, @ssiltats sont supérieures a ceux enregistrés par

KHAYLI et al., (2011) ou la conductivité est de B§& /cm. Ceci peut étre expliqué par la nature
des terrains que traversent cette eau. Cependantesultats répondent aux normes en vigueur
(NM 03.07.001).

v Le suivi des teneurs moyennes en nitrates concarde les résultats obtenus au niveau de la
station thermale Ain Allah et sont inferieures Becenregistré par BENMOUSSA et al ., (2010)
en Hiver (3,15 a 12,49 mg/l) par rapport au Primgerf2,59 a 8,18 mg/l)et celles de KHAYLI et
al., (2011) ou la teneur en nitrate est de I'ordee0,82mg/l. Généralement, Les teneurs de

nitrates sont conformes a la norme marocaine (030Q72006) relative aux eaux de boisson.

v Les résultats obtenus des teneures en orthophespt@ticordent avec ceux trouvés au niveau
de la station Ain Allah et sont inferieures a cemxegistrée par BENMOUSSA et al., (2010);
(0,81 £0,40mg/l).

v' Les teneurs en azote totale sont élevées en Hiveliminuent au Printemps, ce qui concorde
avec les résultats rapportées (BENMOUSSA et al.OR0

v Les teneurs en phosphore totale ont donné desrsatemblables pendant la période d'étude
avec des valeurs inferieures a celles enregispa@e@BENMOUSSA et al., 2010).

v Les teneurs en ammonium ont été tous inferieure®,5 mg/l (Valeur maximale
admissible) ;(RODIER, 1996)

v' Les teneurs en titre alcalimétrique sont nullegsalgue les valeurs en titre alcalimétrique
complet révelent une diminution au Printemps enaentent en Hiver, dépassant la valeur

maximale admissible.

v' La dureté totale est élevée en Hiver qu'au Printerap ces valeurs concordent avec ceux
enregistrées par (BENMOUSSA et al., 2010).

D’aprés ces résultats, I'eau de cette station estocme aux normes marocaines, et montre une

stabilité tout le long de la période d'étude. Sanposition pure, de méme que ses qualités

naturelles, font d’elle une eau réputé possédantvdeus curatives pour les maladies du foie et du

rein, Ce qui concorde avec la littérature (SALAMEE, 2013) et (KHAYLI et al., 2011).
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lI-Résultats des analyses microbiologiques des eathermales :

1-Résultats des analyses microbiologiques des eallAin Allah

L’analyse bimensuelle des parametres microbiolaggaae la station Ain Allah est illustrée sur la
figure 13 :

Evolution des levures et Moisissures

Concentration des LM en UFC/ml

ELMR mLMP

Figure a : Evolution de la concentration en levures et mseiges dans la station Ain Allah au

cours des quatre mois d’étude
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Concentration des CF en UFC/ml

Avril

Mois ECFR WECFP

Figure b : Evolution de la concentration &vliformes fécauxlans la station Ain Allah au cours
des quatre mois d’étude

Evolution de la Flore Mésophile Aérobie totale
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Figure c : Evolution de la concentration en FMAT dans laistaf\in Allah au cours des quatre

mois d’étude
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Figure d : Evolution de la concentration en SF dans lacstakin Allah au cours des quatre mois
d’étude

Figure N°13: Résultats microbiologiques au niveau de la statienmale Ain Allah

Les résultats des analyses des eaux du réservgieigment sur une faible contamination par les
germes totaux a 37°C et a 22°C (21UFC/ml, SUFCAulPrintemps. On observe une absence des
germes totaux a 22°C en Hiver. De plus, ces eaunk caractérisées par l'absence des bactéries
indicatrices de la contamination fécaleo(fdrmes totaux, Streptocoques fécatxles bactéries
anaérobies sulfito-rédictrices), ainsi que Reudomonas aerugingsee qui concorde avec les
résultats rapportgSALAME et al., 2013) ainsi que les résultats phgsiimiques avec une faible
contamination par les polluants organiques . Celanpt de dire que cette eau est assurée par une
bonne protection contre toute contamination. Cesiltd@ts répondent aux valeurs fixées par la
circulaire marocaine du 9 Mai 1983 relative a llgsa bactériologiqgue des eaux minérales de

boisson et a la norme marocaine 03.07.001 /20@6&velaux eaux de boisson.

Pour les eaux de la piscine, elles sont plus cleargé Germes totaux dénombrés a 37 °C en Hiver
(1410%UFC /1ml) qu’au Printemps (16102UFC /ml).démombrement mensuel des germes totaux a
22°C montre que ces bactéries présentent une é&wokitmilaire a celle des germes totaux a 37°C

avec des valeurs comprises entre 263UFC/ml et 7UEC /ml. Ces valeurs dépassent largement
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celles enregistré par BENMOUSA et al ., (2010)et. BME et al., (2013); ( 241 UFC/ml en Juillet
et 51 UFC/ml en Février).

Les variations temporelles des Coliformes Totauntmemt, dans les eaux de piscine, une valeur
d'l UFC /ml en Hiver et une absence de ces germeBrimtemps. D’'une maniére générale, les
valeurs mensuelles des coliformes fécaux n’évolysd de la méme maniere que celles des
coliformes totaux, la valeur maximale est obserggeHiver avec 88 UFC/ml noté en Mars, la
valeur minimale est enregistrée au printemps &@®BJFC/ml en Avril. Ces résultats ne
concordent pas avec ceux rapportés par SALAME ef @013) ;(les faibles charges sont

enregistrées en Hiver avec 54 UFC/ml en décembre).

Concernant leStreptocoques fécaurous avons enregistrés une valeur maximale de/RO0mI

en mois de Mars, alors qu’une valeur minimale dgR38/ml en Auvril, ce qui ne concorde pas avec
ceux enregistrés par SALAME et al., (2013);(lesamorirations les plus élevées sont observées au
Printemps avec des faibles fluctuations durantddope d'étude et avec un maximum de 115
UFC/250ml en Juin.

Ces eaux sont également caractérisées par I'abskieseudomonas aeroginosainsi que des
Anaérobies Sulfito Réducteurs, ce qui concorde &seésultats rapportés (SALAME et al., 2010).

Les levures et moisissures sont présentes en pliverqu’au  Printemps.

L’évaluation de la qualité hygiénique des eauxalpiscine montre que les charges les plus élevées
des germes totaux a 37°C et a 22€0Jiformes totaux, Coliformes fécaux, Streptocodéeaux
sont enregistrées durant la période hivernaleucendigue que cette contamination serait d’origine
anthropique et pourrait étre due au nombre impordas baigneurs et la fréquentation de cette
station par les curistes pendant cette saison.r&€sgtats concordent avec ceux enregistrés par
(BEN MOUSSA et al., 2010).

2-Résultats des analyses microbiologigues des ealexSidi Harazem

L’analyse mensuelle des parametres microbiologigquesiveau de la station Sidi Harazem sont

illustrées sur la figure 14 et nous permettentatestater que :
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Evolution des parameétres microbiologique
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Figure a : Evolution de la concentration des germes dastation Sidi Harazem au cours des

guatre mois d’étude
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Figure b : Evolution de la concentration de la FMddns la station Sidi Harazem au cours des

guatre mois d’étude
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Figure N°14: Résultats obtenues au niveau de la station ther@idi¢darazem

Les résultats des analyses des eaux de boissonddeH&azem renseignent sur une faible
contamination par les Germes totaux cultivées a 38tCa 22°C au Printemps (12UFC/ml,
11UFC /ml alors qu'on a une absence des ces geemédiver. Ces résultats sont inférieures a
celles enregistrées pgHAYLI et al., (2011) ou le nombre des germes tataultives a 37°C et a
22°C sont respectivement (614UFC/ml, 571 UFC./@8s eaux sont caractérisées par la présence
des Coliformes totauxavec un nombre inferieur de celui enregistré BENMOUSSA et al.,
(2010) avec 54 UFC/ml en Décembre. Cette contaioimast peut étre lié a I'origine anthropique
et pourrait étre liée au nombre important des kaign et la fréquentation de cette station par des
curistes pendant cette saison. Ces résultats agmoavec ceux enregistrés par (BENMOUSSA et
al., 2010) et (KHAYLI et al., 2011). Nous notonabsence également des bactéries indicatrices de
la contamination fécaleCpliformes fécaux, Streptocoques fécaux et de Ab#&s Sulfito
Rédictrices),ainsi que Pseudomonas aeruginasgontrairement a ce que nous avons obtenus,
Pseudomonaaeroginosaa été dénombré au niveau du travail de KHAYLI let @011), ce qui
nous permettent de constater que I'eau de cetteesest protégée contre tout risque sanitaire.

Ces résultats répondent aux valeurs fixées pairdalaire marocaine du 9 Mai 1983 relative a
'analyse bactériologique des eaux minérales desoboi et a la norme marocaine 03.07.001 /2006
relative aux eaux de boisson humaine, et concomteti@mvaux antérieures. Ceci est peut étre

expliqué par les bonnes pratiques d’hygiene auanivie cette station par les autorités

2-Analyse microbiologiques des eaux de Moulay Yacbu
L’analyse bimensuelle des paramétres physico-cjuies de la station Moulay Yacoub sont

illustrées dans la figure 15 :
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Evolution des C oliformes totaux
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Figure a: Evolution de la concentration des coliformes tatdans la station Moulay Yacoub au
cours des trois mois d’étude
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Figure b : Evolution de la concentratiates Coliformes fécawans la station Moulay Yacoub au
cours des 3 mois d’étude
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Figure c: Evolution de la concentration de la FMAT dans &ieh Moulay Yacoub au cours des
trois mois d’étude

Figure N°15 : Résultats microbiologiques au niveau de la stadtienmale Moulay Yacoub

Les résultats des analyses de I'eau du réservbrelles de la source renseignent sur une faible
contamination en Hiver par les germes totaux a 378C a 22°C respectivement
(60UFC/ml ,67UFC /ml pour I'eau de réservoir, 3UA@I pour I'eau de source.

Nous remargquons une faible contamination par kesn@s totaux cultivés a 22°C par rapport aux
germes totaux cultivés a 37°C pendant la périoddude. Ces eaux sont caractérisées par une
l'absence des bactéries indicatrices de la contdioin fécale Coliformes totaux, Streptocoques
fécauxet les bactéries anaérobies sulfito-rédictricas)si quePseudomonas aeruginosee qui

concorde avec les résultats enregistrés par SALAMAL., (2010).

Les eaux de la piscine sont plus chargées en Gedotas< dénombrés a 37 °C en Hiver avec 29
103UFC /ml, gu'au printemps avec 22 UFC /ml. Le @/d@brement mensuel des germes totaux a
22°C montre leur présence au mois de Mars avedBZLYml. Ces valeurs dépassent largement
celles enregistrées par BEN MOUSSA et al., (2G20BALAME et al.,(2013); ( 241 UFC/ml en
Juillet et 51 UFC/ml en Février).
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La variation deColiformes totauxmontre, dans les eaux de piscine, une valeur nagicke 126
UFC /en Hiver, avec une faible contamination de gesmnes au Printemps. Ainsi, les valeurs
mensuelles des coliformes fécaux évoluent en fonatu temps, de la méme maniére que celle des
Coliformes totauxla forte charge est observée en Hiver avec 32/tdF@oté en mois de Mars. Ces
résultats ne concorde pas avec ceux enregisaréSALAME et al., (2013) ; (La forte charge est
observée au cours de la période estivale avec simue de 200 UFC/250ml noté en Juin et les

faibles valeurs sont enregistrées durant I'hivescad UFC/250ml en Décembre.

Les eaux de cette station sont caractérisées glasdhce d&treptocoques fécauRseudomonas
aeruginosaet Anaérobie Sulfito Reducteurs en Hiver, ceaquicorde avec les résultats enregistrés
de SALAME et al., (2013).

D’aprés ces résultats, les eaux de cette staBpondent aux normes fixées par la circulaire
marocaine du 9 Mai 1983 relative a I'analyse baul@gique des eaux minérales de boisson et a la
norme marocaine 03.07.001 /2006 relative aux eausoisson.

L’évaluation de la qualité hygiénique des eaux algikcine ont montré que les charges les plus
élevées des germes totaux a 37°C et a 2280formes totaux, Coliformes fécawsgnt enregistrées
durant la période hivernale. Ce qui pourrait cansti un risque sanitaire pour les baigneurs .lI
serait donc obligatoire de rappeler aux usagerdadpiscine le respect des régles d’hygiene
corporelle : passer aux toilettes, se doucher,@gcher, se démaquiller, se rincer les pieds dans un
pédiluve et de veiller au traitement de seaux deipé d'une maniére périodique par les
responsables de I'établissement (KHAYLI et al., P01

2eme partie : Identification des thermophiles et caractérisation de
leur molécules bioactives

Plusieurs microorganismes ont été isolés a paetiB dtations thermales a proximité de la ville de
Fes en utilisant cing milieux de culture diffeienMilieul, Milieu2, Milieu3, Milieu4, Milieu 5 et

Milieu thermophile.

La majorité des bactéries ont poussé sur le mMéau ce qui montre que ce milieu de culture est

optimal pour leur croissance.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

|-Résultats des tests d’identification
Les caracteres biochimiques des différents isdlatdériens issus des sources thermales étudiées

sont regroupés dans le tableau 9

Tableau N°9: Caractéeres biochimiques des bactéries thermaphile

Bactéries | Gram Catalase | Oxydase | Fermentation | Fermentation | Présence | H,S
du du du gaz
Glucose Lactose

F Bacille + + + - - -
gram -

G Cocci + - - - - -
gram +

1 Cocci + - + - + -
gram +

M Bacille + + + + - -
gram -

L Bacille + + + + + -
gram -

B Cocci + - + + + -
gram +

c Cocci + + + - - -
gram -

P Bacille + - + - - -
gram -

(R) Cocci + - + + - -
gram +

Y Cooci + - + + - +
gram -

X Cocci + + - - - -
gram -

E Cocci + - + - - -
gram +

A partir de ce tableau, Nous distinguons les badégui sont des bacilles gram -, fermentent I'un
des sucres et qui sont oxydase — tel que (I, R Bt E) et qui peuvent appartenir a la famille des
Enterobactériaceae, et celles qui ne fermentestleplactose et le glucose et qui sont oxydasé + te

qgue (F, G, M, L, C,....) peuvent appartenir a uneilarautre que Enterobactériaceae
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On s’est intéressé a identifier deux isolats bamtér; La bactérie F par la Galerie APl 20 E et la
bactérie P par la Galerie APl 20E afin de déterminer leurs espéces relatives. Aptéh

d’incubation on obtient les résultats suivantsietspnt représentés dans la figure 16 et 17 :

e e el o+ W o= A o ST
o e e e il i, st e

-
aee waanedmac pasy oD% CAPS lAON  BALTIGIDL_IEACH

Figure N°17: Galerie API 20 E de la bactérie F
D’aprés les résultats des galeries APl 20, API RGN en se référant aux différents codes du

catalogue. Nous n’avons pas trouvé d’identificafiaces deux especes bactériennes.

[I-Résultats de la mesure de I'activité enzymatique

Le tableau suivant regroupe les résultats obtenusesurant le diamétre d’auréole caractéristique
de chaque bactérie.

NB : les bactéries thermophiles que nous avons isalés eaux thermales ne montrent pas une
activité pectinase en raison de non apparitionrédae d’inhibition autour de la colonie.

Tableaux N°10 :Mise en évidence de l'activité amylase et cellulase

Isolats bactériens | Diamétre Diameétres
d’auréole(Amylase) d’auréole(Cellulase)
(cm) (cm)

G 0,2 0.4

M 0.6 0.2

L 0.4 0.1

B 0.6 0.8

C 0.7 1.1

P 1.2 0.7

R 0.8 1.4
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B 0.9 0.7
C 1.2 0.5
I 0.7 0.6
E 1,7 1
R2 1.1 0
F 1.7 0.6

Seul un isolat parmi les treize testés, n'est pgmlole d'utiliser la cellulose comme source de
carbone (R2), les autres isolats bactériens omédsrun halot clair autour de leur colonies lors de
I'ajout de la solution de Rouge de Congo sur liebde pétrie contenant le milieu CMC mettant en
evidence I'activité cellulase, avec un diametrdardrde 0 a 1,4cm. Ces isolats possedent a la fois
une activité cellulase et amylase avec la formatiom halot clair autour de leurs colonies lors de
I'ajout d’'une solution iodée tel que le lugol mettan évidence l'activité amylase, avec un diametre

variant de 0,2 a 1,7 cm

Les isolats F et E montrent une activité amylasgimae avec un diamétre d’auréole de I'ordre de

1,7cm. Ceci est représenté dans la figure 18

Auréole i
Colome/ F

Figure N°18:Mise en evidence de l'activité amylase chez ladréef sur un milieu a base d’amidon
La bactérie R1 montre une activité cellulase maleémavec un diametre d’auréole de I'ordre de

1,4cm .Ceci est représenté dans la figure 19:
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: Auréole

Colonie R
Colonie

Figure N°19: Mise en évidence de l'activité cellulase chez datérie R sur milieu CMC Agar

lll- Résultats de la cinétique enzymatique :
Apres 24h, 48h et 72h de la mise en culture ddatssthermophiles dans le milieu CMC liquide,

nous mesurons leurs DO et tracer les courbesrailessance qui sont représentés dans les graphes
figures 20 et 21 :

Cinetique de croissance 1

1,2
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0] 20 40 60 80
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Figure N°20: Cinétique de croissance des isolats thermoplisitdés a partir de la station Moulay
Yacoub

La figure 20 représente la cinétiqgue de croissaleseisolats thermophiles de la station thermale
Moulay Yacoub dont la bactérie C présente une pligsdatence inapercue, la vitesse de la
croissance est importante par rapport aux autodatssbactériens avec une durée de 50h et atteint
un maximum et rentre en phase de déclin. La bacBxient en 2éme rang avec une durée de 30h,
suivie par la bactérie E qui présente la méme ddeéa phase d’'accélération que la bactérie C,
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ensuite la bactérie | qui suit la méme allure cuédactérie E. La bactérie F connait une phase
d’accélération de deux phases ou la premiere esteddurée de 10h, la deuxiéme apres 60h. La
bactérie X connait une phase d’accélération aveecnarimum moins important que les autres

isolats bactériens, la durée de cette phase éfitdeu la division cellulaire demeurent constante.

Cinetique de croissance 2
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Figure N°21: Cinétique de croissance des bactéries thermophdes a partir de la station Ain
Allah

Les isolats bactériens de la station Ain Allah ciasent des vitesses de croissance plus importante
gue celles la station thermale Moulay Yacoub et Batazem. La bactérie Y présente une vitesse
de croissance importante par rapport aux autréstésbactériens avec une phase d’accélération qui
s’étend de 40h de la période d’incubation, et @itten maximum apres 50h puis entre en phase de
déclin. La bactérie M vient en 2eme rang avec uhgée de 30h , suivie par la bactérie L qui
présente la méme allure que la bactérie P, ensuiiactérie G qui connait une phase d’accélération
de deux phase ou la premiére est d'une durée de [EOHeuxiéme apres 50h. La bactérie P et R
présentent la méme allure avec une phase d’actiéféraoins importante que les autres souches

d’'une durée de 50h ou on assiste par la suitgphdae de déclin.

La bactérie C ainsi que la bactérie Y présentaet vitesse de croissance plus importante par
rapport aux autres isolats bactériens. Ce résoétat étre expliqué par leur adaptation rapide avec

les éléments nutritifs du milieu CMC liquide et ldenature physicochimique de I'environnement.
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Les exigences bactériennes comprennent les sodecesurriture, d’énergie, d’eau, mais aussi une

température appropriée ainsi qu'un pH et une cdraton en Q.

Une courbe étalon d’'une solution mere de 19/l deage pour des valeurs allant de 0 a 1g/l est
représentée dans la figure 21 dont le but de déduiconcentration en CMC.

Gamme d'étalonnage PO=0. 7897 0,0209

1,2

0,8
0,4
0,2 //

0 T T 1
0] 0,5 1 1,5

DO

. Concentration
Concentration de glucose (g/l)

Figure N°22: Gamme d’étalonnage de la concentration du glucose
Quant a la cinétigue enzymatique de la cellulds® différentes souches isolats bactériens que

nous obtenons a partir de la courbe de la gamnialoage, sont représenté dans les deux figures
23 et24:

Cinetique de la production de la
celullase

1,4
é 1,2
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Figure N °23 :Cinétique de production de la cellulase d’isotaemophiles issus de la station
Sidi Harazem et Moulay Yacoub

E M=

La production de la cellulase des isolats thermephissues des deux stations connait une
concentration maximale de la cellulase (1Ul) chebdctérie X, suivie par la bactérie C avec une
concentration maximale de cellulase de I'ordr® d@Ul, ensuite la souche E (0,6Ul), et en dernier
rang la souche | avec une concentration de lalasude I'ordre 0,4Ul. Ces 4 isolats bactériens
présentent la méme allure avec une concentratioinme de I'enzyme aprés 48h de la période
d’incubation et chute brusquement aprés que lem8dbit appauvri de substrat CMC. La bactérie B
ainsi que la bactérie F connaissent une productigmonentielle tout le long de la période

d’incubation avec un maximum de I'ordre de 0,8Ulaleoncentration du glucose.

Cinetique de la production de la cellulase
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Figure N°24 : Cinétique enzymatique d’isolats bactériens isspartir de la station Ain Allah

La cinétique de la production cellulase des isdlasmophiles issus des deux stations montre une
concentration importante de la cellulase de latéveec G (0 ,8Ul). Aprés 48h de la période
incubation, cette concentration connait une chutsdue et atteint une valeur de 0,1UIl. En 2eme
rang la bactérie M, qui connait une concentratier0d8UI aprés 24h de la période d’incubation,
cette valeur connait une chute brusque et atteiatualeur de 0,1g/l apres les 48h qui viennent.

Ensuite la bactérie P et | qui présentent la méthe@eaavec une concentration maximale
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respectivement de l'ordre de 0, 35Ul, et 0,30Ul. hactérie R connait une concentration de
cellulase de l'ordre de 0,25Ul aprés 24h de lagpiérid’incubation, puis chute brusquement et

atteint un maximum de 0,3Ul apres les 24h qui veehn

La bactérie G isolé issue de la station thermaheAlah, ainsi que la bactérie X issue de la stati
thermale Moulay yacoub ont donné toutes les dew<aamcentration importante de la cellulase
respectivement de l'ordre de 1UI et 0,8Ul. ces é@e$s peuvent étre exploité dans différents

secteurs industrielles.

D’aprés des études antérieures, I'intérét quesdarbiotechnologie a la cellulase s’explique e s
vastes applicationgindustries alimentairedndustrie des textiles et des détergents, Papeterie

Nutrition animale, Domaine thérapeutiques ...etc.).

En effet, son utilisation permet potentiellemenptaduction de glucose, élément de base, qui, une
fois fermentée permet d’accéder a d’autres subssaciés a savoir des alcools, des acétones et des
acides organiques notamment des acides gras esldtibu I'importance, écologique et industrielle,

considérable des cellulases, ce qui pourrait &peo#é a différentes applications industrielles.
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Concilusiof

A la lumiere de ces résultats, nous pouvons die lga eaux thermales de Ain Allah qui, Sidi
Harazem, Moulay Yacoub sont de bonne qualité symlda physico-chimique, ce qui expliquent
leur réputations. Sur le plan bactériologique namns constaté que les eaux de boisson(Ain Allah,
Sidi Harazem) sont généralement de bonne qualitépetndent aux valeurs fixées par la norme
marocaine 03.07.001/2006 relative aux eaux de twoissimaine et la circulaire marocaine du 9
Mars1983 relatif aux analyses bactériologiqueseadesx minérales. Toutefois, I'eau de piscine de
ces deux stations montre une contamination en Hiv@bablement due a la fréquentation de ces

stations par un nombre important de visiteurs.

Nous avons pu mettre en évidence chez quelquedgdgbermophiles une capacité de dégrader a la
fois 'amylase et la cellulase. Ainsi, nous pounscexploiter leurs enzymes en différents secteurs
industrielles
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Dans le but d’améliorer la qualité hygiénigue des eaux nous recommandons :

O Le respect rigoureux du systéeme de surveillancece® stations, par des analyses

guotidiennes (physicochimique et bactériologique).
O Le renforcement des bonnes pratiques d’hygienevaamn des piscines.
Nous envisageons dans cette étude comme persedéve
O Elargir I'étude des analyses physicochimiques datsmps et dans I'espace.
U Etude moléculaire des bactéries non identifieda&alerie Api.
U Etude de la cinétique enzymatique de l'activit§/@se et pectinase.
a

Exploitation des enzymes isolés des bactéries thanites dans différents secteurs

industrielles.
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AnnexeSs

Milieux de culture

1) Milieu a base d’amidon pour les bactéries et lesveres

6g de peptone
0,59 de MgS@ 7H,O
0,5gde K ClI
1g d’amidon de pomme de terre
H.O QSP 1 litre
2) Composition du milieu PGA:

Milieu solide :

5g d’extrait de levure
5ml de (NH)2SQ, (10%)
0,5ml de MgSQ®@ 1M
5ml de glycérol (50%)
2,59 de PGA (Polygalactirnique acide)
20g d’'agar

H,O QSP 1 litre
Tampon ( pH = 8):

15g de NaHPO,

0,79 de NakLPO,

H,O QSP 1 litre

3) Milieu M9
a- Milieu minimum M9 :

6g de NaHPQy, 12H,0
3g de KH2PQ

1g de NHCI

0,5g de Na ClI
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H,0 QSP 1 litre

4) Milieu CMC
10g de CMC
5g d’extrait de levure
2ml de glycérol (50%)
20g d’agar-agar
Tampon M9 QSP 1 litre
5) Terqgitol 7au TTC :
10g de Peptone

5g d’Extrait de viande
69 d’Extrait de levure
20g de Lactose
7 10 mg Tergitol

25 mg de TTC (Triphenyl Tetrazolium Chloride :

Tétrazolium)

50 mg de Bleu de bromothymol 50 mg
13g d'agar 13,0 g

pH=7,2

6) Slanetz

10g d’Agar-agar

20g de Peptone

0,4g d’Azide de sodium

2g de Glucose

0,1g de TTC (chlorure de 2-3-5 triphényl-tétrazwl)u

pH=7,2
7) Gélose au Cétrimide

169 de peptone de gélatine
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noamglais du Chlorure de Triphényl
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10g de peptone de caséine

0,2g de bromure de tétradonium (cétrimide
159 d'acide nalidixique

10g de sulfate de potassium

1,49 de chlorure de magnésium

10g d’agar
8)Sabouraud
10g de Peptone

20g de Glucose massé

15 gd’Agar-agar

100ml d’Eau distillée (gsp)
Vitamines et facteurs de croissance
pH =6,0

8) Gélose de dénombrement

5g de Tryptone

2,5 g d’Extrait de levure
49 de Glucose

9g d’Agar

pH=7

Eau gsp 1L

Contréle de qualité exercé au LRDEHM de Fes :
Ce contrble est basé sur les manipulations suigante
» Effectuer un calibrage de balance.

» Utiliser une eau distillée préalablement contr§fgée, conductivite,...)

» Préparer les milieux de cultures dans un champestarcété d’un bec benzéne.
» Utiliser une verrerie controlée.

e Dissoudre complétement les composants du miliepapéé
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» Respecter la durée et le temps d’autoclavage

» Controler le niveau d’eau de l'autoclave avanisation

» Contréler 'efficacité de I'autoclave a chaque #igation par le ruban indicateur et
mensuellement par l'indicateur biologique (Stérikon

» Couler les milieux Stérilisés dans un champ séril

* Contréler la stérilité du milieu préparer avantisdition, par incubation d’une boite si milieu
solide ou d’un tube si bouillon a I'étude a 36+33€hdant 48H.
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Actuellement il existe 42 LDEHM, Le loborataire

de Fés fait partie des 11 laboratoires régionauw /
qui ont vu e jour & partic des onnées B0, II est _ﬁ]
implante o T EL GSHASSANI et est i \

| ot s s ]

:Iﬁmti-nrpug-lﬁpﬁhﬁnﬂ:hhmmh Le LRGEHM oot rottoche ou SIAAP e 4 lo Direchion
maladies infecticuses et fronsmissibles, Regionale de lo Semte de Fés. 1 est egalement en etroite
O Appai Technique (Diogrostic ©f confirmation des malodies) pour | | relation ovec FInstiiut Mational d'Hygigne et lo Direction
les structures de soins de somté de base [RSSE). dEpidemindogie et de Lutte contre les Molodies de Rabat.

Assurance gualite au LEDEHM,

T Une palitigue dassurance gualité est mise en wuwwe par je LRGEHM

por obherir et garaehie jo Quolitd des SNOIYSES g sk o G mn
O Un systeme stofistigue informatice est mis en place por e
LROEHM pour le troitement des resubtats des onobyses.

et fectures de la e Fis-
FR. Tt N ks e (T &

& —:F:mmmmﬁ
G an 12

Perspectives

r Simafwrer lo collaboration &f la cospération QU Inboratfore over Son EWIreemEnt sz e g 384
- bévelopper et régiiser des £udes épidémiokgigues en relTtion avec ses activites
# Irstaller Sastres anayses:

* Analrses Tucolwnes de ew decherches des oestrides of métam lurds-)

* Porits'rologr des oom

- Sirgotr of PR i oaledsme.

* Extanslort du shiehatane werteur des ie'shmpetises:
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