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 L’amélioration des processus industriels exige des molécules robustes qui restent actives 

et stables dans des conditions extrêmes de  pH, de température et de la pression ionique. Par 

conséquent, la  recherche de nouvelles sources pour de nouvelles molécules est fondamentale  

pour élargir les possibilités biotechnologiques. Les milieux extrêmes tels que les écosystèmes 

hypersalins contenant des concentrations en sel neuf à dix fois plus élevé que celles de l’eau de 

mer (30-35 contre 3,5 % de NaCl) sont largement distribués dans le monde et ont une population 

microbienne diverse composée par des organismes halophiles des trois domaines de la vie. Depuis 

la dernière décennie, des micro-organismes florissant dans ces milieux ont été explorés comme 

une source de nouveaux composés vue la capacité de leurs macromolécules à rester actives à des 

concentrations ioniques de NaCl de plus de 2M, des températures plus de 40°C et, parfois, à des 

valeurs de pH supérieures à 9 (Margesin et Schinne 2001; Oren 2010; Litchfield 2011; Delgado-

Garcia et al., 2012 ; Moreno et al., 2013 ).  

  Les protéines halophiles sont riches en acides aminés acides qui confèrent une charge 

négative en surface. Ces protéines interagissent avec les ions de chlorure et de sodium pour former 

des ponts en sel. Cette caractéristique contribue à la solubilité et à la stabilité structurale des 

protéines halophiles dans des milieux à faible activité d’eau (Fou-NRE et al. 2000 ; Marhenda-Egea et 

Bonete 2000 ; Richard et al. 2000). Des enzymes telles que les hydrolases, les protéases et les 

nucléases de glycoside des halophiles ont été analysées comme candidats pour des applications 

industrielles dans différents champs (Marhenda-Egea et Bonete 2000 ; Oren 2010 ; Litchfield 2011 ; 

Delgado-Garcia et al. 2012 ; Moreno et al. 2013) bien que la variété et la large diversité microbienne de 

profils hydrolytiques fassent appel à d’autres criblages approfondis dans les milieux hypersalins.  

 

      Ce travail rentre dans le cadre d’une étude ayant pour objectif principal l’étude des 

potentialités biotechnologiques de quelques souches halophiles extrêmes (Haloarchées) isolées à 

partir de milieux hypersalins Algériens.  

      Dans une première partie, la synthèse bibliographique montrant l’intérêt du travail est tracée 

en deux chapitres : le premier porte sur l’étude des Archaea halophiles extrêmes, le deuxième 

porte sur les antibiotiques protéiques (Bactériocines et Halocines).  

     Dans la deuxième partie, les travaux ont  portés sur la caractérisation morphologique, 

physiologique et biochimique de 16 souches d’haloarchées extrêmes.  



 
 
 

Partie I 

Revue bibliographique 
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   I. Achaea halophiles extrêmes 

    I.1. Microorganismes Extrêmophiles  
 Les microbiologistes utilisent le terme « extrêmophile » pour décrire les microorganismes 

qui vivent dans des conditions extrêmes dans lesquelles d'autres formes de vie ne peuvent pas 

résister, tandis que Wainwright (2003) a proposé le terme « extrêmodure » pour décrire les 

microorganismes qui peuvent survivre, mais ne croient pas dans ces environnements. La notion 

d’extrêmophiles est différente de celle de la résistance aux conditions extrêmes, elle implique que 

les cellules se développent et fonctionnent de manière optimale dans ces conditions (Alber et al., 

2001). Les premiers microorganismes extrêmophiles isolés font partie des halophiles (du grec 

halo, sel), découverts dans un environnement qu'on croyait dépourvu de vie, d'où son nom : la mer 

morte. Ils vivent dans des concentrations en sels très élevées. 

   I.2. Halophiles  

    I.2.1. Définition  
 Le mot halophile est composé de deux parties « Halos = sel », et « phil = aime ». 

Les halophiles sont un groupe de microorganismes qui vivent dans les environnements hypersalins 

et exigent dans beaucoup de cas la salinité pour survivre. Ils incluent une grande diversité 

d’organismes, comme les bactéries aérobies modérément halophiles, les cyanobactéries, les 

bactéries sulfo-oxydantes, les bactéries hétérotrophes, les bactéries anaérobies, les Archaea, les 

protozoaires, les mycètes, les algues et les eucaryotes multicellulaires (Das Sarma, 2001). 

Les microorganismes halophiles sont répartis dans les trois domaines du vivant. On retrouve des 

bactéries halophiles (Salinibacter ruber), des eucaryotes halophiles (l’algue halophile Dunaliella) 

et des archées halophiles (Oren, 2000). 

    I.2.2. Diversité métabolique  
 La diversité phylogénétique dans les milieux hypersalins s’accompagne d’une diversité 

métabolique (Oren, 2011).  
La plupart des microorganismes halophiles et halotolérants décrits sont des hétérotrophes aérobies, 

retrouvés dans les trois domaines de la vie (Oren, 2006). 

Certaines Archaea halophiles (Haloarcula marismortui, Haloarcula vallismortis, Haloferax 

mediterranei) peuvent croitre également de façon anaérobie sur le nitrate s’il est présent, en 

formant l’azote gazeux et/ou le protoxyde d’azote (Mancinelli et Hochstein, 1986). 
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    I.3. Archaea 

     I.3.1. Définition et Caractéristiques  
 Ce sont des microorganismes qui se développent de façon optimale dans des milieux 

hypersalins, à haute pression et à pH très faible (Das Sarma et Arora, 2002). Du point de vue 

morphologique, elles sont de forme sphérique, bâtonnets, spiralées, lobées ou aplaties.  

Certaines sont des cellules isolées alors que d’autres forment des filaments ou des agrégats avec un 

diamètre variant de 0,1 à 15µm. Certains filaments atteignent 200µm. Leur multiplication cellulaire 

se fait par fission binaire, bourgeonnement ou par fragmentation. Les cellules des archées 

contiennent des lipides reliés au glycérol par des liaisons éther au lieu de liaisons ester. Elles 

peuvent être aérobies facultatives ou anaérobies strictes, chimiolithotrophes ou organotrophes 

(Prescott et al., 2003). En dépit de leurs similitudes morphologiques avec les bactéries, les archées 

utilisent les mécanismes eucaryotiques pour la transcription et la traduction (Patou, 2004). 

    I.3.2. Découverte des Archaea  
 Depuis la découverte des microorganismes extrêmophiles, les Archaea ont été les plus 

identifiées dans les environnements extrêmes, surtout associées à des sources thermales (Woese et 

al., 1978). À l’époque, plusieurs chercheurs supposaient que celles-ci étaient d’ailleurs confinées à 

des écosystèmes hostiles. Les Archaea étaient même parfois considérées comme étant les seuls 

microorganismes pouvant survivre dans ce genre d’écosystème. Cependant, de nombreuses études 

ont démontré qu’il existe, dans les autres domaines de la vie (Bacteria et Eukarya) des 

microorganismes qui sont également capables de survivre dans des environnements extrêmes 

(Weber et al., 2004).  

    I.3.3. Classification des Archées 
 D’après la phylogénie moléculaire basée sur l’ARN ribosomal 16S, quatre divisions 

principales ont été décrites :  

 Crenarchaeota : regroupe les organismes thermophiles soufre-dépendants (Sulfolobales, 

Thermoproteales). 

 Euryarchaeota : comprenant les Thermococcales, les Methanococcales et les halophiles 

extrêmes. 

 Korarchaeoota : vivent dans les sédiments des sources chaudes. 

 Nanoarchaeota : microorganismes de petite taille vivant en symbiose avec les 

Crenarchaea thermophiles. (Ana et al., 2008).     
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    I.4. Haloarchaea 

    I.4. 1. Généralités 

 L’ordre Halobacteriales avec une seule famille Halobacteriaceae consiste tout à fait des 

halophiles. Les microorganismes exigeants le sel et ceux le tolérant sont le plus souvent retrouvés 

dans cette famille (Oren, 2002). La famille Halobacteriaceae regroupe les halophiles obligatoires. 

Ces derniers occupent une variété d’environnements hypersalins, et toutes leurs fonctions 

biochimiques doivent fonctionner dans un milieu presque saturé en sel (Robinson et al., 2005).            

 I.4.2. Classification 

La famille Halobacteriaceae contient actuellement 96 espèces dont les noms ont été publiés et 

classifiés en 27 genres (De la Haba et al., 2011). Récemment, de nouvelles espèces ont été 

ajoutées aux genres établis.  

Classe : Halomebacteria 

Ordre : Halobacteriales 

Famille : Halobacteriaceae 

Genres et Espèces : (Annexe III). 

 

   I.4.3. Archées halophiles extrêmes  

     I.4.3.1. Définition  
 Les halophiles du domaine Archaea appartiennent à trois familles : Halobacteriaceae, 

Methanospirillaceae et Methanosarcinaceae. La famille des Halobacteriaceae (haloarchaea ou 

halobactéries) de l’ordre des Halobacteriales est composée entièrement de membres halophiles 

extrêmes et aérobies. Les représentants de cette famille se développent dans des environnements 

où la concentration saline est très élevée (≈ 5M) et dont leur optimum de croissance varie de 3,4 à 

4,2M (20-25%, p/v). Ils exigent la présence de sel pour leur croissance. Leur paroi cellulaire, 

ribosomes et enzymes sont stabilisés par l’accumulation de KCl (Yachai, 2009). 
     I.4.3.2. Caractéristiques  
 Les archées halophiles extrêmes sont caractérisées par : chimioorganotrophes, croissance dans 

un milieu contenant des acides aminés ou d’extrait de levure (Kis-papo et al., 2003). Présentent un 

temps de génération relativement long (3-4h pour Haloferax volcanii), aérobies, immobiles ou 

mobiles avec des flagelles lophotriches, présentent une forme cocci, pléomorphe.  
Une caractéristique physiologique intéressante est la présence, chez certaines espèces 

d’halobactéries, d'un photopigment membranaire (la bactériorubérine) qui permet la production 
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d'ATP, quand la teneur en oxygène dans le milieu extérieur est trop faible. Ce composé formé 

d'une protéine (bactériorhodopsine) associée à un photopigment semblable à un caroténoïde 

(rétinal) est responsable de la couleur rouge des saumures (Oren, 2002a). 

     I.4.3.3. Adaptation des microorganismes halophiles et halotolérants  
 Les microorganismes vivant en milieux salins et hypersalins rencontrent différentes difficultés 

qui sont la déshydratation, le stress osmotique et la faible activité d’eau, pour cela ils ont 

développé plusieurs stratégies adaptatives. Ils présentent de ce fait un répertoire de voies 

métaboliques et de biomolécules originales leur permettant non seulement de survivre dans ces 

conditions, mais aussi de se développer souvent de manière optimale. 
De ce fait, pour être capable de vivre à hautes concentrations de sels et puisque toutes les 

membranes biologiques sont perméables à l’eau, les microorganismes halophiles et halotolérants 

doivent maintenir leur cytoplasme en iso-osmose avec le milieu extérieur. Pour atteindre cet 

équilibre osmotique deux stratégies existent, elles sont basées sur le principe de créer une haute 

pression osmotique dans le cytoplasme tout en gardant une faible concentration en ions sodium 

(NA+)  (Oren, 2002), en l’expulsant grâce à un antiport NA+/H+ localisé au niveau de la 

membrane cytoplasmique (Oren, 2001). 

     I.4.3.4. Biotechnologie des halophiles  
 Ces dernières années un intérêt croissant est porté aux microorganismes halophiles. Leur 

utilisation est envisagée dans différents secteurs :  
• Enzymes : amylases, protéases, xylanases, cellulases, estérases et lipases, nucléase H. 

• Solutés compatibles 

• Production de biopolymères 

• Production de β-carotène par Dunaliella 

• Bactériorhodopsine 

• Production de sel : Les pigments de caroténoïdes absorbent l'énergie lumineuse, et 

soulèvent de ce fait la température de l'eau, en menant à des taux accrus d’évaporation. 

(Davis et Giordano, 1996). 

• Fermentation des aliments : la sauce à poissons et la sauce de soja, implique l'activité d'une 

variété de microorganismes halophiles et/ou fortement halotolérants (Oren, 2002a). 

• Traitement des eaux usées salines 

• Production de Biocarburants 

• Biodégradation 
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II. Antibiotiques de nature protéique 

    II.1. Bactériocines  

     II.1.1. Historique  
 La production bactérienne de substances antagonistes aux autres bactéries a été connue 

depuis 1925, avec la découverte d’antagonisme entre les espèces d’Escherichia coli, ces 

substances ont été nommées « Colicines ». Le deuxième cas fut découvert en 1927 par 

Lactococcus lactis, dénommée « Nisine ». Plusieurs décennies plus tard, de nombreuses 

peptides eucaryotes (Eucaryocins) ont été décrits (O’Connor et Shand, 2002). 

     II.1.2. Définition   
 Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps. Cependant, la 

définition qui reste la plus largement acceptée est celle de Klaenhammer (1988) qui définit les 

bactériocines comme des protéines, ou complexes de protéines, avec une activité bactéricide 

contre des espèces proches de la souche productrice. Les bactériocines représentent une large 

classe de substances antagonistes qui varient considérablement du point de vue de leur poids 

moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, de leur spectre d'action et de leur mode d'action 

(Klaenhammer, 1988). Toutes les bactériocines produites par des bactéries lactiques décrites 

jusqu'à présent ont une activité dirigée contre les bactéries Gram+. Aucune bactériocine produite 

par des bactéries lactiques avec une activité contre des bactéries Gram- n'a été décrite, la 

membrane externe des bactéries Gram- ne permettant pas aux bactériocines d'atteindre la 

membrane interne, siège de leur activité. 
     II.1.3. Classification  
 Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont réparties en quatre classes, comme 

proposé par Klaenhammer (1993): 
Classe I : Les lantibiotiques : peptides de taille inférieure à 5 kDa, stables à la chaleur et qui 

contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-traductionnellement.  
Classe II : Peptides de taille inférieure à 10 kDa, stables à la chaleur, ne contenant pas d'acides 

aminés modifiés. Leur point isoélectrique varie entre 8 et 10.  
Classe III : Protéines de taille supérieure à 30 kDa et sensibles à la chaleur. La structure et le 

mode d'action de ces bactériocines diffèrent complètement des autres bactériocines produites par 

les bactéries lactiques.  
Classe IV : Peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir une activité.  
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     II.1.4. Production des bactériocines 

 Les bactériocines sont généralement produites à la fin de la phase exponentielle et au début 

de la phase stationnaire de croissance. Elles peuvent ensuite être dégradées par les protéases 

produites par la bactérie lactique productrice ou être adsorbées à sa surface, ce qui mène à la 

baisse de la concentration de bactériocines dans la culture. Les facteurs influençant la production 

de bactériocines sont principalement la souche productrice, la température, le pH, la composition 

du milieu et la technologie de fermentation employée (Savijoki et al., 2006). 

     II.1.5. Mode d’action  

 Les bactériocines ont différents mécanismes d’action. Généralement les bactériocines, 

comme les autres peptides antimicrobiens induisent des changements violents dans la perméabilité 

de la membrane cytoplasmique des cellules sensibles, qui créent l’épuisement de la force de 

mouvement des protons et la perte de petites mol »cules telles que les minéraux, ATP, sucres et 

acides aminés. Leurs mécanismes bactéricides varient et incluent la formation de pores (Etivier et 

al., 2001). 

    II.1.6. Intérêt et Applications 

 L’application des bactériocines dans l’industrie agroalimentaire se résume dans 

l’utilisation de la nisine dans certains aliments comme agent de conservation alimentaire 

puisqu’elle est dotée d’une activité bactéricide ou bactériostatique vis-à-vis des spores de 

Clostridium et de Bacillus. Les bactériocines sont également utilisées comme source probiotique 

dans le domaine pharmaceutique et clinique, c’est le cas de la lacticine 3147 utilisée pour le 

traitement des inflammations des glandes mammaires chez la vache (Martin, 2000).  

  II.2. Halocines  

     II.2.1. Définition  
 Les halocines sont des antibiotiques protéiques produits par les bactéries halophiles 

extrêmes où elles détruisent ou inhibent d’autres haloarchaeons (Price L.B et Shand R.F, 2002). 

Elles ont été découvertes pour la première fois par F.Rodriguez-Valera en 1982 (Rodriguez-Valera 

F et al., 1982). La production de peptides ou de protéines antibiotiques est connue dans les trois 

domaines du vivant ; les bactéries produisent des bactériocines, les eucaryotes des eucaryocines, 

les Archaea des archaeocines dont les halocines des Archaea halophiles (O’Connor et Shand, 

2002 ; Shand et Leyva, 2007).  
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 II.2.2. Caractéristiques des halocines décrites 
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     II.2.3. Spectre d’activité 
 Les études d’antagonisme au sein des Haloarchaea (Rodriguez- Valez et al., 1982 ; 

Torreblanca et al., 1994 ; Kis-Papo et Oren, 2000) montrent que les halocines ont un spectre 

d’activité large, agissant sur des espèces de différents genres et parfois sur des souches 

d’autres phylum (Haseltine et al., 2001). En effet, les halocines R1, A4 et S8 ont une activité 

inhibitrice sur Sulfolobus ssp (hyperthermophiles du phylum des Crenarchaeota), mais 

actuellement aucune halocine décrite n’a d’activité inhibitrice sur des bactéries (Shand et 

Leyva, 2007). 

    II.2.4. Mode d’action 

 Sur l’ensemble des halocines caractérisées, il y a que HalH7 dont le mode d’action est 

connu, elle induit un déséquilibre du gradient énergétique, entrainant une lyse cellulaire en 

agissant sur l’antiport Na+/K+ (Meseguer et al., 1995). 

Le traitement des cellules de Halobacterium halobium avec la H4 induit un gonflement des 

cellules qui deviennent sphériques (Meseguer et al., 1986).   

    II.2.5. Intérêts et Applications  
 Les halocines ont un rôle écologique exerçant un effet de sélection qui permet l’émergence 

d’organismes résistants, et donc d’augmenter la diversité (Torreblanca et al., 1994). L’utilisation 

des halocines comme agents chimiothérapeutiques, actifs contre les germes pathogènes humains 

ou animaux n’a pas été encore concrétisée, mais vu les centaines de différentes halocines qui 

restent encore non caractérisées, suggère que d’autres halocines puissent avoir des applications 

cliniques (Shand et Leyva, 2007).  

Halocine H7 a de multiples applications dans le domaine médical-pharmaceutique comme 

diurétique, antihypertensif, agent protecteur contre l’ischémie cardiaque et nerveuse, agent pour 

réduire la résistance à l’insuline et inhibiteur de la sécrétion d’acide chlorhydrique dans la 

membrane de la muqueuse gastrique (Escoms et al., 1996).  

Elles peuvent servir de traitement pour le myocarde contre les effets nocifs de l’ischémie en 

diminuant la taille de l’infarctus. Ceci sert d’application pour la réduction des dommages liés à la 

transplantation d’organes (O’Connor et Shand, 2002 ; Shand et Leyva, 2007).  
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II.2.2. Caractéristiques des halocines décrites 
 

 
Tableau I : Caractéristiques des halocines décrites (Shand, 2006) 

 

 
1 L’halocine H7 est classée comme une halocine H6, mais produite par un mutant de Haloferax gibbonii Ma 2.39 renommée Haloferax gibbonii SPH7. 
2 Poids moléculaire de la protéine mature. 
3 Perez (2000) : H4 résiste au dessalage jusqu’à 150 mM de NaCl. 
4 Activité inhibitrice sur les haloarchaea.  
 
 

  Halocine       H4     C8     G1     H1     H2     H3     H4      H5 H6/H7¹ R1      S8 
Poids 

Moléculaire 
(KDa) ² 

7,4 6,3 - 31 - - 34,9 - 32 3,8 3,6 

Dépendance 
au sel Non Non - Oui - - Partiellement ³ - Non Non Non 

Spectre 
d’activité 

Large 4  
  Sulfolobus 

ssp. 
Large Large Large Large Large Étroit Étroit Étroit 

Large 
  Sulfolobus 

ssp., 
Methanosarcina 

thermophila 

Large 
  

Sulfolobus 
ssp. 

Souche 
productrice Souche TuA4 Halobacterium 

souche AS7092  
Halobacterium 
souche GRB  

Haloferax 
mediterranei 

Xai3 

Souche 
GLA22  

Souche 
GAA12  

Haloferax 
mediterranei R4 

Souche 
MA220  

Haloferax 
gibbonsii 
Ma2,39 

Halobacterium 
souche GN101  

Souche 
S8a  

Milieu 
d'isolement 

Saline, 
Tunisie 

Grand lac salé 
Chaida, Chine  Saline, France Saline, 

Espagne 
Saline, 

Espagne 
Saline, 

Espagne Saline, Espagne Saline, 
Espagne 

Saline, 
Espagne Saline, Mexique 

Grand lac 
salé, Utah, 

USA 
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I. Matériel  

I.1. Matériel biologique 

• Germes producteurs 

Les souches productrices utilisées dans notre étude sont des archées halophiles extrêmes 

isolées de différentes salines d’Algérie (Tableau II).   

Tableau II : Les souches d’haloarchées utilisées 

Souches Source Année  Conditions  Genre affilié 

    d'isolement d'isolement (Gene ARNr 16S) 

S1 Sabkha d’Ouargla 1999 37°C, pH7 Haloarcula sp 

S2 Sabkha d’Ouargla 1999 43°C, pH7 Halorubrum tebenquichens 

S3 Sabkha d’Ouargla 1999 43°C, pH7 Haloarcula  

S4 Sabkha d’Ouargla 2010 40°C, pH7 Halorubrum chaoviator 

S5 Sabkha d’Ouargla 2010 40°C, pH7 Halorubrum ezzamoulens 

S6 Sabkha d’Ouargla 1999 40°C, pH7 Haloarchée 

S7 Saline d'Ichekaben 2003 40°C, pH7 Haloarchée 

S8 Sel d'Ichekaben 2009 40°C, pH7 Natrinema 

S9 Saline de Batna 2010 40°C, pH7 - 

S10 Saline de Batna 2010 40°C, pH7 - 

S11 Saline d'Oran  2010 40°C, pH7 Haloarcula sp 

S12 Saline d'Oran  2010 40°C, pH7 Haloarcula sp 

S13 Saline d'Oran  2010 40°C, pH7 Haloarcula sp 

S14 Saline d'Oran  2010 40°C, pH7 Haloarcula sp 

S15 Saline de Batna 2010 40°C, pH7 - 

S16 Saline de Batna 2010 40°C, pH7 - 

          - : non caractériser 
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• Germe cible 

Les souches qui vont servir de cibles pour mettre en évidence l’activité antimicrobienne 

sont : la souche de référence Halobacterium salinarum (DSMZ 3754) ainsi que les 

différentes souches halophiles (S1,…, S16). 

  
I.2. Appareillages et réactifs 

Les appareils et les réactifs utilisés sont cités dans l’Annexe I. 

I.3. Milieux de culture 

 Milieux utilisés pour la croissance des souches halophiles 

Nous avons utilisé des milieux complexes : le milieu MA, le milieu Brown (Br), le milieu 

complexe (MC) et le milieu DSMZ 372. 

 Milieux utilisés pour les germes cibles 

Pour la mise en évidence de l’activité antimicrobienne vis-à-vis de  la souche de référence, 

nous avons utilisé le milieu MH semi-solide. Et pour les autres souches halophiles testées, 

nous avons utilisé le milieu MC. 

La composition des milieux de culture est mentionnée en Annexe II. 

II. Méthodes 

II.1. Culture des souches halophiles 

II.1.1. Préparation de la pré-culture 
Une colonie d’une culture fraîche est inoculée dans 2 ml de milieu liquide en tube, 

celui-ci est incubé à 40°C sous agitation de 200 rpm pendant 24 à 48 h. Après deux à trois 

repiquages dans les mêmes conditions, l’inoculum est prêt (Shand, 2006).    

 II.1.2 .Culture  
1% de la pré-culture est inoculé dans des tubes à essai contenant 2 ml de milieu ou 

dans des Erlens de 250 ml contenant 50 ml de milieu. L’incubation est réalisée dans les 

mêmes conditions que précédemment pendant 20 jours. 
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II.2. Estimation de la croissance  
La croissance des souches halophiles est estimée par la mesure de la densité optique 

(DO) des cultures diluées au  1/10ème dans une solution saline (SS) (annexe II). Les 

absorbances sont mesurées à 600 nm. Parfois, dans les tests utilisant plusieurs cultures, la 

croissance et la pigmentation sont estimées à l’œil nu (Extremophiles Handbook).   

II.3. Recherche d’un milieu optimal  pour la croissance des souches halophiles  
Différents milieux MA, MC,  Br et DSMZ 372 sont utilisés. Après  inoculation des tubes 

à essai puis incubation à 40°C pendant 15 jours avec une agitation (200 rpm), la croissance et la 

pigmentation des cultures sont estimées à l’œil nu.   

II.4.Caractérisation phénotypique 

 Caractéristiques macroscopiques 

La morphologie des colonies est observée sur un milieu solide, l’aspect, le contour, le 

diamètre et la pigmentation sont déterminés. 

 Caractéristiques microscopiques  

• La coloration de Gram 

  Après fixation des cellules avec de  l’acide acétique à 2% pendant 5 min, la coloration 

de  Gram est effectuée selon  la technique classique. Une observation au microscope optique à  

grossissement 10X100 est réalisée. 

II.5. Caractérisation physiologique des souches 

    II.5.1. La croissance des souches à différentes températures 

800µL du milieu Br sont inoculés avec 10µl de la pré-culture et sont incubés à différentes 

températures (28°C, 30°C, 35°C et 40°C) sous agitation (200 rpm). La croissance et la 

pigmentation sont estimées à l’œil nu.  

    II.5.2. La croissance des souches à différentes valeurs de pH  

  La croissance des souches est testée à différents pH (6, 7, 8, 9 et10). 10µl de la pré-

culture sont ensemencés dans le milieu Br. Après incubation à 40°C sous agitation pendant 15 

jours. La croissance est estimée par la mesure de la densité optique à 600nm et la 

pigmentation est notée à l’œil nu. 
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    II.5.3. La croissance des souches à différentes concentrations de NaCl 

20 µl de la préculture sont inoculés dans des tubes contenant 2 ml du milieu Br à 

différentes concentrations de NaCl (10%, 15%, 20%, 25% et 30%). L’incubation est réalisée à 

40°C avec agitation de 200 rpm pendant 20 jours. La croissance est estimée par la mesure de 

la densité optique (600 nm) et la pigmentation est notée à l’œil nu (Extremophiles Handbook). 

    II.5.4. La croissance des souches à différentes concentrations de MgSO4 

1ml du milieu Br à différentes concentrations du MgSO4 (0%, 0.5%, 1%, 2% et 10%) 

est inoculé avec 10 µl de la pré-culture puis incubé  à 40°C avec agitation de 200 rpm 

pendant 15 jours. La croissance et la pigmentation sont estimées a l’œil nu. 

II.5.5. Détermination de la concentration minimale en NaCl  empêchant  la 

lyse cellulaire   

Une culture bactérienne est répartie en 5 volumes égaux, après centrifugation à 5500 

rpm/ 20 minutes, les culots sont repris dans un gradient de NaCl (15%; 10% ; 7.5%; 3.75% et 

0%). Après 24h à température ambiante, les absorbances sont mesurées à 600nm. 

II.6. Caractérisation biochimique des souches 

II.6.1. Utilisation de quelques substrats carbonés par les souches d’haloarchées 

25 g/l des substrats carbonés (cellobiose, xylose, mannose et rhamnose) sont ajoutés à la 

base minérale dépourvue de toute source organique, additionnée de NH4Cl (20 g/l), KH2PO4 

(5g/l) et de F2SO4 (0,2g/l).  Les tubes sont ensuite incubés à 40°C  avec agitation pendant 16 

jours. Les résultats se manifestent par l’apparition de trouble ainsi que la pigmentation.  

    II.6.2. Croissance sur le milieu mannitol-mobilité 
La mobilité bactérienne et archéenne ainsi que la fermentation du mannitol sont 

étudiées en ensemençant le milieu semi-solide mannitol-mobilité par piqure centrale à l’aide 

d’une anse de platine. La mobilité est révélée par un envahissement plus ou moins grand du 

milieu à partir de la piqure d’inoculation. L’utilisation du mannitol se manifeste  par un virage 

de couleur de rouge au jaune. Trois essais ont été réalisés. 
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    II.6.3.  Production d’indole  
Nous avons utilisé le milieu eau peptonée exempte d’indole modifié par ajout de 

quantités appropriées de NaCl et de MgSO4.  Les différentes souches sont inoculées et 

incubées à 40°C avec agitation à 200 rpm pendant 20 jours. La présence d’indole est révélée  

par l’ajout de quelques gouttes de réactif  KOVACS. L’apparition d’un anneau rouge en 

surface indique un test positif. 

     II.6.4- Sensibilité des  souches d’haloarchées à quelques antibiotiques 
Les souches halophiles inoculées dans la gélose molle (MC) puis versées en double 

couche sur les boites contenant le même milieu solide, les disques d’antibiotiques Amikacine  

(30μg), Gentamicine (10µg), Ampicilline (10μg), Oxacilline (1µg), Cefotaxime (30μg),  

Rifampicine (5µg), Chloramphénicol (30μg), Tétracycline (10µg), Clindamycine (2µg), 

Vancomycine (30µg) et Erythromycin (15µg) sont ensuite déposés sur la gélose molle 

solidifiée. Les boites sont incubées à 40°C après diffusion de 2h à température ambiante. La 

sensibilité se manifeste par l’apparition d’une zone claire autour du disque.                                                                                                                                                                                                                                                                          

II.7. Recherche de substances extracellulaires produites par les souches 

d’haloarchées   

II.7.1. Production de substances antibiotiques 

    II.7.1.1.La mise en évidence de l’activité antibiotique 
Il s’agit de mettre en évidence la capacité d’une souche à produire ou non des 

substances antimicrobiennes (halocines) contre les différentes souches halophiles et vis-à-vis 

de la souche de référence H. salinarum DSMZ 3754 et donc souligner l’activité antagoniste. 

Pour cela nous avons utilisé la méthode de diffusion en double couche d’agar. Une couche 

fine de milieu solide est coulée sur une boite de Pétri. Après solidification, elle est additionnée 

d’une autre couche du même milieu semi-solide ensemencé par le germe cible à 1%. Après 

solidification, 5µl de surnageants ou d’extraits protéiques sont déposés à la surface des boites, 

après séchage des spots, les boites sont incubées à 40°C jusqu’au développement du germe 

cible. Un  résultat positif se manifeste par l’apparition d’une zone claire autour du spot 

(Shand, 2006). 
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    II.7.1.2. Recherche de phage 
Le test de phages est réalisé suivant la méthode décrite par Torreblanca et al, (1994).    

Un cylindre d’agar est découpé dans la zone d’inhibition puis mélangé à une suspension 

fraiche de la souche de référence  H. salinarum DSMZ 3754. Après incubation à 40°C 

pendant une nuit, 5µl de la suspension sont déposés sur le milieu MH et les boites sont 

incubées à 40°C. L’absence de  phages se manifeste par une croissance uniforme de la souche 

de référence. 

    II.7.1.3. Extraction des protéines totales 
Le surnageant de culture et  le culot  cellulaire sont  soumis à une extraction acide et à 

froid  avec l’acide phosphorique (5%)  pour extraire les protéines totales (figure 1 et 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie II                                                                  Matériel et Méthodes 
 

16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Protocole d’extraction des protéines membranaire (Yang et al., 1992). 

Centrifugation à 10000 rpm/10min 
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Incubation à 4°C/nuit 

Centrifugation à 10000 rpm/ 10min 
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Figure 2: Protocole d’extraction acide et à froid des protéines totales du 

surnageant de culture (Yang et al., 1992). 
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    II.7.2. Recherche  de l’activité enzymatique  

      II.7.2.1. Détermination de l’activité protéolytique 

 Hydrolyse de lait écrémé 

L'activité protéolytique est déterminée en déposant en spots les surnageants de cultures  

sur le milieu Br additionné de lait écrémé 1% (p/v). Les boites sont ensuite incubées à 40°C. 

Des halos clairs autour des colonies sont considérés comme une activité protéolytique. Deux 

essais ont été réalisés avec deux surnageants de cultures de différents milieux. 

 Hydrolyse de la gélatine 

Les surnageants sont déposés par spots sur le milieu SG supplémenté de 2% (p/v) de 

gélatine. Les boites sont ensuite incubées à 40°C. L’hydrolyse est révélée par addition de 3ml 

du TCA. Une zone claire indique la production d’une gélatinase. Quatre  essais ont été 

réalisés avec deux surnageants de cultures de différents milieux. 

II.7.2.2.  Détermination de l’activité amylolytique 

La présence de l'action d'amylase extracellulaire est déterminée en utilisant le milieu 

SG additionné de 1% (p/v) d'amidon soluble. Les surnageants sont déposés en spots.  Après 

incubation à 40°C, les boites sont inondées avec une solution de Lugol. L'hydrolyse de 

l'amidon se manifeste par l’apparition d’une zone claire autour de colonies. Quatre essais ont 

été réalisés avec deux surnageants de cultures de différents milieux. 

II.7.2.3. Détermination de l’activité lipolytique 

Le milieu SG additionné de 1% de,  Tween 20, Tween 80 et Tween 60 pour mettre en 

évidence la présence de l’activité lipolytique. L’ensemencement des souches est effectué par 

la méthode des spots et après incubation à 40°C, le développement d’un précipité autour des 

souches témoigne la présence d’une lipase. Quatre essais ont été réalisés avec deux 

surnageants de cultures de différents milieux. 

II.7.2.4. Détermination de l’activité cellulosique 

La présence d’une cellulase est examinée sur milieu SG contenant 1% (p/v) de 

Carboxy Méthyl Cellulose (CMC). Après incubation à 40°C, les boites sont pulvérisées avec 
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une solution de Lugol. Après 10 à 12 minutes, l’apparition de zones claires autour des spots 

signifie un résultat positif indiquant la présence de la cellulase. Deux essais ont été réalisés 

avec deux surnageants de cultures de différents milieux. 

II.8. Extraction des pigments membranaires 

Les différents culots récupérés de cultures ont subi un traitement avec l’acétone / 

méthanol (v/v) puis incubés à l’obscurité pour extraire les pigments membranaires (figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Protocole d’extraction des pigments membranaires  

(Oren et Rodriguez-Valera 2001). 
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Résultats et Discussion 
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III.1. Recherche d’un milieu optimal  pour la croissance des souches 

halophiles   
   La croissance des souches à été réalisée sur différents milieux. Après incubation à 40°C, les 

résultats de la croissance  sont estimés à l’œil nu (Tableau III). 

   Tableau III : La croissance des haloarchées sur différents milieux 

  

Souches 

MA 

 

MC 

 

DSM372 

 

Br 

 

C P C P C P C P 

S1 +++ ++ +++ +++ +++ ++ /   / 

S2 +++ +++ +++ +++ +++ ++  /  / 

S3 +++ +++ +++ +++ +++ +++  /  / 

S4 - - +++ +++ +++ +++ /   / 

S5 +++ +++ - - +++ ++ ++ + 

S6 +++ ++ +++ +++ +++ ++ + + 

S7 +++ +++ - - +++ ++ ++ + 

S8 +++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ + 

S9 +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ - 

S10 +++ ++ +++ +++ +++ ++ + + 

S11 +++ +++ + + +++ ++ + - 

S12 ++ + - - +++ ++ + - 

S13 +++ ++ ++ + +++ +++ ++ + 

S14 +++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ + 

S15 +++ + ++ ++ +++ +++ ++ + 

S16 +++ +++ ++ + +++ ++ ++ + 

     C : Croissance         P : Pigmentation 

     - : absence.   + : présence.  ++ : Bonne.   +++ : Meilleure, / : Non réalisé  

    Nous avons remarqué que toutes les souches se développent et pigmentent sur le milieu 

DSM372, Br, MA à l’exception de la souche S4. Le même résultat est obtenu  avec le milieu 

MC à l’exception de S5, S7 et S12. 
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   La pigmentation de la plupart des espèces des archées halophiles se manifeste par l’apparition 

de la couleur rouge rose due à la présence de pigments caroténoïdes dans leur membrane 

cellulaire (Oren, 2009). 

III.2. Caractérisation des souches d’Haloarchaea 

   L’aspect global des colonies, leur diamètre ainsi que la pigmentation varient en fonction des 

milieux de culture. L’observation macroscopique est effectuée sur un milieu solide (MA) ou 

(MC) après 20 jours d’incubation à 40°C (Tableau IV). 

   Tableau IV : Caractérisation macroscopique et microscopique des souches haloarchées 

 

Les 

Souches 

Milieu 

approprié 

 

Gram 

Couleur 

de la colonie 

 

Forme de 

cellules 

 

D (mm) 

de 

colonies 

 

Aspect de 

colonies 

 

Contour 

de colonies 

S1 MC  - Saumon / < 1 Rondes plates Régulier 

S2 MC  - Saumon pléomorphe < 1 Rondes plates Régulier 

S3 MC  - Rouge / 0,5 - 1 Rondes bombées Régulier 

S4 MA  - Rouge / 1 - 1,5 Rondes bombées Régulier 

S5 MA  - Saumon pléomorphe 0,5 - 2 Rondes plates Régulier 

S6 MA  - Rouge pléomorphe 0,5 - 2 Rondes bombées Régulier 

S8 MA  - Saumon / < 1 Rondes plates Régulier 

S9 MA  - Saumon pléomorphe 0,5 - 1 Rondes plates Régulier 

S10 MA  - Rouge pléomorphe 0,5 - 1 Rondes plates Régulier 

S15 MA  - Rouge pléomorphe 0,5 - 2 Rondes plates Régulier 

 

   Nous remarquons que ces souches sont à Gram négatif et les cellules sont de forme 

pléomorphe. L’aspect des colonies est rond plat ou bombé avec un diamètre variant entre 0,5 et 2 

mm et de couleur saumon ou rouge. 
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III.3. Caractérisation physiologique des souches 

   III.3.1. La croissance des souches à différentes T° 

   La gamme de température explorée varie de 28°C à 40°C. Les 16 souches tolèrent des 

variations de température et la majorité des souches ont une croissance à partir de 30°C. 

   Tableau V: Croissance des souches d’haloarchées à différentes températures 

T° (C) 

28°C 

 

30°C 

 

35°C 

 

40°C 

 

Souches T P T P T P T P 

S1 - - ++ - +++ ++ +++ ++ 

S2 - -      +/ - - ++ + ++ + 

S3 ++ - +++ ++ +++ ++ +++ ++ 

S4 ++ - +++ +++ +++ ++ +++ ++ 

S5 ++ - ++ - ++ + ++ + 

S6 - - - - ++ + ++ + 

S7 ++ - ++ ++ +++ - +++ ++ 

S8 ++ - ++ - ++ ++ ++ + 

S9 ++ - ++ + +++ ++ +++ ++ 

S10 ++ - ++ - ++ ++ ++ ++ 

S11 ++ - +++ ++ +++ +++ +++ +++ 

S12 - - - - +++ + +++ ++ 

S13 ++ - ++ - ++ - ++ + 

S14 ++ - ++ - + - + - 

S15 + - + - ++  + ++ + 

S16 ++ - +++ - ++ + +++ ++ 

      T : Trouble          P : Pigmentation 

      - : absence.   + /- : faible   + : présence.  ++ : Bonne.   +++ : Meilleure 

   Nous remarquons que toutes les souches se développent à partir de  la température 30°C et 

pigmentent à partir de 35°C sauf la S3, S4, S7, S9 et S11 qui peuvent  pigmentées à 30°C. Par 

contre, nous constatons une meilleure croissance et une  meilleure pigmentation à 40°C à 

l’exception de S14. 
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   III.3.2. Croissance des souches à différents pH 

   L’intervalle de pH testé pour la croissance de l’ensemble des souches se situe entre 6,0 et 9,0. 

(Figure 4). 

 

Figure 4 : La croissance des souches d’haloarchées en fonction du pH 

   Nous avons remarqué que toutes les souches se développent entre pH 6- 8 avec un optimum 

de pH7 pour S3, S5, S10, S13, S14 et S15. Un optimum de pH9 pour la souche S8 par contre 

S2, S4 et S9 présentent un optimum de pH8. 

   III.3.3. La croissance des souches à différentes concentrations de NaCl 

   La croissance des souches d’haloarchées a été testée à des concentrations de NaCl allant de 10% 

à 30% sur le milieu Br. Nous constatons que toutes les souches se développent entre 20% et 25% 

de NaCl sauf la souche 3 qui exige une concentration de 30% (Figure 5). 

 

Figure 5 : La croissance des souches d’haloarchées en fonction de la concentration de NaCl 
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   L’optimum de croissance varie en fonction des souches, nous constatons que S6, S7, S9, S16 et 

S13 présentent un optimum à  20% de NaCl. Les souches S1, S2, S4 et S5 présentent une bonne 

croissance à 25% de NaCl par contre, S3 présente un optimum de croissance à 30% de  NaCl. 

   III.3.4.La croissance des souches à différentes concentrations de MgSO4 

   Nous avons remarqué que presque toutes les souches peuvent se développer en absence de 

MgSO4 à l’exception de  S2, S3, S7, S10 et S11 qui exigent un minimum de 0,5% de MgSO4 

(Tableau VI). 

   Le magnésium joue un rôle clé dans la physiologie des cellules d’haloarchées, il joue un rôle 

comme un cofacteur pour certaines réactions enzymatiques telles que l’hydrolyse de l’amidon         

(Enache, 2009). 

   Tableau VI : Croissance des souches à différentes concentrations de MgSO4 

[MgSO4] 

0% 

  

0.5% 

  

1% 

  

2% 

  

10% 

  

Souches T P T P T P T P T P 

S1 + - ++ + ++ + ++ ++ + + 

S2 - - + + ++ ++ ++ ++ + + 

S3 - - + + ++ ++ + + + ++ 

S4 + - ++ + ++ ++ + +/- + ++ 

S5 + - + + ++ ++ ++ ++ + +/- 

S6 + - ++ + ++ + ++ ++ + ++ 

S7 - - + + ++ ++ + + + + 

S8 + +/- ++ - ++ + + - +/- - 

S9 + - + - ++ ++ + - + ++ 

S10 - - + + ++ + ++ + +/- +/- 

S11 - - + + ++ + ++ + + + 

S12 + - + - + +/- + + +/- +/- 

S13 + - ++ - ++ ++ ++ + + + 

S14 + - + + ++ + ++ + + ++ 

S15 + +/- ++ - ++ + + - ++ ++ 

S16 + - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

[MgSO4] : la concentration de MgSO4              T : Trouble           P : Pigmentation  
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- : absence.   +/- : faible présence.  + : présence.   ++ : Bonne.  

III.3.5.Détermination de la concentration minimale en NaCl  empêchant  la 

lyse cellulaire  

Les différents culots ont été mis dans un  gradient de NaCl (15% ; 10% ; 7,5% ; 3,75% ; 0%) 

après 24 heures à température ambiante,  les absorbances sont mesurées à 600nm (Figure 6).  

 

 

Figure 6 : Effet de la salinité sur la stabilité des souches d’haloarchées 

   Nous avons remarqué que la S1 exige un minimum de 7,5% de NaCl et en dessous de cette 

concentration, il y a une lyse. Les souches S3, S6 et S10 exigent un minimum de 3,75% de 

NaCl. 

   Les haloarchées exigent des concentrations élevées de NaCl pour leurs croissances, elles 

peuvent maintenir leurs stabilités et leurs fonctionnements à des concentrations saturantes. 

Dans les solutions de faible salinité, les cellules sont irréversiblement endommagées et elles 

se lysent (Dworkin, 2006). 
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III.4. Caractérisation biochimique des souches 

III.4.1. Utilisation de quelques  substrats carbonés par les souches 

d’haloarchées 

Certains carbohydrates ont été testés sur la croissance des souches d’haloarchées. Après 16 

jours d’incubation à 40°C, nous avons obtenu les résultats suivants (Tableau VII). 

Tableau VII : Résultats de la croissance sur certains carbohydrates 

Sucres 

Rhamnose 

 
Cellobiose 

 
Xylose 

 
Mannose 

 

Souches C P C P C P C P 

S1 ++ + - - - Jaune - - 

S2 ++ + - - - Jaune ++ + 

S3 ++ + - - - Jaune + +/- 

S4 + - - - - Jaune + - 

S5 ++ + - - - Jaune +++ + 

S6 ++ + - - - Jaune - - 

S7 ++ + - - - Jaune - - 

S8 ++ - +++ ++ - Jaune + - 

S9 ++ + - - - Jaune + - 

S10 ++ + - - - Jaune - - 

S11 + + - - - Jaune - - 

S12 + + - - - Jaune - - 

S13 + + - - - Jaune - - 

S14 + + - - - Jaune - - 

S15 ++ + - - - Jaune ++ + 

S16 ++ + - - - Jaune - - 

C : Croissance   P : Pigmentation  

- : absence. +/- : faible présence.   + : présence. ++ : Bonne. +++ : Meilleure 
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Nous avons remarqué que toutes les souches dégradent le rhamnose. Sept souches seulement 

(S2, S3, S4, S5, S8, S9 et S15) dégradent le mannose et la S8 présente une bonne 

dégradation du cellobiose. Par contre, aucune souche ne se développe en présence de xylose 

mais un virage au  jaune est apparu.  

    III.4.2. Croissance sur le milieu mannitol-mobilité 
   Les résultats montrent que toutes les souches sont mobiles et fermentent le mannitol 

 (Tableau VIII ; figure 7). 

   Tableau VIII : Détermination de la dégradation du mannitol et la mobilité des souches 

d’haloarchées  

Les 

souches 

  

Tube 1 

  

Tube 2 

  

Tube 3 

  

Mobilité Mannitol Mobilité Mannitol Mobilité Mannitol 

S1 + ++ + ++ + ++ 

S2 + ++ + + + + 

S3 + ++ + ++ + + 

S4 + + + + + + 

S5 - - + + + + 

S6 + ++ + ++ + + 

S7 + ++ + ++ + + 

S8 + ++ + + + + 

S9 - - + + + + 

S10 + + + ++ + + 

S11 + + + + + + 

S12 + + + + + + 

S13 + ++ + - + + 

S14 + + + + + + 

S15 + + + + + +/- 

S16 + ++ + + + + 

 - : absence de dégradation ou de mobilité.  +/- : faible.  + : présence de dégradation ou             

mobilité   ++ : Bonne dégradation du mannitol 
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   III.4.3.  Production d’indole  
   Nous avons remarqué qu’il y a croissance pour toutes les souches mais sont toutes d’indole 

négatif, les souches ne dégradent donc pas le tryptophane (Tableau IX; Figure 8). 

   Tableau IX : Détermination de la production d’indole par les souches d’haloarchées 

les 

souches S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 

C + + + + + + + + + + + + + + + + 

I - - - - - - - - - - - - - - - - 

C : Croissance.  I : Indole  

 

Figure 7 : Croissance de quelques souches d’haloarchées sur le milieu exempte d’indole 

     III.4.4- Sensibilité des  souches d’haloarchées à quelques antibiotiques 
   Toutes les souches présentent une sensibilité au Chloramphénicol à l’exception de S10, S11 

et S12. De même, la plupart résistent au  Cefotaxime sauf  la S8, S9, S10, S11 et S12. La 

souche 8 présente une sensibilité envers l’Ampicilline et la S1 envers Erythromycine. Toutes 

les souches sont résistantes aux autres antibiotiques (Tableau X).  
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   Tableau X : Sensibilité des souches d’haloarchées aux antibiotiques  

 

 

Zones d’inhibition (mm) 

  S1     S2       S3   S4     S5    S6      S7    S8      S9    S10    S11  S12  S13    S14    S15    S16    

ATB                                 

Vanc 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Eryt 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Gent 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Chlo 14 13 14 17 17 15 12 15 12 0 0 0 9 15 12 12 

Tetr 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Amy 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Oxa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Cefo 15 13 14 16 12 15 16 0 0 0 0 0 14 14 13 9 

Amp 0 0 0 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 

Clin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Rifa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 : absence de zone d’inhibition 

III.5. Recherche de substances extracellulaires produites par les souches 

d’haloarchées   

   III.5.1. Production de substances bioactives 

    III.5.1.1.Spectre d’activité antibiotique 
Différents surnageants ont été testés pour l’activité antibiotique sur différentes souches 

d’haloarchées et sur H. salinarum DSMZ 3754 (Tableau XI et Tableau XII). Les résultats 

montrent que la plupart des souches ont une activité sur la S8 et S15. 
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   Tableau XI : Antagonisme entre les souches halophiles  

                                             Germe producteur 

GC S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 

  S9 _ _ _ _ _ _ _ 15 _ _ _ _ _ _ 36 _ 

   
G

er
m

e 
ci

bl
e 

(m
m

)  
 

S10 _ _ _ _ _ _ _ 22 _ _ _ _ _ _ 32 _ 

S11 _ _ _ _ _ _ _ 20 _ _ _ _ _ _ 34 _ 

S12 _ _ _ _ _ _ _ 34 _ _ _ _ _ _ 27 _ 

S13 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 28 _ 

S14 _ _ _ _ _ _ _ 34 _ _ _ _ _ _ 35 _ 

GC : Germe cible         GP : Germe producteur            Diamètre : mm                _ : Absence 

   Tableau XII : Action des surnageants de culture sur H. salinarum DSMZ 3754 

Germe producteur H. salinarum DSMZ 3754 

S1 - 
S2 - 
S3 - 
S4 - 
S5 - 
S6 - 
S7 - 
S8 30 mm 

S9 - 
S10 - 
S11 - 
S12 - 
S13 - 
S14 - 
S15 25 mm 

S16 30 mm 
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   Nous remarquons que les souches S8, S15 et S16 donnent des zones d’inhibition importantes 

sur la DSMZ3754. 

  III.5.1.2. Recherche de phage 
   La recherche de phages a permis d’observer une croissance du germe cible H. salinarum 

DSMZ 3754  sur le milieu MH solide et aucune plage de lyse n’a été obtenue ce qui élimine la 

possibilité que les zones d’inhibition soient dues à un phage.  

   III.5.1.3. Extraction des protéines totales 
 Extraction à partir de surnageants de cultures 

   Après extraction de surnageants des souches (S1, S3, S6 et S10) avec de l’acide phosphorique 

à 5%, aucune de ces souches présentent une activité sur la souche H. salinarum DSMZ 3754. 

 Extraction à partir des cellules 

   Les différentes cellules ont été soumises à une extraction acide et à froid afin d’extraire les 

protéines qui se trouvent à la surface cellulaire. Les résultats montrent que tous les extraits 

protéiques des cellules testés ont une activité antibiotique de diamètres variés (Tableau XIII). 

   Tableau XIII : Activité antibiotique des extraits protéiques de la surface cellulaire de 

souches d’haloarchées 

Extraits Protéiques de la 

surface cellulaire 

Activité sur H. salinarum DSMZ3754 (ZI : mm) 

S1 6 

S2 5 

S3 4 

S7 6 

S15 5 

S33 (2011) 6 

SM5 (2011) 8 

S15 6.5 

 

   Comme les bactériocines de bactéries lactiques (Todorov et al., 2015), les substances 

antibiotiques produites par les souches haloarchées s’adsorbent à la surface cellulaire. 
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    III.5.2. Recherche  de l’activité enzymatique  
   La caractérisation des enzymes produites par des souches d’haloarchées est réalisée sur le 

milieu SG et Br. L’activité enzymatique vis-à-vis des substrats est illustrée dans l’histogramme 

ci-dessus.  

 

Figure 8 : Enzymes hydrolytiques produites par différentes souches d’haloarchées 

   Nous avons observé que toutes les souches présentent une activité protéolytique avec une 

bonne dégradation pour la gélatine. L’activité amylolytique est observée chez toutes les 

souches sauf la S15 et S16 qui n’hydrolysent pas l’amidon. L’hydrolyse de Tween 20, Tween 

60 et  Tween 80 est observée chez toutes les souches. L’activité cellulosique est observée chez 

toutes les souches à l’exception de S8. 

 

Figure 9 : Activité enzymatique des souches d’haloarchées sur un milieu additionné d’amidon, 

de Tween 20 et de lait écrémé respectivement 
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Figure 10 : Hydrolyse de la gélatine par 16 souches d’haloarchées 

III.6. Extraction des pigments membranaires 
   Après traitement avec de l’acétone méthanol des différents culots, les absorbances des 

extraits acétone méthanol sont données dans le Tableau XIV. 

Tableau XIV : Absorbance de différents extraits acétone méthanol sur milieu MA à 300-700 nm 

Souche Pick Absorbance 

S1 487.0 0,12 

S2 537.0 0,07 

S3 537.0 0,06 

S4 599.0 0,05 

  490.0 0,12 

S5 598.0 0,04 

  489.0 0,09 

S6 604.0 0,04 

  439.0 0,12 

S7 523.0 0,12 

  490.0 0,15 

S8 487.0 0,08 

S9 489.0 0,08 

S10 537.0 0,09 

  462.0 0,13 

S11 604.0 0,03 
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Les pigments membranaires d’haloarchées ont des pics de 378, 466, 488 et 525 qui correspond 

à la bactérioruberine.   

La plupart des espèces d’archées halophiles (famille Halobacteriaceae) sont colorées en rouge 

rose due au contenu élevé de pigments de caroténoïde dans leur membrane cellulaire. Quelques 

espèces telles que Natrialba asiatica ne montrent pas de couleur rose. L’intensité  de la 

pigmentation dépend de la salinité dans laquelle les cellules sont développées,  Haloferax 

mediterranei est faiblement pigmentée à haute salinité, mais une production élevée de pigment 

est atteinte  à des concentrations de sel optimales pour la croissance (Oren, 2009).  

 

 

 

 

 

S12 598.0 0,05 

S13 598.0 0,11 

S14 598.0 0,07 

S15 537.0 0,07 

S16 537.0 0,05 



 
 
 
 

Conclusion 
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   L’analyse effectuée  dans cette étude montre les multiples potentialités des microorganismes 

halophiles, en tant que un large éventail (spectre) des activités enzymatiques et des 

métabolites d’application biotechnologique. Tous les halophiles testés pouvaient produire 

plusieurs, de ce fait renforçant l’idée d’examiner les environnements extrêmes comme source 

de nouvelles molécules potentiellement utiles et originales applicables dans la biotechnologie 

et l’industrie.   

   Notre  objectif  été de caractériser quelques souches halophiles extrêmes  et de montrer leur 

potentiel biotechnologique en mettant en évidence les produits élaborés. Ainsi la plupart des 

souches sont productrices d’enzymes hydrolytiques telles que les amylases, cellulases, protéases, 

gélatinases, lipases et les estérases. Ces souches sont également douées d’activités antibiotiques et 

sont productrices de pigments caroténoïdes qui sont des colorants naturels pouvant remplacer les 

colorants de synthèse.    

 

 L’étude physiologique (T°, pH, NaCl et MgSO4) des différentes souches montre que la 

plupart se développent à partir de 30°C pour la température, un minimum de 0% pour le 

MgSO4 et toutes les souches présentent une croissance à partir de 20% de NaCl. Nous avons 

noté surtout la présence de souches neutrophiles. 

 Toutes les souches sont mobiles et fermentent le mannitol. 

 Aucune souche ne dégrade l’indole. 

 Toutes les souches sont caractérisées par une forte activité enzymatique amylolytique, 

protéolytique, gélatinolytique, activité lipolytique et même cellulosique.   

 Toutes les souches présentent une résistance remarquable aux antibiotiques à l’exception du 

chloramphénicol et cefotaxime. 

 Différentes souches sont actives contre la souche H. salinarum DSMZ 3574 avec des zones 

d’inhibitions remarquable donc sont potentiellement productrices d’halocines.  

 La plupart des souches produit des pigments caroténoïdes. 

 

   En perspective, vue que le potentiel que possède certaines souches pour la production 

d’enzymes ou d’halocines, nous proposons d’abord d’optimiser les conditions de croissance et 

de production en étudiant certains facteurs clés (T°, pH, NaCl…), pour qu’ensuite extraire et 

purifier ces substances d’intérêt. 
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Annexe I 
 

 

Appareillage 

 Autoclave ALFA-10-plus (PBInternational) 
 Balance de précision 
 Bain marie  
 Bain marie HS-B20 digital, IKA labortechnik, Allemagne 
 Centrifugeuse : SIGMA 1-14 
 Etuve vnticell MMM 
 Four pasteur RADE RAYPA 
 Microscope optique 
 PH-mètre Eutech ph 700 
 Plaque chauffante et agitateur magnétique TRADE RAYPA AG-2 et AG-5 
 Plaque agitatrice VBRAMAX 100 
 Réfrigérateur 
 Spectrophotomètre UV mini 1240 SHIMADZU 
 Vortex VELP SCIENTIFIC, Italy 

 
                            Petit matériel 

 Anse de platine 
 Barreaux magnétiques 
 Bec Bensen 
 Béchers 
 Boites pétri 
 Embouts  
 Eprouvettes graduées 
 Erlenmayer 
 Fioles 
 Flacons 
 Lames et lamelles 
 Micropipettes 
 Pipettes Pasteur 
 Pince en bois 
 Portoirs de tubes 
 Tubes à essai (10 et 20 ml) 
 Spatule 
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    Réactifs 
 
 

Colorants 

 Fushine  
 Lugol (Iodo-ioduré) 
 Violet de gentiane 

Les produits utilisés 

 Acide acétique 
 Acétone 
 Ethanol (70%) 
 Hydroxyde de sodium(NaOH) 
 Chlorure d’hydrogène (HCl) 
 Méthanol 
 Réactif  KOVACS 
 TCA (Tri chlorure acétique) 

 

 

 
 
 

 

 



Annexe II 
 

La composition des milieux de culture 

Milieu (MA) : 

Pour 1L à pH 7,2 

 NaCl                                                                      250g 
 KCl                                                                        2g 
 MgSO4, 7H2O                                                        20g 
 FeCl2                                                                                                         0,023g 
 Citrate de sodium                                                   3g 
 Extrait de viande                                                    7,5g 
 Extrait de levure                                                     10g 

La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 

Milieu complexe (MC) : 

Pour 1L à pH 7,2 

 NaCl                                                                      234g 
 KCl                                                                        3g 
 MgSO4, 7H2O                                                        14,5g 
 MgCl2, 6H2O                                                          19,5g 
 CaCl2, 6H2O                                                           1,1g 
 NaBr                                                                       0,8g 
 NaHCO3                                                                                                  0,2g 
 Extrait de levure                                                     5g 

La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 

Milieu pour Halobacterium : 

Pour 1L à pH 7,2 

 NaCl                                                                     250g 
 KCl                                                                       5g 
 CaCl2                                                                                                      0,2g 
 MgSO4, 7H2O                                                                                    10g 
 Peptone pancréatique                                            2,5g 
 Extrait de levure                                                    10g 

La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 
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Milieu SG modifie: 

Pour 1L à pH 7,2 

 NaCl                                                                           250g 
 KCl                                                                             2g 
 MgSO4, 7H2O                                                             20g 
 FeCl2                                                                           0,023g 
 Citrate tri sodique                                                        3g 
 Amidon                                                                       2g 
 Gélatine                                                                      4g 
 CMC                                                                           10g 
 Tween 20                                                                    1% 
 Tween 60                                                                    1% 
 Tween 80                                                                    1% 

                                                        1L 

 

200ml                   200ml                      200ml                        150ml                     150ml                      100ml 
1% amidon        5% CMC          2% gélatine           1% Tween 20         1% Tween 60          1% Tween 80 
 
La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 
 
Milieu Br + Lait écrémé : 

Pour 1L à pH 7,2 

 NaCl                                                                          250g 
 KCl                                                                            2g 
 MgSO4, 7H2O                                                            20g 
 Citrate tri sodique                                                        3g 
 Extrait de levure                                                         3g 
 Lait écrémé                                                                100ml 

La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 

Milieu Br  : 

Pour 1L à pH 7,2 

 NaCl                                                                          250g 
 KCl                                                                            2g 
 MgSO4, 7H2O                                                            20g 
 Citrate tri sodique                                                        3g 
 Extrait de levure                                                         3g 

La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 
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Milieu pour Haloarcula : 

Pour 1029 ml à pH 7,5 

 Solution saline                                                           1L 
 La solution de chaque sucre                                      20ml 
 La solution de NH4Cl                                                5ml 
 La solution de FeSO4                                                2ml 
 La solution k2HPO4                                                   2ml 

 

 Composition de la solution saline 
 NaCl                                                                          200g 
 KCl                                                                            4g 
 MgSO4, 7H2O                                                             36g 
 CaCl2  (H2O)                                                               1g 
 Tris 

                                                                             4g                                             
 La composition de la solution FeSO4 :100ml 

 FeSO4 (6H2O)                                                              0,2g 
 HCl 

                                                                               1ml 
 La composition de la solution k2HPO4 : 100 ml 

 k2HPO4       
                                                                    5g 
 La composition de la solution NH4Cl: 100 ml 

 NH4Cl                                                                            20g 

Milieu DSM 370 : 

Pour 1L à pH 7,2 

 NaCl                                                                          200g 
 KCl                                                                            2g 
 MgSO4, 7H2O                                                             20g 
 FeCl2                                                                          0,036g 
 MnCl2, 4H2O                                                              0,00036g 
  Citrate tri sodique                                                      3g 
 Na  glutamate                                                               1g 
 Peptone tripsique                                                         5g 
 Extrait de levure                                                          5g 

La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 
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Milieu SG + Mannitol mobilité : 

Pour 1L à pH 7,2 

 NaCl                                                                          250g 
 KCl                                                                            2g 
 MgSO4, 7H2O                                                             20g 
 FeCl2                                                                          0,036g 
 Citrate tri sodique                                                        3g 
 Mannitol mobilité déshydraté                                      26,04g 

La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 

Milieu SG + Indole : 

Pour 1L à pH 7,2 

 NaCl                                                                          250g 
 KCl                                                                            2g 
 MgSO4, 7H2O                                                             20g 
 FeCl2                                                                          0,036g 
 Citrate tri sodique                                                        3g 
 Indole                                                                         15g 

La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 

Solution d’acide phosphorique: 

Pour 100 ml à pH 7,2 

 Eau distillé                                                              95 ml 
 Acide phosphorique                                                 5 ml 

La stérilisation: autoclavage à 120°C /30min 

Solution saline: 

 Eau distillée                                                              1000 ml 
 NaCl                                                                          180 g/l 
 MgSO4                                                                      10 g /l 
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Tableau I : Les genres et l’espèce type de la famille Halobacteriaceae (Oren, 2008).  
 
 
 

Genre Espèce Type 
Halobacterium H. salinarum 
Haladaptatus H. paucihalophilus 
Halalkalicoccus H. tibetensis 
Haloarcula H. vallismortis 
Halobaculum H. gomorrense 
Halobiforma H. haloterrestris 
Halococcus H. morrhuae 
Haloferax H. volcanii 
Halogeometricum H. borinquense 
Halomicrobium H. mukohataei 
Halopiger H. xanaduensis 
Haloplanus H. natans 
Haloquadratum H. walsbyi 
Halorhabdus H. utahensis  
Halorubrum H. saccharovorum 
Halosimplex  H. carlsbadense 
Halostagnicola H. larsenii 
Haloterrigena H. turkmenica 
Halovivax H. asiaticus 
Natrialba H. asiatica 
Natrinema H. pellirubrum 
Natronobacterium H. gregoryi 
Natronococcus H. occultus 
Natronolimnobius H. baerhuensis 
Natronomonas H. pharaonis 
Natronorubrum H. bangense 
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Tableau II : Densité optique des cultures à différents pH 

 

 

 

 

 

Souches pH6 pH7 pH8 pH9 

S1 / / 0,81 / 

S2 0,27 / 1,02 0 

S3 0,84 0,84 0,69 / 

S4 0,36 / 0,69 0 

S5 0,99 1,11 1,02 0 

S6 0,69 / 0,48 0 

S7 1,05 0,87 0,48 / 

S8 0,99 0,9 0,87 1,29 

S9 0,54 0,75 1,17 / 

S10 0,78 1,26 0,9 0 

S11 0,9 0,45 0,66 / 

S12 0,78 0,78 0,72 / 

S13 0,93 1,26 0,75 / 

S14 1,05 1,23 0,78 0 

S15 0,66 1,11 0,54 1,5 

S16 / / 0,84 0 
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Tableau III : Densité optique des cultures à différentes concentrations de NaCl 

 

NaCl(%) 10% 
  

15% 
  

20% 
  

25% 
  

30% 
   souches 

S1 0.11 / / 0.172 0.125 
S2 / / / 0.197 0.151 
S3 0.16 0.34 / 0.141 0.170 
S4 0.15 / / 0.21 0.151 
S5 0.133 / / 0.172 0.10 
S6 / / 0.23 / 0.15 
S7 / / 0.184 / 0.082 
S8 / / 0.146 / / 
S9 / / 0.27 / 0.17 
S10 / / / / 0.145 
S11 / / / / 0.14 
S12 / / / / 0.12 
S13 / / 0.180 / 0.13 
S14 / / / / 0.12 
S15 / / / / 0.000 
S16 / / 0.148 / 0.12 
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Tableau IV : Densité optique des culots dans un gradient de NaCl 

NaCl(%) S1  S3  S6  S10  

15 0,54 0,12  / /  

10 0,54 0,12 0,12 0,14 

7,5 0,54 0,1 0,08 0,1 

3,75 0,45 0,1 0,12 0,1 

0 0 0 0 0 
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Tableau V: Le résultat des tests d’activité enzymatique 

1 : Premier essai   2 : Deuxième essai    - : Absence de l’activité enzymatique   + : Présence de l’activité enzymatique  

++ : Bonne activité enzymatique        +++ : Très bonne activité enzymatique   

SC1 : Surnageant des cultures sur milieu MA              SC2 : Surnageant des cultures sur milieu MC 

 Les 
souches 

  
Essai 

 
Lait 

écrémé 

 
Gélatine 

 
Amidon 

 
Tween 20 

 
Tween 60 

 
Tween 80 CMC 

SC 
1 SC2 SC 

1  
SC 
2 

SC 
1 

SC 
2 

SC 
1 

SC 
2 

SC 
1 SC2 SC 

1 SC 2 SC 1  SC 
2 

S1 
  

1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ - ++ ++ +++ +++ - ++ +++ 
2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - +++ +++ ++ ++ ++ ++ 

S2 
  

1 - ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ - +++ +++ 
2 - - +++ +++ - +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ 

S3 
  

1 ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ 
2 ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ +++ 

S4 
  

1 +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ 
2 +++ ++ +++ ++ +++ +++ ++ + +++ ++ + ++ ++ ++ 

S5 
  

1 +++ ++ +++ ++ +++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ - +++ +++ 
2 +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ 

S6 
  

1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ 
2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ ++ 

S7 
  

1 - - +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ ++ +++ +++ ++ +++ 
2 - - +++ +++ +++ +++ +++ - ++ ++ +++ +++ +++ ++ 

S8 
  

1 +++ +++ +++ +++ - +++ - ++ - ++ - +++ - - 
2 +++ - +++ +++ - +++ - + - +++ - +++ - - 

S9 
  

1 - +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ 
2 - +++ +++ +++ ++ +++ +++ + ++ +++ +++ +++ ++ +++ 

S10 
  

1 +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ + +++ ++ +++ ++ +++ 
2 +++ - ++ ++ ++ +++ ++ + ++ ++ ++ +++ - ++ 

S11 
  

1 +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ 
2 +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ - ++ ++ ++ +++ +++ ++ 

S12 
  

1 - - +++ ++ +++ +++ ++ +++ - ++ ++ +++ +++ ++ 
2 - - +++ ++ +++ +++ ++ - - ++ +++ ++ +++ ++ 

S13 
  

1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ 
2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ 

S14 
  

1 - +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
2 - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - ++ ++ ++ +++ +++ - 

S15 
  

1 - +++ +++ +++ - - +++ +++ - +++ +++ ++ ++ - 
2 - +++ +++ +++ - - +++ ++ - ++ ++ +++ + ++ 

S16 
  

1 +++ +++ +++ +++ - +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ 
2 +++ - +++ +++ - +++ +++ + ++ +++ +++ +++ ++ ++ 



Résumé 
A partir des souches halophiles extrêmes isolées de différents écosystèmes Algériens, nous avons 

essayé de montrer le potentiel biotechnologique.  Des activités enzymatiques,  antibiotiques et la 

production de pigments Caroténoïdes ont été déterminés dans les surnageants de culture. 

 

Les résultats montrent que la plupart des souches sont productrices d’enzymes telles que l’amylase, 

cellulase, protéase, gélatinase, etc. 

 

Les souches halophiles extrêmes isolées élaborent également des antibiotiques type Halocines et les 

pigments caroténoïdes emmagasinés dans leur membrane.  

   

Mots Clés : Halophiles extrêmes, Bactériocines, Halocines, Extraction, Caractérisation, 

Antibiotique, Production. 

 

Abstract 
 From the extreme halophilic strains isolated from various  Algerian ecosystems, we tried to show 

the biotechnologic potential.    Enzymatic activities, antibiotic and the production of  Caroténoïdes 

pigments were recorded   in the supernatants of culture. 

 

The results show that the majority of the strains are producing enzymes such as amylase, cellulase, 

protease, gelatinase, etc.  

 

The extreme halophilic strains produce   antibiotics like halocins and carotenoid  pigments which 

they store in their membrane.   

 

Key words: Extreme halophiles, Bacteriocins, Halocins, Extraction, Characterization, Antibiotic, 

Production.     
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