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Introduction

Actuellement, la biotechnologie revét une grande importance dans de nombreux domaines
d'application tant dans 1’industrie que dans la vie quotidienne.

L'utilisation appliquée d'une large gamme de biomolécules telles que les enzymes comme
biocatalyseurs, les antioxydants, les antibiotiques et les bioplastiques, entre autres composés naturels
commercialisés ou étudiés, est bien établie. Tous les microorganismes halophiles, en particulier les
Haloarchaea, montrent des voies métaboliques spécifiques adaptées aux conditions extrémes. Ils sont
considérés comme des sources naturelles a partir desquelles des biocomposes naturels peuvent étre
isolés (Giani et al., 2019).

De plus, leurs métabolismes adaptés aux conditions extrémes les rendent potentiellement aptes a étre
produit a grande échelle avec un risque réduit de contamination microbienne (Giani et al,. 2019 ).

Il est de plus en plus important de trouver des solutions alternatives a la résistance aux antibiotiques
qui nécessitent davantage de recherche. Il existe diverses substances antimicrobiennes produites par
les organismes vivants, comme leurs réactions immunitaires ou de leurs mécanismes de défense, ce
qui pourrait renforcer leur capacité a rivaliser pour I’espace et les ressources, autant que les agents
anti microbiens qui sont des peptides antimicrobiens prometteurs dotés d’activités inhibitrices et
bactéricides qui pourraient constituer I’'une de ces solutions.

Plusieurs stratégies ont ét¢ mises en ceuvre pour controler les bactéries pathogenes propagées dans
les fromages, I'une d'elles utilise les substances anti microbiennes ou inhibitrices de type bactériocines
(BLIS). Pour réduire les agents pathogénes d'origine alimentaire et les bactéries d'altération dans le
fromage, les bactériocines peuvent étre appliquées de plusieurs manieres, telles que I'inoculation du
fromage avec une souche productrice de substances anti microbiennes et I'ajout de produits purifiés
ou de la bactériocine semi-purifiée comme additif alimentaire (Aljohani et al., 2022).

L’objectif principal de notre travail est la mise en évidence de la production de métabolites
antimicrobiens de type halocines, a partir des cultures de souches halophiles extrémes.

Le présent mémoire s’articule sur deux parties, la synthése bibliographique qui comporte un premier
chapitre sur les halophiles extrémes et le second sur les bactériocines. Dans la partie expérimentale,
nous avons d’abord tent¢ de déterminer la présence de substances antimicrobiennes dans le
surnageant de culture, ensuite de procéder a leur extraction. Plusieurs méthodes ont été utilisees pour
une extraction simple et facile, par la suite les molécules actives récupérées sont testées pour leur

stabilité a la haute température



Chapitre 1. Halophiles

extiremes



Chapitre 1. Halophiles extrémes
1.1. Les procaryotes halophiles

Les organismes qui vivent dans des écosystemes hyper salins se caractérisent par leur tolérance et
leurs exigences élevees en sel, ils sont généralement appelés «halotolérants ou halophiles ». Les
définitions les plus utilisées distinguent ces différentes catégories :

-Halophiles extrémes : présentent une croissance optimale dans des milieux contenant 2,5a5,2 M en
sel.

-Halophiles extrémes limités : se développent mieux dans des milieux contenant 1,5 a 4,0 M en sel.
-Halophiles modérés : prospérent mieux dans des milieux contenant 0,5 a 2,5 M en sel.
-Microorganismes halotolérants : le sel n'est pas indispensable pour leur croissance, mais ils peuvent
se développer méme en présence de concentrations trés élevées en sel (considérés comme
extrémement halotolérants si la plage de croissance s'étend au-dela de 2,5 M en sel).

Les halophiles sont un groupe d'organismes microscopiques qui peuvent croitre et se développer dans
les zones a forte concentration en sel (NaCl). lls sont généralement classés comme légeres, modérés
ou extrémes selon I'étendue de leur halotolérance dans les trois domaines du vivant : Archaea,
Bacteria et Eukarya. Dans le régne des procaryotes, les halophiles forment divers groupes
métaboliques constitués de phototrophes oxygéniques et anoxygéniques ; hétérotrophes aérobies et
fermentaires, dénitrifiants, sulfato-réducteurs, et les méthanogenes Les extrémophiles sont des micro-
organismes qui nécessitent un environnement extréme pour croissance (Torregrosa-Crespo et al.,
2017).

Le terme « extrémophile » a été introduit par Mac Elroy en 1974 (Yadav et al., 2015).

«Extréme » est un terme relatif faisant référence a la capacité de certains organismes non seulement
a endurer mais aussi a se développer activement dans des conditions qui seraient mortelles ou trop
dures pour I'existence humaine (Atanasova N et al., 2021).

-Les archées halophiles (Haloarchaea) : sont pour la plupart aérobies, bien que certaines espéces
puissent se développer de maniére anaérobie en utilisant le nitrate comme accepteur final d'électrons
(dénitrification). La plupart des espéces sont généralement pigmentées en rouge (Torregrosa-Crespo
etal., 2017).

1.2. Les archées

Les archées sont des micro-organismes dotés d’une grande capacité a coloniser certains
environnements les plus inhospitaliers dans la nature, parvenant a survivre dans des endroits aux

conditions extrémes. Leurs protéines et enzymes sont stables et peuvent agir dans des conditions



extrémes dans lesquelles d'autres protéines et enzymes se dégraderaient. Ces propriétes en font des
candidats idéaux pour une utilisation dans un large éventail d’applications biotechnologies (Aparici
et al., 2023).

Les archées sont bien connues pour leurs nombreuses lignées extrémophiles et polyextrémophiles,
principalement (hyper) thermophiles et/ou halophiles, et ainsi que l'importance écologique des

espéces methanogenes et oxydantes de I'ammoniac (Saavedra-Bouza et al., 2023).

1.3. Caractéristiques différentielles entre les trois domaines du vivant

Les archées partagent certaines caractéristiques avec les bactéries et d’autres avec les eucaryotes

(Tableau ).
Tableau 1. Comparaison entre les trois domaines du vivant (Elie, 2022)

Caracteristiques | Bactéries Archées Eucaryotes

Taille 1a5um 1a5um > 5 um jusqu'a 500 um

ADN ADN nu dans un chromosome unique et circulaire | génome : 3 types de génomes
Genes en continu Génes en mosaique ADN | nucléaire (matériel génétique de
ADN circulaire circulaire absence de l'individu codé dans son ADN),
absence de noyau réplication, : noyau répartis sur plusieurs ADN
réplication, transcription, traduction linéaires organisés en
transcription, de I'ADN directement chromosomes différenciés.
traduction de 'ADN | dans le cytoplasme L'ADN possede aussi des
directement dans le séquences non codantes (introns).
cytoplasme Génomes non nucléaires : dans les

mitochondries et chloroplastes,
souvent circulaires, sans introns

Geénes codant Tres différents de Similaires
ceux des Archées et
Eucaryotes

Geénes du Métabolisme Similaires Trés différents de ceux des

procaryotes
Enveloppe du noyau Sans Enveloppe nucléaire en
double membrane
Organites Sans Oui : réticulum

endoplasmique, appareil de
Golgi, plastes divers,
mitochondries, lysosomes,

etc.

Reproduction Division en deux Mitose, méiose, fécondation




Ribosomes (systeme de
synthése des protéines)

Type 70S libres

Type 70S libres (certains
similaires & ceux
d’Eucaryotes)

Dans le cytoplasme : type
80S, dans les mitochondries :
type 70S

Paroi cellulaire

Complexe avec
peptidoglycane

Complexe sans

Peptidoglycane

Simple sans peptidoglycane

Différenciation

Rudimentaire

Tissus et organes

Structure des lipides de

membrane

Phospholipides avec
liaisons type ester
(linéaires),
glycolipides chez les

cyanobactéries

Phospholipides avec liaisons

type éther (ramifiées)

Phospholipides avec liaisons
type ester (linéaires),

glycolipides

ARN polymérase 1 seul type Plusieurs types

Lysosomes Sans Oui (sauf érythrocytes)
Premier acide aminé Formyl-méthionine Méthionine

dans la synthese des

protéines

Histones associés a Non Oui

I'ADN

Moyens de Déplacement

Flagelle simple, ou

Flagelle simple

Flagelle complexe, cils ;

Glissement pattes, ailes, nageoires (chez
animaux, plantes)
Possibilité de croissance | Non Oui pour especes Hyper Oui
) thermophiles
aux hautes températures
(> 100°C)
Réactions aux Arrét de la Pas d'action
Antibiotiques croissance

1.4. Les Haloarchaea

Les Haloarchaea sont des micro-organismes halophiles extrémes appartenant au domaine Archaea,
phylum Euryarchaeota. Ils sont (majoritairement) aérobies, généralement pigmentés en rouge et
constituent les communautés microbiennes prédominantes dans les environnements halophiles
extrémes. Haloarchaea nécessite au moins 1,5 M en NaCl, mais la plupart des espéces se développent
mieux de 3,5a 4,5 M en NaCl. Elles ont été isolées a partir de différents habitats alcalins et salés des
lacs, des marines et des sols salins. Les haloarchées sont souvent considérées comme une source

fiable pour I’obtention de nouvelles enzymes, de nouveaux géenes, des composés bioactifs et d'autres

molécules d’importance industrielle. Les antibiotiques protéiques peuvent étre utilisés en tant




qu'agents conservateurs dans l'industrie alimentaire, I'industrie du cuir et dans la lutte contre des

bactéries infectieuses (Karthikeyan et al., 2013 ; Lizama et al., 2021).

Haloarchaea forme une seule classe ; Halobacteria, 3 ordres, Natrialbales ; Halobacteriales ;
Haloferacales et 5 familles (Figure 1).

g Methanomicrobia |

Asgardarchaeota »{ Natrialbes | —»{ Natrialboceae |

—=»{ Methanobacteria |

i ——={ Methanococci |

—-D[ Methanopyri I Halococcaceae
Archaea Halobacteriales
———»| Halobacteria | * | Halobacteriaceae |

——=»] Archaeglobi | é
m

TACK

8 classes

= Thermoplasmata |

4 superphyla

~———# Thermococeci

Figure 1. Résumé de la classification actuelle du domaine des archées. La couleur verte met en
évidence les groupes des halophiles extrémes (Martinez Martinez et al., 2022).

TACK : est un groupe d’archées : Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Thermoproteota et Korarchaeota,
les premiers groupes découverts.

DPANN : est acronyme un super phylum nanoarchées ou archées ultra-petites en raison de leur taille
plus petite (nanométrique) par rapport aux autres archées).

La phylogénique des Haloarchaea (classe, ordre, famille, genre et espece) est donnée en annexe Il1.

1.5. Principales caractéristiques des halophiles

1.5.1. Enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs qui ont une application potentielle dans alimentaire, la formulation
de détergentes, récupération des métaux, la transformation du cuir et dans plusieurs autres secteurs
d'activite. Les enzymes extrémophiles, en particulier extracellulaires, se sont avérés plus intéressantes
pour des applications industrielles, car elles peuvent survivre et catalyser des réactions dans des

environnements inhabituels (Yadav et al., 2015).



De plus, ils présentent une capacité particuliere a tolérer des températures élevées tout en restant
stables a des pH et des concentrations en sel et pH élevés (Gunjal et Badodekar, 2021).

1.5.1.1. Protéases

En général, les protéases haloarchéennes présentent une activité optimale & une concentration élevee
en sel, bien que certaines d'entre elles puissent étre stables et actives a des concentrations plus faibles.
Les enzymes protéolytiques sont utilisées dans les domaines, pharmaceutique, alimentaire, des
détergents, du cuir, de la soie et des produits agrochimiques. En termes de production, les protéases
représentent le coeur du marché mondial des enzymes (Torregrosa-Crespo et al., 2017).

Les protéases halophiles sont les plus largement utilisées. Parmi ces enzymes, la protéase de Hfx.
lucentensis VKMM 007 est non seulement stable dans différents solvants polaires et non polaires
(polyéthylene glycol, éthanol, butanol, acétone, DMSO et xyléne) en conservant plus de 50 % de son
activité d'origine, mais son activité a également été augmentée en présence de 25 % d’éthanol. De
plus, les solvants hexane et toluéne ont montré un effet stimulant sur l'activité de la protéase purifiée

de Halobacterium sp. Et I'éthanol n'a montré aucun effet inhibiteur (Amoozegar et al., 2017).

1.5.1.2. Lipases et estérase

Les estérases et les lipases hydrolysent les liaisons ester entre un résidu d'acide gras et un conjugué
estérifié, tel qu'un glycérol ou un phosphate. Les lipases hydrolysent préférentiellement les
triglycérides d'acides gras a longue chaine en acides gras et en glycérol, alors que les estérase
hydrolysent généralement les esters solubles dans I'eau, y compris les triglycérides avec des acides
gras a chaine courte (Amoozegar et al., 2017 ; Torregrosa-Crespo et al., 2017).

Les lipases et les estérases sont parmi les biocatalyseurs les plus importants pour les applications
biotechnologiques. Une étude sur les lipases et estérase isolées de cing souches d'archées halophiles
provenant de différents environnements hypersalins en Turquie a montré que les activités les plus
importantes sont obtenues a pH 8-8,5, entre 60— 65 °C et a 3-4,5 M en NaCl pour estérase et a pH 8,
45-65 °C et 3,5-4 M en NaCl pour la lipase (Amoozegar et al., 2017).

Les deux enzymes ont des applications dans la modification méme a ces taux en NaCl , la formulation
de détergents, les industries cosmétiques, pharmaceutiques, du cuir, du textile, du papier, la
production de biodiesel et de biopolymeéres ou le prétraitement des eaux usées riches en lipides. Ces
applications nécessitent souvent des conditions reactionnelles agressives (Torregrosa-Crespo et al.,
2017).



1.5.1.3. Alpha-amylase

Les amylases sont un groupe d'enzymes qui dégradent I'amidon en oses simples. Ces protéines sont
produites par une grande variété d'organismes et sont censées étre des plus précieuses enzymes
industrielles. Cependant, les conditions extrémes requises pour de nombreuses opérations
industrielles limitent I'applicabilité de la plupart des amylases trouvées dans la nature. Les archées
halophiles impliquent une excellente source de nouvelles protéines qui tolérent des conditions
difficiles, car elles vivent dans des environnements avec des concentrations en sel et températures
élevées (Gomez-Villegas et al., 2021).

Les amylases sont utilisées industriellement dans la premiere étape de production de sirop de mais
riche en fructose (hydrolyse de I'amidon de mais). Elles sont également utilisées dans I'industrie du
textile dans le processus de désencollage, e sont également ajoutées aux détergents a lessive. Les
amylases ont été caractérisees a partir de nombreuses souches halophiles, notamment halophiles
modérées tels que Halomonas meridiana et les espéces halophiles extrémes Haloarcula hispanica et

Natronococcus amylolyticus (Dassarma et al., 2010).
1.5.2. Pigments

Les milieux hypersalins sont caractérisés par une coloration rouge orangée, due a la présence de
micro-organismes pigmentés, dont Dunaliella, riche en B-caroténe, Haloarchaea producteurs de
bactériorubérine, et les bactéries halophiles, comme Salinibacter ruber produisant un caroténoide

appelé salinixanthine (Yadav et Singh, 2015).

1.5.2.1. Caroténoides

Plus de 750 caroténoides d'importance commerciale potentielle ont été isolés de source microbienne,
en particulier d’Haloarchaea qui représentent un grand réservoir de caroténoides de type
bactériorubérine. Ces derniers sont particulierement intéressants pour leur facilité d'extraction, leur
tolérance au sel et leur application biologique contre les maladies infectieuses, les tumeurs ou le

développement du cancer (Moopantakath et al., 2021).

1.5.2.2. Bactériorubérine

La bactériubérine joue un réle biologique important en tant qu'antioxydant qui protége les cellules
contre les dommages oxydatifs. Cette activité antioxydante est liee au nombre de paires de doubles

liaisons conjugués, la longueur de la chaine carbonée et la concentration de la bactérioruberine. Elle



protége vis-a-vis de la lumiére intense, I’irradiation gamma et également contre les dommages de
I’ADN résultants de la radiographie, irradiation UV.

La bactériorubérine augmente la rigidité membranaire en agissant comme un « rivet » dans les cellules
membranaires. Elle diminue également la perméabilité a I'eau en agissant comme une barriére et
permet ainsi le passage de I’oxygene et autres molécules, ce qui rend les souches capables de survivre
a faible température ou conditions hypersalins. L'autre role biologique de la bactériorubérine est de
faire partie des bactériorhodopsine. Des études par cristallographie ont démontré que la
bactériorubérine fournit un soutien structurel a lI'archaerhodopsine qui est un complexe protéine-

caroténoide rétinien présent dans la membrane pourpre de Halorubrum sp. (Giani et al., 2019).

1.5.3. Adaptation macromoléculaire des microorganismes halophiles extrémes

Au niveau des protéines, 1’adaptation moléculaire des organismes halophiles est liée a la composition
spécifique du protéome, caractérisée par une faible hydrophaobicité ; surreprésentation des résidus
acides, en particulier I’aspartate ; une utilisation importante de valine et thréonine contrairement a la
cystéine. Au niveau de I’adaptation de I’ADN, 1’abondance des dinucléotides GA, AC et GT peut étre
partiellement couplée aux besoins spécifiques en acides aminés, tandis que 1’abondance des
dinucléotides CG peut étre une signature halophile supplémentaire de stabilité de I’ADN a haute

concentration en sel (Paul et al., 2008).

1.6. Stratégies adaptation en milieu salé

Les micro-organismes qui s'adaptent aux environnements modéreés et riches en sel utilisent une variété
de solutés, organiques et inorganiques, pour contrer la pression osmotique externe. Les solutés
organiques peuvent étre zwittérioniques, non chargés, ou anioniques.

La grande variété des micro-organismes halophiles induit une diversité considérable de mécanismes
par lesquels les micro-organismes halophiles et halotolérants peuvent contrebalancer la grande

pression osmotique générée par le milieu salin (Roberts, 2005 ; Thakur et al., 2022).

1.6.1. Stratégie « Salt-in »

La premiére stratégie, dite "Salt-in", est basée sur I'accumulation intracellulaire de concentrations
molaires de potassium et de chlorure, qui nécessite une adaptation de la machinerie enzymatique a
des concentrations salines élevées. Les protéines cytoplasmiques nécessitent une forte concentration
de sel pour qu’elles soient actives et stables. Pour atteindre cet objectif, ces micro-organismes ont un
protéome acide, qui est un systéme qui nécessite relativement peu d’énergie. Cette stratégie est
utilisee par un nombre limite d'halophiles, les archées de la classe Halobacteria étant les représentants
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principaux, qui accumulent du KCI & des concentrations égales ou supérieures aux concentrations de
NaCl du milieu extracellulaire. Dans le domaine des bactéries, le seul ordre dans lequel cette stratégie
a éteé caractérisée est Halanaerobiales, dans lequel on trouve des bactéries anaérobies fermentatives
ou homoacétogenes.

Le protéome des archées halophiles est trés acide, les protéines ont une faible teneur de résidus
hydrophobes en surface tels que la lysine, alors qu'ils ont une forte teneur en résidus chargés
négativement tels que l'aspartate. L'intérieur des protéines est riche en valine et pauvres en isoleucine.
L'utilisation des residus négatifs en surface permet une meilleure organisation de I'eau a la surface
des protéines et peut ainsi empécher leurs agrégations (MartinezMartinez et al., 2022 ; Thakur et
al., 2022).

1.6.2 Stratégie « Osmolytes organiques »

Une autre stratégie est connue sous le nom de mécanisme "osmolytes organiques”, stratégie "low-
salt”, "salt-out” ou "soluté compatible». Plutét que d'accumuler des sels inorganiques, les micro-
organismes utilisent des solutés organiques pour maintenir I'équilibre osmotique a l'intérieur de la
cellule. Les solutés compatibles comprennent les polyols, les sucres, le glycérol, I'éctoine, qui
n'interferent pas avec l'activité des enzymes.

Les osmolytes organiques pourraient également étre divisés en trois catégories chimiques : les solutés
zwitterioniques (bétaine, ectoine), les solutés non chargés (saccharose, tréhalose) et

les solutés anioniques (exp-glutamate, hydroxybutyrate) (Slizewska et al., 2022).

Les osmolytes protégent les protéines halophiles de leur dégradation dans un solvant tel que I'eau, de
plus, ils leurs permettent de s'adapter aux variations extrémes des conditions salines. Ces osmolytes
sont sans charges positives ou négatives, et sont solubles dans I'eau (Gunjal et Badodekar, 2021).
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Chapitre 2. Les halocines

2. Halocines

La premiére découverte de bactériocines dans le domaine Archaea a été confirmée chez Haloarchaea,

d’ou P’appellation : halocines. Ce sont des peptides ou des protéines antibiotiques sécrétés dans

I'environnement pour tuer ou inhiber les souches haloarchées sensibles qui occupent la méme niche.

La production d’halocines est une caractéristique universelle des halobactéries et bien qu'il semble

que des centaines de différents types existent, seules quelques halocines ont été étudiées en détail
(Karthikeyan et al. 2013).

2.1. Classification

Les halocines peuvent étre divisées en deux groupes, halocines de masses moléculaires élevées et

des peptides de faible masse moléculaire (microhalocines). Elles varient en fonction de leurs masses

moléculaires, leurs propriétés principales, essentiellement leur thermostabilité, et la concentration

en NaCl nécessaire pour rester actives (Quadri et al., 2016).

Tableau. I1. Peptides/protéines antimicrobiens, Archaeocines produites par Archaea (Kumar et al.,

2021)

Archeocines

Caractérisation

Halocines (AMP sécrétoire)

Produit a partir de membres de I'ordre Halobacteriales

(Euryarchaeota)

Microhalocines
< 10 kda

Halocines
> 10 k Da

Sulfolobicines (AMP

associés a la membrane)

Produit a partir de
membres de I'ordre
des Sulfolobales
(Crenarchaeota) qui
sont hyper
thermophiles.
Exemple : SUIAB
(environ 40 kDa)
constitués d'au moins
deux sous unités
(SulA et SulB) avec
des interactions tres

fortes.

¢ Nature plus hydrophobe et

robuste.

Nature

thermolabile et




e Insensibles aux solvants, ala | plus sensibles au
chaleur. lls peuvent etre dessalage.
stockés a 4° sans perte .... Exemple :

e Ressemblent aux microcines | Halocines H1, H4
comme aux colicines des et H6/H7.
entérobactéries. Exemple :
halocines S8, C8, R1, A4

2.2. Production d’Halocines

Les génes d’halocines sont exprimés au cours de la transition entre phases de croissance exponentielle
et stationnaire, a 1’exception de halocine H1, qui est produite au cours de la phase de croissance
exponentielle. Actuellement, seules neuf halocines sont identifiées, et partiellement caractérisées a
partir de différentes archées halophiles, bien que des études aient suggéré que la production
d'halocines est une caractéristique universelle de tous les membres des archées halophiles (Ghanmi
et al. 2020).

La production d'halocines commence généralement au début de la phase de croissance exponentielle
et atteint le niveau optimal lors de la transition de la phase exponentielle a la phase stationnaire.
Pendant l'arrét de la phase de croissance, le niveau d'activité d’halocines varie selon les membres
d’Haloarchaea et il peut rester constant (H1, S8 et C8) ou décliner (H4, H6, KPS1, HA1, HA3 et
H17). La diminution de l'activité de [I'halocines peut provenir de la libération d'enzymes

protéolytiques des cellules lysées a la fin de la phase stationnaire (Kumar et al., 2021).

2.3. Mécanisme d'action des halocines

Les halocines inhibent généralement (cytostatique) ou tuent (cytocide) les souches apparentées, mais
peu sont signalés comme étant actives sur des especes de différents embranchements ou domaines.
Les cellules traitées a I’halocines peuvent subir des changements dans le pH interne, le flux Na+/H+,
le potentiel membranaire, la force proton motrice (FPM), due a la déformation de la membrane
cellulaire ou a I’inhibition de DI’antiport Na+/H+. Ces modifications sont responsables de la
perturbation de la membrane entrainant la mort cellulaire (Kumar et al., 2021).

Certaines halocines sont dites dépendantes du sel puisque la protéine perd son activité lorsque la

concentration en sels diminue au-dela d'un niveau minimum (Karthikeyan et al., 2013).
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2.4. Différentes halocines et leurs caractéristiques

Les microhalocines (< 10kDa) décrites a ce jour sont généralement plus hydrophobe et peuvent tolérer

de faibles concentrations de sel, le chauffage et stockage a long terme, tandis que les halocines (> 10

kDa) sont genéralement plus sensibles et perdent leur activité sous le stress environnemental (Kumar
et Kumar Tiwari, 2019).
Tableau .111. Propriétés biochimiques des halocines produites par différentes souches

d’Haloarchaeca (Kumar et kumar Tiwari, 2019).

Halocines Source Propriétés
(thermostabilité, masse moléculaire, dépendance
au sel : gamme d’hotes : sensibilité aux protéases
mode d’action)
A4 Saline Solaire 7435 Da : >100°C : non, large, ND, ND
Tunisie
C8 Grand lac salé 6,3kDa : >100°C : non ; large proteinase K : ND
Chaidan, chine
RI Saline solaire 3,8 kDa : <93°C. Bo large : protéinase K : ND
Mexique
S8 Grand Lac Salé, Utah, | : 3,58 kDa> 100c non
Etats-Unis Protéinase K large : ND
SH10 Natrinema sp. 20kDa ; <50°C ; ND ; ND ; ND
BTSH10 ; ND
HAI Haloferax 14 kDa, >100°C ; oui ; étroit ; protéinase K :
larsenii HAI perméable des membranes
HA3 Haloferax larsenii 13 KDa,>100°C ; oui ; étroit ; permeable de la
NCIM5678(HA3) membrane a la protéinase K

ND : non déterminant
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Chapitre 3 : Matériel et méthode

Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire IDRES, c’est un laboratoire d'analyses et

contréle de la qualité des produits alimentaires et cosmétiques a Bejaia.

Ce travail vise essenticllement la mise en évidence la production

microorganismes souches bactériennes extrémement halophiles isolées a partir des milieux hyper-

salins pour faire une étude approfondie pour obtenir des nouveaux résultats ; qui donne une valeur

pour la recherche.

Pour réaliser ce travail-l1a, nous avons ce plan de travail scientifique.

3.1 Materiel
3.1.1. Materiel biologique

d’halocines par des

Les souches utilisées dans cette étude sont des souches halophiles extrémes dont certaines sont des

« Halorchaea », isolées de différents environnements hypersalins (Idres-Imadalou, 2018)
(Tableau 1V).

Ces souches sont caractérisées par leurs activités antimicrobiennes intéressantes.

Tableau .1V. Origine et caractéristiques des souches utilisées.

Souches

Source

Conditions
D’isolement

Année
d’isolement

Genre affilié
« géne ARNr 16
S»

A3

Saline de Batna

T 40°C
pH 7
NaCl : 25%

2018

Bl

Saline de Batna

T 40°C
pH 7
NaCl : 25%

2018

D1

Saline de Batna

T 40° C
pH 7
NaCl : 25%

2018

F14

Sol Sebkha D’Ouargla

T:40°C
pH 7
NaCl : 25%

2010

Haloarcula

F2

Saline d’Ichekaben

T 30°C
pH 7
NaCl : 25%

2003

F4

Saline de Batna

T 40° C
pH 7
NaCl : 25%

2010




F5 Saline d’oran T 40°C 2010 Haloarcula
pH 7
NaCl : 25%

F6 Saline d’Oran T 40°C 2010 Haloarcula.
pH 7
NaCl : 25%

F7 Saline de Batna T 40°C 2010 -
pH 7
NaCl : 25%

F8 Sebkha D’Ouargla T43°C 1999 Halorubrum
pH 7
NaCl : 25%

F9 Sebkha D’Ouargla T40°C 1999 Haloarcula
pH 7
NaCl : 25%

- :non indiqué

3.1.2. Germes cibles

Pour mettre en évidence les activités antimicrobiennes, les souches productrices des substances
bioactives sont testées sur «Hobacterium salinarum DSMZ3754 » (MNHN, France), comme souche
cible. Cette souche est utilisée pour sa grande sensibilité a la plupart des halocines et d’autre part pour
déterminer des activités intra-spécifique (entre Haloarchaea).

Pour étudier le spectre d’activité, nous avons utilis¢ des bactéries & Gram positif «Staphylococcus
aureus» (N°ATCC/6538) et a Gram négatif « Escherichia coli» (N°’ATCC : 8739) et «Pseudomonas
aeruginosa» (N°ATCC : 9027). Elles nous ont été fournies par le laboratoire « LABO-IDRES »,

laboratoire d'analyses et contrble de la qualité des produits alimentaires et cosmétiques a Bejaia.

3.1.3. Surnageants et Cultures
Pour 1’étude des bactériocines de microorganismes halophiles extrémes, nous avons utilisé des
surnageants et des cultures sur milieux synthétique a base de glucose ou complexe tel que DMSZ 372

(spécifiques pour la culture des souches Haloarchaea) (Atlas, 2010) réalisés en avril 2023.

3.1.4. Appareillage et réactifs

Les réactifs et ’appareillage utilisés sont mentionnés en annexe 1.

3.1.5. Milieux de culture
Les archées halophiles sont des microorganismes qui doivent étre cultivées dans des milieux

respectant les concentrations molaires en sels.
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Nous avons utilisé les différerent milieux de culture soit liquide, solide ou semi solide pour la
croissance des souches productrices des substances bioactives, les souches cibles et pour la mise en
évidence de I’activité enzymatique.

La composition de ces milieux est donnée dans I’annexe 1.

Pour les souches non halophiles, nous avons utilisé I’cau peptonée et le milieu Muller Hinton pour

tester ’activité des halocines.

3.2. Méthodes

3.2.1. Centrifugation des cultures halophiles extrémes

Nous avons centrifugé les cultures a 6000 rpm pendant 25 minutes et les surnageants sont conserveés

a une température de 4°C jusqu’a I’analyse

3.2.2. Préparation du germe cible

3.2.2.1. Préparation de I’inoculum

La souche d’haloarché de référence est d’abord repiquée sur de milieu solide milieu complexe (MC)
puis incubée a 44°C jusqu’a apparition de colonies roses.

Une colonie a été transférée dans un tube contenant 3ml de milieu complexe (DMS372) et incubée a
44 °C pendant 24 a 48 h. Deux a trois repiquages successifs ont été réalisés.

Pour les souches bactériennes de références «Hobacterium salinarum DSMZ3754 », a partir de boites
fraichement repiquées sur milieu solide appropri€, une colonie est inoculée dans I’eau peptonée 4.5

ml puis incubées a 37°C pendant 17h.

3.2.2.2. Culture en Erlenmeyer

Des Erlens de 100 ml contenant 20 ml de milieu MC ou eau peptonée ont été inoculés a 100 pl (v/v)
de la préculture (inoculum). Ils sont Incubés a 44°C pendant cing jours, et 17h a 37°C pour les souches

bactériennes.

3.2.3. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne

100 pl de I’inoculum est mélangé a 100 ml d’une gélose Muller Hinton (MH) ou de gélose pour
«Hobacterium salinarum DSMZ3754 », semi solide en surfusion, de sorte a avoir une DO de 0,001.
Apres homogénéisation, la gélose est répartie dans des boites de Pétri contenant une couche fine d’un
milieu solide. 5 pl de surnageant, sont déposés a la surface des boites.

Apres incubation jusqu’au développement du germe cible, I’activité antimicrobienne se manifeste par
I’apparition d’une zone claire autour du dépot.
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Tableau .V. Paramétres physiques des différentes souches halophytes extrémes.

Cultures | DOeoo | pH | T | N° de spot
B1 2,6 6,45 40 3
F10 2,9 7,23 40 3

F14 M syth 3,7 7,62 40 3

F14 MC 2,5 7,43 40 3
F2 4,33 4,89 40 3
F4 2,6 7,4 40 3
F5 3.5 4,07 40 3
F6 2.8 4,17 40 3
F7 2,7 7,11 40 3
F8 2,7 6,65 40 3
F9 4,8 6,43 40 3

3.3. Extraction par solvants organiques
Nous avons utilisé un mélange éthanol et acétone pour chaque surnageant (\VV/V) selon les proportions
données dans le tableau VI.

Tableau. VI. Volumes d'extraction des surnageants

Surnageant Ph Volume (ml) Volume de solvant Acétone / Ethanol (ml)
F9 7.64 3.5 10.0
A3 7.82 4.0 10.0
Bl 7.62 2.0 10.0

L’extraction est réalisée dans une ampoule a décanter ou en tube pour des petits volumes de
surnageant a 37°C, suivant les etapes suivantes :

> Mise en contact du solvant avec le surnageant ;

> Agitation énergique pendant 15 min puis décantation ;

> Répéter I’opération précédente 2 ou 3 fois ;

> Observer les réactions obtenues ;

> Récuperation en séparant les éventuelles phases obtenues ;

> Séchage.
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3.4. Extraction acide a froid des protéines totales a partir des surnageants de

culture

Afin d’extraire les protéines totales, des petits volumes (100 pl) d’acide phosphorique a 5 % sont
ajoutés progressivement au surnageant jusqu’a obtenir un pH de 1,5 a 2.

Le mélange est ensuite mis a 4°C pendant une nuit ou plus, jusqu’a observer une précipitation intense
(figure 2).

Surnageant de culture +H3zPO4

Une nuit a 4°C
Centrifugation a 6000 rpm pendant 25 min/4°C

J

Culot : précipité protéique (Ep) +
tampon 50 mM Tris 4,5NaCl pH8

Surnageant (SC_ écarte)

C Tester I'activité \D

antimicrobienne

Figure 2.Protocole de I’extraction acide et a froid des protéines totales

3.5. Mise en évidence des activités enzymatiques

5 ul de surnageant, des extraits de solvants organiques ou extraits protéique sont déposés a la surface
de milieux géloses contenant différents substrats comme seule source de carbone : amidon,

carboxymeéthylcellulose, gélatine, tween 20 et tween 80.
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> Activité cellulolytique
Les souches haloarchées a tester sont prélevées de leur suspension puis ensemencées en spot (5 ml)
sur des boites de Petri contenant le milieu de croissance gélosé additionné de 1% de
carboxymeéthylcellulose (CMC) est utilisé pour sélectionner les souches Haloarchaea ayant une
activité cellulolytique. Ces boites sont incubées pendant une semaine a plus a 40°C. La révélation de
la dégradation se fait par ajout du réactif iodo-ioduré (Lugol). La production de cellulase est appréciée

par I’apparition de zones claires autour de la colonie

> Activité estirasique.
Les souches haloarchées a tester sont prélevées de leur suspension puis ensemencées en spot (5 pl)
sur des boites de Petri contenant le milieu de croissance gélosé additionné de 1% de tween 20. Ces
boites sont incubées pendant une semaine a plus a 40°C.

Le résultat positif se manifestera par ’apparition d’une zone de précipitation autour des colonies

> Activité lipasique
Les souches haloarchées a tester sont prélevées de leur suspension puis ensemencées en spot (5 ml)
sur des boites de Petri contenant le milieu de croissance gélosé additionné de 1% de tween 80. Ces
boites sont incubées pendant une semaine a plus a 40°C.
Le résultat positif manifestera par ’apparition d’une zone claire autour des colonies.
> Ativité protéolytique
On prépare un milieu minimum semi solide (lait écrémé de 5% et a des concentrations des sels tres
petites et avec de I’agar-agar 15g/l). Apres la stérilisation on coule ce milieu dans des boites de Pétri
(On laisse 1 jour pour une bonne solidification des géloses). Les souches haloarchées a tester sont
prélevées de leur suspension puis ensemencées en spot (5 ml) sur des boites de Petri contenant le
milieu de croissance gélosé . Ces boites sont incubées pendant une semaine a plus a 40°C.
Le résultat positif manifestera par 1’apparition d’une zone claire autour des colonies.

» Activité amylolytique
Méme protocole de la protéase a été effectué pour I’amylase, sauf ici le substrat utilisé est ’amidon.
Il est additionné au milieu de culture a raison de 1%. La lecture se fait aprées addition du Lugol qui
réagit avec I'amidon (donner une couleur bleue violet).
Par conséquent, le résultat positif se manifestera par I’apparition d’une zone claire autour des

colonies.
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Effet de la température sur les extraits protéiques

Les extraits protéiques des surnageants suivants F10, F14, F8, F9, D1, F2, F5, A3, B1 et F8.

F9, D1, F5, A3, B1, et F8 ont été chauffés a 100°C pendant 5 min pour éliminer les actions
enzymatiques et avoir seulement les activités antimicrobiennes puis les mettre en spot sur les différent
milieux de culture contiennent les substrats suivants ( amidon, carboxyméthylcellulose, gélatine ,

tween 20 et tween 80).
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Chapitre 4 : Résultats et discussion
4.1. Activité antimicrobienne des différents surnageants de culture

D’aprés le tableau on constate que la plupart des souches halophiles présentent une activité sur
Halobacterium salinarum DSMZ3754, ceci montre que la substance active est libérée dans le milieu.
11 s’agit probablement d’une archeocine puisque elle a une activité sur une autre archée, de plus elle
a un large spectre d’activité puisqu’elle agit sur E.coli.

Tableau .VII. Activité antimicrobienne des surnageants de cultures

Cultures DO 600 PH Activité antibiotique (ZI : mm)
H. salinarium E. coli
F7 2.7 7.11 14 0
F14 M syth 3.7 7.62 13 9
F4 2.6 7.40 14 0
Bl 2.6 6.45 14 8
F14 MC 2.5 7.43 15 9
F8 2.7 6.65 16 10
F2 4.33 4.89 15 9
F9 4.8 6.43 - 0
F10 2.9 7.23 18 -

Z1 : Zones d’inhibition ; - : non testé

Figure 3. Activité des surnageants de culture sur E.coli

20



4.2. Activité enzymatique des surnageants de culture

Les différents surnageants de culture testés sur I’amidon, CMC ; gélatine, tween 20 et tween 80
comme seule source de carbone, révélent la présence d’au moins une activité enzymatique (tableau
V111, figures 4). C’est le cas des souches F5 et F6 qui ne produisent que la cellulase, par contre la
moitié des autres surnageants testés F7, F14 MC, F14 M syth, F8 et F2 présentent les 5 activités
enzymatiques recherchées, les plus importantes correspondent a celles de I’amylase et la cellulase.
En effet des zones de lyse de 56 et 43 mm de diamétre sont obtenues respectivement avec la cellulose
et I’amidon.

Ces souches présentent un grand intérét industriel puisqu’elles sont productrices de plusieurs

substances a la fois.

Tableau .VIII. Activité enzymatique des différents surnageants de culture

“Amidon gélatine  Tween20  Tween80  CM-Cellulose

F7 26 11 16 23 56
F14 MC 43 12 18 27 50
F4 12 8 10 0 56
Bl 25 0 12 16 22
F14 M syth 32 11 12 18 12
F8 30 11 15 14 15
F2 30 12 15 24 20
F9 0 12 20 0 0
F6 0 NT 0 0 40
F5 0 NT 0 0 48

NT : Non testé
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Figure 4. Activités hydrolytiques des différents surnageants, A : estérase ; B : lipase ;

C : gélatinase et D : amylase.

4.3. Extraction des substances actives a partir des surnageants de cultures
4.3.1. Extraction par solvants organiques

Apres avoir mélangé rigoureusement les solvants et les surnageant, on obtient avec 1’éthanol un
précipité blanc au fond du tube ou de I’ampoule a décanter (phase II) et une phase liquide (phase I).
La précipitation est plus ou moins lente selon le surnageant. Avec I’acétone, nous avons observé
I’apparition de deux phases, la phase supérieure (phase I) correspond a I’acétone et la phase inférieure
(phase 1) est le surnageant. Apres séparation des différentes phases, elles sont mises soit sous une
hotte afin de permettre 1’évaporation de toute trace des solvants, ou bien séchées a 50°C dans une
étuve. Les différentes phases sont reprises dans un minimum de tampon Tris/ HCI —NaCl pH 8
(Figures 5 et 6).
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Phase |

Phase Il

Figure 5. Extraction liquide - liquide des substances bioactives a partir des surnageants de Culture
B1, A3 et F9 par I’acétone.

Phase |

I Phase Il

Figure 6. Extraction des substances bioactives a partir des surnageants de culture B1, A3 et
F9 par I’éthanol.
Nous remarquons qu’en testant Sul de surnageant, nous avons décelé I’activité antibiotique dans la
phase I dans le cas de 1’acétone et dans la phase II (le précipité) avec 1’éthanol (Tableau 1X), a ce
niveau on conclut que 1’acétone et 1’éthanol permettent 1’extraction de la substance active. En testant
50ul de surnageant, on se rend compte que 1’acétone extrait en partie seulement la substance active,
puisque on retrouve la substance antimicrobienne aussi bien dans le solvant que dans le surnageant
contrairement a I’éthanol qui extrait apparemment la totalit¢ de la substance. L’acétone est

couramment utilisé dans I’extraction des halocines (Shand, 2009 ; Mezegene et al., 2017).
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Tableau .1X. Activités antimicrobienne dans les extraits aux solvants organiques
Activité antibiotique (ZI : mm)
Acétone Ethanol
Souche
Cultures Cible Phase | Phase 11 Phase | Phase I1
A3 14 0 0 13
Bl S. aureus 5l 12 0 0 12
F9 15 0 0 11
A3 15 22 0 20
B1 S.aureus 50pul 25 16 0 23
F9 | 25 20 0 20

Z.1. : Zones d’inhibition ; Z.L. : zones de lyse

Nous avons également recherché I’activité enzymatique dans ces extraits (tableau x), seule une partie

de I’activité cellulosique est extraite avec de I’éthanol dans le cas de la souche B1. Pour les autres

enzymes, soit elles ne sont pas extraites ou bien elles sont dénaturées par les solvants.

Tableau X. Activités enzymatique dans les extraits aux solvants organiques.

Activité enzymatiqgue (ZL : mm)

Acétone Ethanol

Cultures | Substrat
Phase | Phase 11 Phase | Phase 11

A3 CMC 1 0 0 0
B1 CMC 14 0 0 13
F9 cMC 0 0 0 0
A3 Tween20 0 0 0 0
Bl Tween80 0 0 0 0
F9 Amidon 0 0 0 0
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Figure 7.Activité sur S. aureus (A) et hydrolyse de la CMC (B) dans le précipité a 1’éthanol

4.3.2. Extraction acide a froid

Suite au protocole suivi pour I’extraction des protéines totales par I’acide phosphorique 5% a froid a
partir les différents surnageants, nous avons obtenu une précipitation des protéines totales, ce sont
des extraits protéiques « Ep ». Ces précipités sont récupérés par centrifugation puis dissous dans le
tampon Tris/HCI-NaCl a pH8. Les résultats de leurs activités sur H.salinarum DSMZ3754 et sur des
bactéries sont illustrés dans le tableau 8. La plupart des extraits renferment une activité sur
H.salinarum DSMZ3754, quelques extraits présentent en plus une activité sur les bactéries tels que
ceux des souches F8 et F10 (Tableau XI ; figure 8).

Aucune activité enzymatique n’a été obtenue avec I’amidon, le tween 20 et tween 80. Cependant, de
faibles zones de lyse sont remarquées avec la carbométhyl-cellulose dans les extraits protéiques des
souches F2 (8 a 9 mm) et F8 (7 mm). Ces activités enzymatiques extraites avec la substance

antimicrobienne vont constituer un probléme lors de leur purification.
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Tableau .XI. Activités antimicrobienne des extraits protéiques (Ep)

Extraits protéiques pH Volume Activité antibiotique (ZI : mm)
des souches (ml)
H.salinarum®*  S.a®  E.coli® P.sP
F10 M Syth 7,23 4 9 10 0 13
F10 MC 6,19 35 8 13 0 17
F14 M Syth 7,67 2,5 10 0 17
0

F14 MC 7,77 38 10 0 14
F8 M Syth 7,87 2 8 17 11 0
F8 MC 7,85 2 10 0 0
F9 7,64 35 0 17
D1 7,91 2,5 0 14
F2 M Syth 7,66 2,5 8 0 0 0
F2 MC 7,67 2 10 20 0 0
Fé 7,85 2 8 0 0 0
F5 7,91 2 8 0 0 0
A3 7,82 2,5 8 0 0 0
B1 7,62 2 8 0 0 13

a. 5ul d’extrait testé ; b. 50uL d’extrait testé

Figure 8. Activité antimicrobienne des Ep sur H.salinarum DSMZ3754



4.4. Traitement des extraits protéiques a la chaleur

Lors du traitement a la chaleur (5 min a 100°C) afin de d’éliminer certaines protéines contaminates
telles que les cellulase, nous avons remarqué que ces derniéres n’ont pas résisté au traitement, nous
avons constaté de plus que I’extrait protéique de la souche D1 contient non seulement une teneur
élevée en gélatinase (32 mm de diamétre de lyse) mais le traitement a 100°C pendant 5 min n’a pas

pu I’éliminer (figure 9).

Figure 9. Effet de chauffage a 100°C/ 5 min sur I’activité de la gélatinase dans le Ep de D1
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Conclusiov



Conclusion

L’objectif de notre travail était de confirmer la production de substances antimicrobienne de type

efficacité est obtenue avec 1’éthanol et la précipitation acide et a froid, tout en éliminant les
protéines contaminates telles que les enzymes, moyen, qui pourrait faciliter leur exploitation en

milieu industriel.

Les halophiles extrémes sont des microorganismes ont un intérét en bio-industrie et permis
I’ouverture biotechnologie future. Ces microorganismes deviendront des hétes trés utiles pour

inhumanités révéleront des applications potentielles dans les années a venir.
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Arnwnexe I



Milieux de culture « milieux hypersalés utilisés pour la culture de souches

halophiles extrémes ».

Milieu liquide salin (g/l)

F oL Lo - | TR TP URRPRTOPRTRN 20g/1
CACIZ ..o 0.36mg/I
(08 17 L0100 Tod o[- ST 5¢/1
Citrate tri-SOUIQUE .......eeuieiieieieec e 3¢/l
Citrate tri-SOUIQUE .......eouieiieiieeeece e 3¢/l
BaU diSHIIE ..o 1000ml
BaU diStIIE......ceeeeieieee 1000ml
EXErAIt 08 JEVUIE ... 10g/1
EXErait de VIANGE .....c.ooviiiiiiiieieeee e 2.5¢/1
FECL2 +4 H20 ...coviiieeeieee e 0.36mg/I
O I I o © SRRSO 0.36mg/I
S SRS 2g/1
O OSSR 39/l
Le pH ajusté a 7.2

0 1o ST OR 20g/1
Milieu solide M372 (g/l)

MnCI2 a remplacé par MNSO4 ..o 0.36mg/l
MINCIZ s 0.36 mg/I
NACHT e e 200g/1
NACT .o 2009/

Le pH ajusté a 7.2

Milieu semi solide modifié M372 (g/l)

Yot g Lo - | SRS UR PSPPSR 10g/1
(O 01 SRS PPR 1g/1
CaSAMINOACIAR ......cueviiiieieie bbb 5¢/1
Citrate tri-SOUIUE .....veeivieiieeciie ettt 39/l
BaU AIStIIE......cveeeeeee e 1000ml

FECL2 +4 H20 ..oiiiii 0.36mg/I



[ USSR 29/l
MOSOA .. 209/1
MINCI2 . re e nne s 0.36 mg/I
N 1] USSR 0.5¢/1
NACH . e 200g/1

Le pH ajusté a 7.2

Milieu pour la production modifié (g/l)

Citrate tri-SOUIQUE .......eovieiieieieeeec e 5¢/1
BaU diStIHIE ... 1000ml
EXIrait de IOVUIE ....ocvveeeee e 5¢/1
FECL2 +4 H20 ..ot 0.36mg/I
GIYCAIOL..... e 5g/l
KCL bbb 2g/1
MUOCI2 et 20g/1
MnCI2 a remplacé par MNSO4 ..........cooieiiiiiieeee e 0.36mg/l
BB ... 0.5g/1
NACH .. e 160g/I

CACI2 .. 0,29/l
BaU AISHIBE......eeeeeee e 1000ml
EXIrait de IOVUFE ....oovveieecieee et 5g /I
[ SRS 5g/l
MOSOA ... s 10g/1
Milieu Halobacterium (MH) (g/l)

NACT .o 250¢/1
PeptoNne PANCIEALIGUE ........oveveiirieiiieiieiieie ettt 3¢/l

Le pH est ajusté a 7.2

> Stérilisation tous les milieux dans un autoclave a 120°C pendant 20mn.

BAU QISTHIBE ...t 100 ml



Tris (50 mM , HCI-NaCl 4,5 M pHS8) ......ooveiiiiiieeeeee e 6,057 g
pH 8 avec HCI pur

I. Appareillage
* Agitateur
* Autoclave (PBI)
* Bain-marie
* Balance électrique
* Centrifugeuse a froid (6000rpm HETTICH, ZENTRIFUGEN EBA20 / 25 min
* Etuve a44 C°
* Four pasteur
* pH métre
* Plaque chauffante
* Refrigérateur a 4 C°

* Rotavapeur

* Spectrophotometre

*\Vortex

Il. Verrerie et petit matériel
* Barreaux magnétiques
* Bec Bunzen
* Béchers
* Boites Petri
* Coton cardé
* Embouts : bleu, jaune et blanc
* Eppendorf
* Eprouvettes graduées
* Erlens : 100, 200, 250, 500,1000 ml
* Fioles Jugées : 50,100, 200,500 ml
* Flacons
* Micropipettes 50 ,500 et 1000 pL

* Papier absorbant



* Papier aluminium

* Pipettes graduées 10 ml
* Pipettes pasteurs

* Pissettes

* Poires

* Spatule

* Tubes & essali

I11. Produits chimiques :
* (NaOH)/ HCI
* Acétone
* Acide acétique
* Acide phosphorique 5%
* Acide trichloracétique
* Ethanol
* Lugol
* Tris Hcl-NaCl
* Tween 20
* Tween 80
*Chlorure de sodium (NaCl)
*Chlorure de magnésium (MgCl2)
*Sulfate de magnésium (Mg SO4)
*Chlorure de potassium (KCI)
*Chlorure de calcium (CaCl2)
*Bromure de sodium (NaBr)
*Bicarbonate de sodium (NaHCO3)
* Extrait de levure
*Agar



Arnnexe I1



Classification phylogénétique des haloarchées de la classe au niveau genre/espéce (Kkumar et
Tiwiri, 2019)

Halobacteria/Halomebacteria

Halobacteriales Haloferacales Natrialbales

I I I 1 T

Halobacteriaceae Haloarculaceae Halococcaceae  Halorubraceae Haloferacaceae Natrialbaceae
(12 geoera, 36 spp.) (8 peoera, 30 spp) (1 Geaus, 9 spp.) (7 genera, S0 5pp.) (8 peoera, 37 spp) (12 geoera, S45pp.)
Halobacterium Haloarcula Halococcus Halorubrum Haloferax Natrialba
(5 spp: valltsmorrls, (10 spyx: vallismortss, (9 spp: morrhwae, (36 spp: albaliphtivm, (12 spp: larsendt, (6 spp: andatica, tatwanensls,
Jtlareaiense. rubrsm, arpentinemsly. dombeowbis, ejimoreme. ltorewm, lorgares, prod ¥ optiaca, .
noricense, ol ) wi, quadrata, | soccharolyticns, orlertale. coliforniense, mucosum, sulfirifontls, Idamiirerts,
amviohtica, salaria, Qimpdaomensis, Iipody ticum, asdinge olexandrines. chudin chaiy
Halorussus frademis, kypanica, apwribric. ezzemonlemse, Diteme demtrificam. giddova i,
(3 spp: rans, rwder, Japonica, Aamelinenshs, salinm, arcls, Incentensts, mediterraned, Natrinema
ameyloh ticws) rubripromontorti) ol halophilum, cibi, rwbrwm, || volcanti) (7 3pp: efimorerse, paillichen,
Haladaptatus Halosimplex d Insewom. axquaticum, Halobellus ’:-»u. pellirubrnm)
(4 spp: powcihalophil, (4 spp: lorewm, xinglangense, hocwril, (7 spp: chavatus, liwi,
lrorews. paliidinebidhes. || cariibadense, peiagicum, teberuichemse, ordinatn, Natronobacterium
cibariss) rubnom) chooviator, distributum, saltmar, rans, ryfies, (3 3pp: gregont,
coriense, laminarioe, leorews) texcoconeme.
Halalkalicoccus Halomicroarcula saccharovorum, terrestre. R meratirecacem)
(3 spp: jeotgall, (3 3pp: pelincida, wrapamicum, vocwolanw, || Halogeometricum
ponc thalophin. lmicola, salina) sodomense. (2 5pp: rufm, Natronorubrum
nbetemty) X . lacuyprofind. borinquere) (63pp texcoconense.
Halomicrobium halodwram, ywmanense. sedimims, aibieme,
Halarchaeum (3 spp: mckohatard, rutilum, (faveme, Halogranum swifidifocsem, Divterse
(S spp: acidiphilum, houtl, katestl) tropucale) (4 s rudm, degend)
solitamstemse, Halorhabdus Halopenitus amyfoly ricwm) Halovivax
mitroriredhcens) (3 spp: tomarea, (3 spp: persicuos, salime 3 (4 spp: aslaticns, ceriwes,
_ wtahensss, rudbeicboe) malekzadehti) Halopelagius Limisals, rwber)
Haloarchaeobius (3 spp longus, flelvigenes,
(S spp: awplohticns, Halorientalis Halobaculum mordivitan) Halobiforma
saltma, lsorews, batiensts, || (3 spp: regularts, breviy, (2 spp: gomorremse, (3 spp: haloterresrty,
tranemsis) persicns) magnes iphiiiom) Haloplanus mitratireducens. loc talsi)
(6 spp: matams, vescws,
Halorubellus Halapricum Halohasta arrogenes, ltorew, Halopiger
(2 spp: lrorews, salimas) (1 9p: solbmem) 2 spp: lore, salbus. rwber) (6 5pp. vamaduensis,
lchfleldion awanemts, salodnar
Halomarina Natronomonas ), Haloguadratum gdl-nu;u—n. '
(1 sp: oriemis) (3 spp: gomsonensls, Halolamina (Ve waltlo) deifamasilionsts,
) (5 sppx peiagice, . vanaduwen
Natronoarchaeum o s salifodinor, rubea, saling, "' alosarcina ,
Oy Aricuam, sedminis) 39y pallido, lim) Halostagnicola
e Salinigranum pr oy v
Halovenus (1 o9 rnbenm) larsemity
::_w’: aancesis, rubea. Halonotius Haloterrigena
(1 39 preroides) (8 3pp: twrbmenica, longa,
Salarchaeum Himsicolo. Msparica, salina,
(1 s Japonicum) mhnbn Jeotpal)
Salinarubrum 3 5
(g , Natronolimnobius
(2 spp: Boerhwensis,
Inmermongolicns)
Natronococcus
(4 spp: ocewin, rosexs,
Jeotgali, arvylolyticws)
Salinarchaeum
(1 s laminarior)




Résumé

Les haloarchées et leurs métabolites présentent des propriétés inhabituelles telles que la stabilité sous

conditions extrémes et offre un intérét particulier pour la recherche de nouveaux produits.

Une dizaine de souches d’archées et d’isolats halophiles extrémes ont fait I’objet de cette étude.

La plupart présentent des activités antibiotique sur la souche de référence Halobcterium salinarum
DSMZ3754 et sur des bactéries pathogenes ; E.coli (N°’ATCC : 8739) et S. aureus (N°’ATCC/6538).
Le moyen le plus efficace pour leur récupération a partir du surnageant de culture est la précipitation

acide et a 1’éthanol, moyen, qui pourrait faciliter leur exploitation en milieu industriel.

Summary

Haloarchaea and their metabolites exhibit unusual properties such as stability under extreme

conditions and are of particular interest for the search for new products.

Ten strains of archaea and extreme halophilic isolates were the subject of this study. Most of them
exhibit antibiotic activities on the reference strain Halobcterium salinarum DSMZ3754 and on the
pathogenic bacteria ; E. coli ( N°ATCC : 8739) and S. aureus ( N°’ATCC/6538). The most effective
means for their recovery from the culture supernatant is acid and ethanol precipitation, which could

facilitate their industrial exploitation in environments.



