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Glossaire

Aconit : Plante de lafamille des renoncul acées

Aconitique : Relatif aun acide dérivé de |'aconit et de nombreux végétaux
Albumine: Elément protéinique présent dans les produits laitiers et les ceufs
Amide: Dérivé del'ammoniac

Aminoacide : Corps ayant une fonction amine, constituant des protéines

Bactériorhodopsine : Combinaison d'une protéine membranaire et d'un pigment caroténoide

contribuant atransformer |'énergie lumineuse en énergie chimique

Bétaine : Composé ionique dipolaire, dérive triméthylé du glycocolle, que I'on trouve dans la

betterave (Iycine)
Biosurfactant : Molécule amphiphile a action détergente produite par des micro-organismes
Caroténoides : Pigment constitué d'isoprénes

Chlorine : Un noyau aromatique hétérocyclique constitué de troiscyclespyroleet d'un

cycle azoline

Chlorite: Sel d'acide chloreux

Diéne: Hydrocarbure ayant deux doubles liaisons carbone-carbone
Halocines : composeés antimicrobiens de nature protéique ou peptidique
Halophile: Vivant sur un sol salé

I soprene: Diene qui sert alafabrication de nombreux polymeres
Itaconique : Acide méthylene succinique

Rhodopsine : Protéine constitutive du pourpre rétinien

Succinique: Acide présent dans de nombreux végétaux et qui joue un réle important dans les

réactions coupl ées d'oxydation et de réduction
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Introduction

Introduction
L’industrie agroalimentaire engendre des déchets trés variés potentiellement
valorisables, ce qui leurs donne une dimension de coproduits. IIs représentent une
excellente source dénergie propre, leurs conferent une forte valeur goutée. La
revalorisation des déchets del’industrie permet de concilier bénéfices économiques et

protection de |’ environnement.

L’industrie de raffinage de sucre est un secteur de I’industrie agroalimentaire
particulierement présent dans la région de Begaia. Elle engendre la mélasse comme
principal coproduit.

En effet, cette derniere est un excellent substrat de par sa richesse en sucre et en
minéraux qui pourrait ére utilisé dans les bioprocédés pour produire que ce soit la
biomasse, les acides organiques ou les alcools (Curtin, 1983).

Les haloarchées sont des microorganismes halophiles extrémes, non pathogenes
(Robinson et al., 2005 ; Eckburg et al., 2003). Ils exigent un minimum de 150 g/l de
NaCl pour leurs croissance (Cavicchioli et al., 2003).

Sdon Oren (2002), les haloarchées présentent un intérét biotechnologique
considérable tant en production de biomasse et d’enzymes (Margesin et Shinner, 2001),
ou encore de métabolites comme les halocines (Shand et Leyva, 2007), ainsi que divers
pigments membranaires, bactériorhodopsine, caroténoides, halorhodopsine (Kanekar et
al, 2012 ; Rodrigo-Banoset al., 2015).

Dans ce travail nous avons essayé d’optimiser un milieu de culture a base de la
mélasse de CEVITAL pour la production d’ haloarchées et éventuellement, la production

d halocines et de pigments caroténoides.

Notre travail est devisé en deux (2) parties:

Une partie bibliographique portant sur la mélasse, les haloarchées et les plans
d expériences.

Une partie pratique dans laquelle nous avons en premier lieu, cherché la source
d azote ayant une influence significative sur la croissance des souches d haloarchées
cultivés sur milieu a base de mélasse. Dans un deuxieme temps, nous avons tenté
d optimiser la croissance d une souche d’archées par la méthode des plans d expériences

en variant les valeurs des facteurs jugés plus influents. Et on aterminé par une conclusion

.




Partie bibliographique

| : La mélasse

|.1. Définition

Lamélasse est un coproduit visqueux issu du processus de fabrication de sucre et
contient environ 40% a 60% de saccharose fermentescible par des microorganismes
(Dumbrepatil et al., 2008). Elle est de couleur sombre de densité moyenne 1,4. Sa
production est estimée a 4% des tonnages des usines de betterave et de canne a sucre
(Seidali et al., 2016).

|.2. Différentstypes de mélasse
|.2.1. Mélasse dela betterave sucriére

Un coproduit issu de la fabrication du sucre provenant de betterave sucriére Béta
Vulgaris (Bernard et al ., 1991). Sateneur en matieres seches varie entre 70 et 76 %.
Elle contient essentiellement des sucres totaux, saccharose, a hauteur de 59 a 70 % de
la matiére seche. La moitié de la matiere organique du « non sucre » de la mélasse
correspond a des matiéres azotées totales solubles (8 a15 % delaMS) dont une majeure
partie se trouve sous forme de bétaine (5 a7 % delaMS).On retrouve une faible teneur en

cellulose brute et en matiéres grasses (Novak, 2004).

Selon Willay, (2010), neuf étapes principales permettent d’extraire le sucre
contenu dans les betteraves: la récolte, le lavage, le découpage en fines cossettes, la
diffusion, lafiltration, la décoloration, I’ évaporation, la cristallisation. |l convient que le

coproduit résultant subit une série d’' épuisement jusgu’a |’ obtention de la mélasse.

|.2.2. Mélasse de cannea sucre

Un coproduit issu de la fabrication ou du raffinage du sucre provenant de la
canne asucre Saccharum officinarum, ou lateneur en sucre totaux est supérieur a 46%,
I"humidité est de 27%, la densité est supérieure a 79,5°Brix, le pH varie entre 4 et
6(Bernard et al., 1991).

|.3. Propriétés physico-chimique des mélasses
La composition chimique est influencée par divers facteurs comme le type de sol, la
température, I’humidité, la saison de production, les procédés de production, la plante

d origine et les conditions de stockage. Par conséquent, des variations considérables

2
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peuvent exister en nutriments, aromes, colorants, viscosité et sucres totaux (Curtin et al.,
1983).La composition chimique de la mélasse est donnée dans le tableau |, en annexel.

> LeBrix

Il représente le pourcentage de la matiere séche qui comprend les sucres (le

saccharose, le glucose, e fructose, le raffinose) et les non-sucres (Curtin et al., 1983).

» LesSucres

Tous les types de mélasses contiennent des quantités relativement élevées en
sucres totaux qui constituent leurs principales valeurs nutritionnelles (Curtin et
al.,1983).

> Lesproténes
Les différentes mélasses contiennent des quantités significatives de produits
azotés non protéiques tels que les amides, les albuminoides, les aminoacides et des

composes azotés simples avec des quantités minimes de protéines (Curtin et al., 1983).

> Lesminéraux
Les mélasses de canne ou betterave contiennent des minéraux comme le
potassium, le magnésium, le sodium, les chlorites et les sulfures ainsi que des traces de
fer, de manganése, du zinc et du cuivre. En général, celle de canne est plus riche en
calcium, phosphore et chlorines et celle de betterave en potassium et sodium (Curtin et
al., 1983).

» Lesvitamines
Les mélasses contiennent des ensembles de vitamines B fortement actives
(Bernard, 2014). Par conséguent, les contenances vitaminiques des mélasses finales

dépendent étroitement des processus d’ extraction de sucre (Curtin et al., 1983).

|.4. Les contaminant de la mélasse

Les contaminants de la mélasse sont trés rares. Du fait de sa concentration et de sa
forte pression osmotique, qui ne permet pas aux microorganismes de se développer.
D’autre part les longs traitements thermiques et chimiques appliqués en sucrerie

contribuent aussi dans la réduction de la population microbienne (De Miniac, 1991).

o
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|.5. Domainesderevalorisation de la mélasse

Selon Arzate, (2005); Visser et Frederiks, (2006),la mélasse est utilisée pour la
culture des levures ainsi que, pour la production de divers produits, tels que I’acide
acétique (vinaigre), le glycérol, I'acide aconitique, le glutamate, la dextrane, |'acide
itaconique, lalysine et |’ éthanol (distillation apres fermentation).

L’acide citrique est produit par fermentation d’hydrates de carbones présent dans la
mélasse, par Aspergillus niger (Kessas et al., 2012).

La mélasse est introduite dans I’ alimentation de bétail. Tel que les ruminants et les
chevaux, sous forme d’un mélange avec le son, ou comme liant dans les rations compl étés,
ou encore pour favoriser I'ingestion d'aliment peu appétibles (Bernard et al., 1991) Cité
par (Novak, 2004).

Il : Leshaloarchées

Il.1.Historique

Les premiéeres bactéries rouges ont était décrites pour la premieres fois en 1879 par
Poulsen et fortement étudiées jusqu'a 1915 en raison de leur importance économique
(Vreeland, 1992). En 1977, Woese et ses collaborateurs caractérisent un groupe
d organismes  éoigné des eucaryotes et des bactéries. D’abord prénommé

archéobactéries, ce groupe fut ensuite appelé archée (Weose et al .,1990).

I1.2. Définition des halophiles

Les microorganismes halophiles sont définis comme étant des organismes « qui
ame le sd », ils se retrouvent dans les trois domaines de vie Archeae, Eukarya,
Eubacteria.

Les halophiles se distingues par leur exigence de concentrations de sel pour se
développer (Ventosa et al., 1999), la distinction entre les différents groupes de micro-
organismes halophiles est basée sur leur niveau d'exigence ou de tolérance au sel
( Kushner,1992)(Tableau Il en annexell).
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I1.3.Les archées halophiles extrémes

Les archées halophiles extrémes exigent la présence de concentration saline trés
élevées (1,5 a5 M) en NaCl (Oren, 2006), avec un optimum de croissance entre 3,4 M a
4,2 M (20 a 250/0 NaCl) (Yachai, 2009). Les Archées halophiles qualifiés d’ extrémes
occupent les écosystemes a haute salinité, les lacs salés, les salines ou mares préparées
pour |’ évaporation de I’ eau, conduisant a I’ obtention de sel marin. Certaines especes ont
besoin pour croitre d'un environnement dix fois plus salé que I’eau de mer (Noll, 1992).
Leur paroi cellulaires, ribosomes et enzymes sont stabilisés par |I’accumulation de KCl
(Yachai, 2009).

11.3.1.Caractéristiques géenérales des ar chées halophiles extr émes

Les archées haophiles extrémes sont représentées par deux familles,
Hal obacteriaceae et Methanosarcinaceae, cette derniere regroupe les halophiles extrémes
méthanogénes anaérobies représentés par deux genres, Methanohalobium et
Methanohalophile (Kamekura, 1998). Les archées appartenant a I'ordre des
Halobacteriales, famille de Halobacteriaceae sont considérées comme des halophiles par
excellence (Oren, 2002).

11.3.2. Caractéres culturaux

Les membres de la famille des Halobacretiaceae forment des colonies de couleur
rouges, roses, ou pourpres, et tres rarement incolores. La coloration est due a la présence
de pigments caroténoides (pigments qui jouent un role de protection contre les rayons du
soleil) (Hezayen et al.,2002).

11.3.3. Caractéeres mor phologiques

Les Haloarchées sont des Gram négatifs. Elles peuvent avoir diverses formes
(cocci, bacille, triangles, sphere, etc.) (Grant et al., 2001). Elles peuvent étre immobiles
ou mobiles gréce a des flagelles (Prescott et al., 2003). Ce sont des microorganismes
caractérisés par leurs lipides uniques qui contiennent des groupes phytanyl liés au glycérol
par une liaison éther plutbt que par des acides gras connectés par des liaisons esters. Les

liaisons éthers sont plus résistantes que les liaisons esters al’ effet de latempérature,
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I’ oxydation, et la dégradation enzymatiques. De plus, les acides gras sont substitués, chez

la plupart des archées par des chaines latérales d’isoprénoides (Perry et al.,2004).

11.3.4.demandes nutritionnelles

Le métabolisme des haloarchées est considérablement diversifié, centaines especes
utilisent des carbohydrates comme Haloarcula marismortui et Haloracula
saccharolyticus, dont des hexoses (glucose et fructose), des pentoses (xylulose),
saccharose et lactose, d autres especes sont incapables de dégrader des sucres. Dans ce cas,
elles utilisent des acides aminés ou composes typiques d'habitats hyper salins (Falb et al.,
2008).

I1.4.L es conditions de cultures des halophiles

11.4.1. Latempérature de croissance

La température optimale de 63% des especes archée halophiles extréme ce situe
entre 38- 40°C (Bowers et Wiegel, 2011). Les laboratoires utilisent des températures
d incubation de 35°C a40°C (Torreblanca etal., 1986).

Lors de I'incubation des souches sur milieux solides, il est préconisé de les
maintenir dans des sachets ou des récipients en plastique, pour éviter le desséchement de la
gélose (Dyall-Smith, 2006).

11.4.2. Le pH optimal de croissance

Un pH neutre semble étre le mieux pour la croissance des haloarchées non
alcalophiles (pH de 7,2 a 7,5). Pour les halo-alcalophiles, leur pH optimal s étend entre 8,5
et 9,5 (Dyall-Smith, 2006).

11.5. Intérét des archées halophiles

11.5.1. Production de biosurfactants

Les Archées haophiles peuvent étre utilistes pour la dépollution des
environnements par la dégradation des polluants organiques, et dans le traitement des eaux
résiduaires concentrées du textile. La production de biosurfactants par les halophiles peut
jouer un réle important dans la dépollution accél érée des environnements salins pollués par
les huiles (Joo et Kim, 2005).

-
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Les archées sont utilisées pour concentrer les métaux (cuivre, or et uranium)
lorsgue les concentrations initiales de minéraux sont faibles et les procédés chimiques

conventionnels non rentables (Quer ellou, 2010).

I1.5.2.Production d’enzymes

Plusieurs enzymes halophiles ont éé testées pour des applications
biotechnologiques potentielles a savoir des amylases, des nucléases, et des protéases
(Oren, 2002). Ces enzymes sont fonctionnelles sous des concentrations de sel élevées ou

la plupart des proténes sont préci pitées ou dénaturée (Joo et Kim, 2005).

11.5.3. Autres métabolites produits par les archées

L a bactériorhodopsine est une protéine ayant une structure similaire ala rhodopsine
de la rétine humaine d’ou son utilisation dans la fabrication de rétines artificielles et de
modulateurs de lumiére spatiale. Cette protéine joue le réle d une pompe qui permet la
transformation de I’ énergie solaire en énergie chimique (ATP). En effet, elle peut étre
incorporée dans des membranes synthétiques pour la génération de |’ électricité a partir de

lalumiere solaire (Oren et al., 1997).

Certains solutés organiques, comme |’ ectoine, sont produits a des concentrations
eflevées a Vlintérieur de beaucoup de micro-organismes haophiles en tant
gu’ osmorégulateurs. Ces substances sont utilisées comme des stabilisants des biomol écules
(enzymes et ADN) (Joo et Kim, 2005).

Les halocines ont une application dans les domaines alimentaires, pharmaceutique
et clinique. L"halocine H7 est utilisé pour protéger le myocarde contre I’ effet néfaste des
perfusions et le rget d’ organe transplantés (O’ connor et Shand, 2002).

[11 : Plans d’ expériences

[11.1. Définition

Un plan d expérience est une série d’'essais sélectionnés qui offre une stratégie
optimale, permettant de prédire avec |e maximum de précision une réponse a partir d’un
nombre minimal d essais (Ozil, 1997).

e
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Sdlon (Goupy, 2005), laméthode des plans d’ expériences a pour but de déterminer
et d’ éablir lesliens entre deux types de variables :
Laréponse : Grandeur étudiée ou grandeur d’intérét.

L esfacteurs: Grandeurs physiques modifiables par | expérimentateur, sensées influenceé
sur lesvariations de la réponse.

[11.2. Notion d'espace expérimental

La réponse dépend de un ou de plusieurs facteurs. Le premier facteur peut étre
représenté par un axe gradué et orienté (Figure 1). La valeur donnée a un facteur pour
réaliser un essai est appelée niveau. Lorsgu'on étudie I'influence d'un facteur, en général,
on limite ses variations entre deux bornes. La borne inférieure est le niveau bas. La borne

supérieure est le niveau hau.

Figure 1. Domaine de variation du facteur (Goopy, 2006).

Lorsgu’un second facteur est mis en jeu, il est représenté lui aussi par un axe gradué
et orienté. On définit, comme pour le premier facteur, son niveau haut, son niveau bas et
son domaine de variation. Ce second axe est disposé orthogonalement au premier. On
obtient ainsi un repére cartésien qui définit un espace euclidien a deux dimensions. Cet
espace est appel € |'espace expérimental (Figure 2) (Goupy, 2006).

Figure 2: Domaine d’ étude pour deux facteurs. Les points expérimentaux sont disposes

dans |e domaine d'étude défini par I'expérimentateur (Goopy, 2006).
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111.3. Plans de Plackett et Burman

Les plans de Plackett et Burman sont des plans de criblage permettant la
caractérisation des facteurs influengant les variations de la réponse. Ces plans utilisent le
logiciel statistique Minitab 16.0 basé sur des matrices d’ expériences dont les facteurs ne
prennent que deux niveaux soit (-1) ou (+1) (Vimalashanmugam et Viruthagiri, 2013).

I11.4. Notion de surface r éponse (Réponse Surface M ethodology)

La méhodologie de « surface réponse » est une collection de techniques
mathématiques statistiques utilisée afin de construire des modeles statistiques, dans le but
d optimiser la production de composés importants a I’échelle industrielle comme les
enzymes, les antibiotiques, les antifongiques ... etc. Le modele de « Box — Behnken,
1960 » est une approche trés efficace pour |'optimisation statistique des facteurs
influencant laréponse (Xianoyonget al.,2010). Les niveaux  (X) représentent les
coordonnées d'un point expérimenta et (y) est la valeur de la réponse en ce point. On
définit un axe orthogonal a l'espace expérimental et on l'attribue a la réponse. La
représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse nécessite un espace
ayant une dimension de plus que |'espace expérimental. Un plan a deux facteurs utilise un
espace a trois dimensions pour étre représenté : une dimension pour la réponse, deux
dimensions pour les facteurs. A chaque point du domaine d'étude correspond une réponse.
A l'ensemble de tous les points du domaine d'étude correspond un ensemble de réponses

qui selocalisent sur une surface appel ée la surface de réponse (Figure 3) (Goupy, 2006).

A, B, Cet D : points du domaine d’ étude.

Figure 3 : Représentation géométrique du plan d'expériences et de laréponse

(Goupy,2006).
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Selon (Rabier, 2007), La méthodologie des surfaces de réponses va permettre de
modéliser les réponses étudiées sous la forme d’ une équation polynomiale du second degré

présentée Ci-apres :

K : désigne le nombre de facteurs xi pris en considération dans le modéle.

1 : représente laréponse donc le critére d’ optimisation éudié.

a: représente les coefficients du modele a identifier (oo la constante, ai les
coefficients associés aux facteurs, aii les coefficients associés aux termes quadratiques et

aij les coefficients associés aux interactions d ordre 1).

<
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|. Matérids

|.1. La mélasse
La mélasse utilisee provient de la raffinerie de sucre CEVITAL de Begaia
L’ échantillon a été prélevé a partir du bac 35T3 et 35T4. Elle sera utilisée comme source

de carbone et de certains minéraux tels que potassium, calcium et fer.

|.2.Matériel biologique

Huit isolats d archées halophiles et une souche de référence Halobacterium
Salinarum DSMZ 3754 ont été utilisés. Leurs caractéristiques et origine sont données dans

letableau |11 en annexelll.

.3 Milieux de culture

Différents milieux a base de mélasse ont été utilisés pour le développement des
haloarchées afin de déterminer la source d’ azote et la source minérale optimale pour leur

croissance.
|.4.Appareillage et réactifs
Voir annexe |V

Chapitrell. Méthodes

I1.1. Analyse physico-chimiques de la mélasse

Les analyses physicochimique de la mélasse ont été réalisées au niveau du
laboratoire de laraffinerie de sucre 3000 tonnes/jour.

[1.1.1. le Brix (ICUMSA, 1998)
La détermination de la teneur en matiére seche des produits sucriers est réalisée par

la mesure de I'indice de réfraction, |’appareil utilisé est un réfractomeétre thermostaté a
20°C.

Mode opératoire:
Peser dans un pot 20gt5g de I'échantillon a analyser a I’aide d'une balance de
précision, effectuer des dilutions de 10 (p/p) a I’aide d’un diluteur automatique et agiter

jusqu’ a homogénéi sation compl éte.
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Verser une quantité de la solution dans le refractometre et lire la valeur affichée par

I” appareil.
Expression desrésultats:

Brix (°B)= lecture refractometre * facteur de la dilution

11.1.2. Lapolarisation (Méthode | CUMSA GS 2/3-1 (1994))
Principe:

La rotation optique d’'une solution de sucre est la somme algébrique de I’ effet
majeur produit par sa teneur en saccharose et de celui produit par les traces d autres

constituants optiquement actifs.

Mode opératoire:

Apres avoir filtré la solution précédemment préparer a |’aide d'un filtre wattman,
verser un certain volume dans le polarimétre et lire la polarisation a |’ échelle de 26g ; le
résultat est exprimé en (°2).

Expression desrésultats:
Pol (%)= K* lecture au polarimétre * Facteur de ladilution (K=0.26)

11.1.3. Détermination dela pureté
La mesure est définie par le rapport entre la teneur en saccharose et la teneur en
matiére séche.

Pureté= (teneur en saccharose/teneur en matiére seche) * 100= (Pol/brix)* 100.

11.1.4. Détermination du pH (ICUMSA, 1994)
Principe:

C’est lamesure du potentiel d’ hydrogéne de la solution. L’ électrode est normalisée
avec des solutions tampon, rincée avec de |’eau distillée et immergé dans la solution de
mélasse. Lamesure est prise apres 5 min quand le potentiel d équilibre atravers |’ électrode
est atteint.

Mode opératoire:
Peser dans un pot 50gt5g de I'échantillon a analyser a |I'aide d’une baance de
précision, effectuer des dilutions de 50 (p/p) a I’aide d’un diluteur automatique et agiter

jusqu’ a homogeénéi sation compl ete.
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Introduire la sonde de pH-métre a I'intérieur de la solution homogene et prendre la

lecture affichée sur le pH meétre.

11.1.5. Test complémentaire

Une analyse de notre échantillon de mélasse sur HPLC (chromatographie en phase
liquide & haute performance) a été réalisée par le personnel du laboratoire de sucre liquide
de labase de sucre 3000T de CEVITAL.

[1.2.Culture des souches d’'Haloar chées

I1.2.1.Préparation dela pré-culture

Une colonie d’une culture fraiche d'haoarchées est transférée dans un milieu
liquide MH, celui-ci est incubé a 40°C sous agitation (200rpm) pendant 24 a 48 h (Dyall-
Smith, 2006). Deux a trois repiquages sont réalisés dans les mémes conditions afin
d obtenir une culture jeune et synchrone.

[1.2.2.Culture

2% de la pré-culture sont inoculés dans des tubes a contenant 2 ml de milieu
ou dans des erlens de 100ml contenant 20 ml de milieu. L’incubation est réalisée dans les
mémes conditions que précédemment pendant 7 a 14 jours.

[1.2.3.Estimation de la croissance

11.2.3.1.Mesure de la densité optique (DO)
Les échantillons préevés sont d’ abord dilué 1/10°™ dans une solution saineg(SS) a

15% (w/v) de NaCl. Les absorbances ont été mesurées a 600 nm.

11.2.3.2. Estimation des volumes des culots
Apres la centrifugation des cultures a 5500 rpm pendent 15 min, le culot est

récupéré et son volume a é&té mesuré.

11.2.3.3.Extraction et dosage des pigments membranaires

Aprés avoir récupéré les culots, les pigments membranaires sont extraits avec 2 ml
d’une solution d’ acétone méthanol (v/v).Aprés 4 heures a |’ obscurité, les échantillons sont
centrifugés a 10000 rpm pendant 10 min (Oren et Rodriguez-Valera ., 2001).

Un spectre est réalise entre 190 et 700 nm, dans le but de déterminer les pics et les

absorbances correspondantes, dans |e but de détecter les pigments membranaires.
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I1.2.4.Miseen évidencedel’ activité antimicrobienne des haloar chées
L’ activité antimicrobienne est mise en évidence vis-a-vis d’ une souche de référence
Hal obacterium Salinarum DSMZ 3754 cultivée sur milieu solide MH, sa composition est

donnée en annexeV.

11.2.4.1. Préparation du germecible.

La souche cible est cultivée de la méme maniere que précédemment par repiquage
successif jusqu’ al’ obtention des DO de 0.6-0.8 a une longueur d’ onde de 600nm

Le milieu solide est d’ abord coulé dans des boites de Petri. Apres solidification de la
gélose, le milieu semi-solide (en surfusion) inoculé par le germe (DOsoo de 0.001), est étalé

en surface.

11.2.4.2.Dépbt des échantillons et expression desrésultats

Les prélevements sont centrifugés a 10000 rpm pendant 10min dans le but d’ éiminer
les cellules. 10ul du surnageant ont été déposé a la surface de la gélose préalablement
ensemenceé par un germe cible. Les boites sont laissées prés de la flamme du bec bensun
jusqu’a séchage complet des gouttes. Elles sont ensuite mises dans des sacs scellés, et

incubées a40°C.L’activité est exprimeée par le diamétre de la zone d’inhibition.

11.3. Préparation d’un milieu de culture a base de mélasse
11.3.1.Détermination d’une source d’azote idéale pour la croissance des

souches d’ haloar chées

Dans le but de déterminer la source d’ azote optimale pour |a croissance des souches
d haloarchées sur mélasse, nous les avons cultivées sur des milieux a différentes
concentrations de mélasse (2.5%, 5% et 10%) avec NH4Cl ou NaNOs comme source
d azote et additionnés de NaCl, MgSOas et du Tris’HCI. Le pH aé&é gusté a 7,2.

La croissance est estimée a I'ceil nu (intensité du trouble), et par mesure de

I” absorbance a 600nm. La composition des milieux est donnée dansletableau 1V.
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Tableau IV : Composition des milieux abase de mélasse avec le NaNOs ou le NH4Cl

milieu Mélasse(%) | NaCl(%) MgSO, NH.Cl (g/) NaNO3 TrisHCI
(9) ) )
M1 25 25 20 4 0 5
M2 2,5 25 20 0 4 5
M3 5 25 20 4 0 5
M4 5 25 20 0 4 5
M5 10 25 20 4 0 5
M6 10 25 20 0 4 5

I1.4. Optimisation dela croissance par les plansfactoriels

I1.4.1.Plan fractionnaire de criblage

Afin de déerminer les facteurs ayant une influence sur la croissance des
hal oarchées et éventuellement d accroitre la production de I’ halocine sur un milieu a base
de mélasse. Nous avons réalisé un plan factoriel complet & deux niveaux et a cing facteurs
(méasse, triHCI, NH4Cl, MgSOs et le NaCl), soit un plan 2°.La matrice d expériences
est présentée dans le tableau VI .La réponse y est exprimée par la densité optique des

cultures a 600 nm. La composition du plan complet est donnée dans le Tableau V en

annexe V1.
Tableau VI : Facteurs et domaine expérimental du plan de criblage
niveau
facteur

-1 0 +1

Mélasse % (v/v) 25 5 75

NaCl% (w/v) 15 22,5 30

MgSOa (g/l) 10 30 50

TrigHCI (g/1) 2 4 6

NH.CI (g/) 0 3 6
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|. Analyse physico-chimique de la mélasse
|.1.Caractéristiques physico-chimiques dela mélasse:

L’ éude réalisée au niveau de la raffinerie de sucre du complexe CEVITAL, a
consisté a caractériser les paramétres physico-chimiques de I'échantillon de mélasse
prélevé apartir des bacsterre 35T3 et 35T4.

Les résultats obtenus sont regroupés sur le tableau? :

Tableau V11 : Caractéristiques physico-chimiques de |la mélasse prélevée au niveau des

bacs 35T3 et 35T4
Caractéristique Résultats obtenus Normes
Brix (teneur en matiére

76% 73% MIN

seche)

Polarisation (taux de
54% 40% MIN
sacchar 0se)
pureté 71% 50% MIN
pH 4,7 > 4,00

MIN : minimum, > : Supérieur

Les résultats obtenus montrent la conformité de I'échantillon de méasse aux
normes en vigueur au niveau de I'entreprise CEVITAL. Par ailleurs le taux éevé de
saccharose (54%), confirme I’ intérét d’ utiliser la mélasse comme source de carbone. Toute
fois nous constatons un taux de pureté tres éleve (71%), supérieur au taux de 65% rapporté
par (Curtin et al, 1983).Cela peut s expliquer par la bonne qualité de la matiére premiére
(peu de pigments et d'impuretés). La valeur du pH (4,7) est aussi conforme a la norme.
Toute fois celle-ci est trés inferieure au pH optimal de croissance des Haloarchées non
alcalophiles qui est de 7,2 47,5 (Dyall-Smith, 2006).

|.2.Composition en sucre de la mélasse déterminée par HPLC

Le résultat de I’analyse par  HPLC, montre que le saccharose est le constituant
majeur des sucres de la mélasse (tableau8). La dégradation du saccharose au cours de
processus de raffinage sous | effet de la température et de la pression est al’origine de La

présence des sucres invertis (glucose, fructose).

<
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Tableau VII1: Composition en sucre de laméasse

sucre Taux desucre (%)
sacchar ose 90,60
glucose 5,20
fructose 4,20

II. Optimisation d’'un milieu de culture a base de mélasse pour la
production d’ haloar chées
I1.1. Cultureen tubes de souches d’ haloar chées sur milieux a base de

mélasse additionnés dele NaNOs ou de NH4CI.

Huit (8) souches d’ haloarchées ont été cultivées, en tube en présence du nitrate de
sodium (NaNQOs) ou du chlorure d’ammonium (NH4Cl), a trois (3) concentrations de
mélasse (2,5 %, 5,0% et 10,0%). Les lectures ont été réalisées aprés 14 jours d'incubation
sous agitation a 200 rpm.

[1.1.1. Cultures sur milieux a 2,5% de mélasse avec le NaNOs ou le
NH4CI

A la concentration de 2,5% de mélasse, en présence du NaNOs, toutes les souches
présentent une bonne croissance (trouble et culot) avec pigmentation (tableau 9). Alors

gu’avec le NH4Cl, seules cing (5) sur les huit (8) souches ont pu se dével opper.

En effet, pour les souches S1, S10 et S15 aucune croissance visibleal’ il nun’a

été constatée.
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Tableau | X: Observations al’ ceil nu des cultures en tubes sur des milieux & 2.5% de

mélasse avec le NH4Cl ou NaNOs.

Méasse 2.5% + NaNOs Méasse 2.5% + NH4Cl
é’ Observation al’eeil nu Observation al’eeil nu
5 pigments trouble culot Pigments trouble culot
S1 + + ++ - - -
+ + ++ ++ ++ ++
S3 ++ ++ ++ ++ ++ ++
A +/- + + ++ +++ ++
S5 ++ ++ ++ ++ ++ ++
S10 +/- + ++ - - -
S11 +++ +++ ++ +++ +++ +++
S15 ++ ++ ++ - - -

+++:Tresbon; ++:Bon; +: Moyen; +/-: Début ; - : Absence

A 2,5% de mélasse, les souches S1, S2, S10 et S15 présentent une bonne croissance

avec le NaNOsz comme source d' azote. Pour les souches S3, $4, S5, et S11, de meilleurs

résultats sont obtenus avec le

développent quasiment pas (figure 4).

2,5 -

1,5 A

0,5

NH4Cl, aors que, les souches S1, S10 et S15 ne se

M Abs Mél 2,5% + NaNO3

M Abs Mél 2,5% + NH4CI

S1

S2 S3

S4

S5

S11

S15

Figure4 : Absorbances a 600nm des cultures d’ Haloarchées sur milieux a 2.5% de

mélasse avec le NaNOs ou NH4Cl.




Résultats et discussion

Les résultats des observations a |’ ceil nu sont en accord avec ceux des mesures de
I’ absorbance. 1ls permettent de conclure que le NaNOs est plus adéquat pour le milieu avec

2,5% de mélasse, car il permet une croissance plus uniforme des souches d’ hal oarchées.
11.1.2.Cultures sur milieux a5% de mélasse avec le NaNOzou le NH4CI

A la concentration de 5% de mélasse, I’intensité du trouble et le volume des culots
sont nettement meilleurs en présence du NH4Cl. A I'exception de la souche S3, qui ne
présente aucun signe de croissance ni avec le NaNOs ni avec NH4Cl. On constate aussi une

faible pigmentation par rapport aux cultures sur le milieu a 2,5% de mélasse (tableaul0).

Tableau X : Observations al’ eeil nu des cultures en tubes ensemencées sur des milieux a

5% de mélasse avec |le NH4Cl ou NaNOs

M élasse5% + NaNOs Mélasse 5% + NH4Cl

é) Observation al’eeil nu Observation al’eeil nu

5 pigments trouble culot pigments trouble culot
S1 - ++ + +/- +++ ++
S2 - ++ + +/- ++ ++
S3 - - - - - -
A +/- ++ ++ + +++ ++
S5 - - - +/- +++ ++
S10 +/- ++ ++ + +++ ++
S11 - - - + +++ ++
S15 - - - - +/- +

+++:Tresbon; ++:Bon; +:Moyen; +/-:Début;-: Absence

A la concentration de 5% de mélasse toutes les souches ont une meilleure
absorbance sur le milieu a base de NH4Cl a I’exception de la souche S3, qui pousse
légerement mieux avec le NaNOs (figure 5). Ce qui nous amene a dire qu'a la

concentration de 5% de mélasse il est plus adéquat d' utiliser le NH4Cl.

-
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2,5

1,5

0,5

M Abs Mél 5% + NaNO3
M Abs Mél 5% + NH4CI

S1

S3

S5

S11 S15

Figure5 : Croissance des 08 souches d’ haloarchées sur milieux & 5% de mélasse avec le

NaNOzou NH4Cl

[1.1.3.Cultures sur milieux a 10% de méasse avec le NaNOs ou le
NH4CI

Avec 10% de mélasse aucun trouble, culot ni pigmentation n’ont put étre observé

et ce, avec le NaNOs et le NH4Cl, cela peut étre expliqué par |'intense coloration de la

mélasse qui empéche toute observation al’ ceil nu (tableau 10).

Tableau XI: Cultures des souches halophiles sur milieux a 10% de mélasse avec le NH4Cl

ou NaNOQO:s.

SoUoNoS

M élasse 10% + NaNO3

Méasse 10% + NHa4Cl

Observation al’ eeil nu

Observation al’ eeil nu

pigments

Croissance

culot

pigments

Croissance

culot

()]
=

2

®

A

S10

S11

S15

- Absence
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On constate des valeurs d'absorbances faible sur le milieu a 10% de mélasse par
rapport aux autres concentrations (2.5% et 5%). A cette concentration, les cultures ont

données des résultats similaires que ce soit avec le NaNOs ou leNH4Cl (figure 6).

0,35 ~ M Abs Mél 10% + NaNO3

0,3 - H Abs Mél 10% + NHA4CI

0,25 -~

0,15 -
0,1 -

0,05 -

S1 S2 S3 sS4 S5 S10 S11 S15

Figure 6 : Croissance des 08 souches d’ hal oarchées en tubes sur milieux a 10% de

mélasse avec le NaNOsz ou NH4Cl

I1.2. Détermination de I’activité antibiotique dans les surnageants de

culture

Les cultures présentant une bonne croissance ont éé centrifugées et I’ activité
antibiotique sur la souche cible Halobacterium salinarum DSMZ 3754 est recherchée
dans les surnageants. Les résultats n’ont révélé aucune zone d'inhibition, ce qui signifie
que les cultures d’ haloarchées dans les milieux a base de mélasse n’ont produits aucune

substance inhibitrice al’ encontre de la souche cible.

11.3. Extraction des pigments membranaires
L’ extraction des pigments a partir des cellules d’ haloarchées aux concentrations de
mélasse de 2,5% et 5% et la réaisation d’un balayage de 190 a 700nm a donné des pics

d absorbances aux longueurs d’ ondes entre 652nm et 366nm (T ableau XI1).

Tableau XI1: Picset absorbances des pigments membranaires des cultures d’ haloarchées

cultivées sur mélasse.
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NaNOs NH,CI
wn
% Mélasse 2.5% Mélasse 5% Mélasse 10% Mélasse 2.5 % Mélasse 5% Mélasse 10%
=
® Pic Abs Pic Abs Pic Abs Pic Abs Pic Abs Pic Abs
652 0.24 653 0.26 651 0.10
536 0.56 636 0.45 536 | 0.44
S1 - - - - - -
446 0.72 446 0.49 445 0.46
366 0.55 366 0.13
651 0.27 652 0.15
652 0.12
536 0.38 536 0.36
536 0.30
S2 445 0.42 446 0.45 - - - - - -
446 0.27
366 0.33 366 2.29
366 0.13
652 0.01 651 0.08
651 0.53
536 0.13 536 0.10
S3 - - 534 0.81 - - - -
446 0.10 444 0.10
446 0.84
366 0.13 366 0.11
651 0.10 653 0.35
536 0.26 536 | 0.27
S4 - - - - - - - -
446 0.27 446 | 0.23
366 0.13
652 0.11 651 0.10 652 | 0.17
652 0.17
536 0.22 536 0.12 536 | 0.59
S5 - - 536 0.57 - -
445 0.18 446 0.15 445 0.64
446 0.46
366 0.22 366 0.17 366 | 0.40
651 0.20 652 | 0.28
536 0.53 536 | 0.76
S10 - - - - - - - -
446 0.82 445 0.77
366 0.61 366 | 0.54
652 0.10 652 0.24 652 0.20 651 0.29
536 0.27 536 0.33 536 0.36 536 | 0.42
S11 - - - -
446 0.28 445 0.43 445 0.31 445 0.42
366 0.33 366 0.19 366 0.13 366 | 0.13
652 0.08
S15 536 0.25 - - - - - - - - - -
444 0.26




Résultats et discussion

Les pigments membranaires de Haloarcula japonica et Haloferax mediterrane
donnent les pics a 387, 466, 488 et 525nm (figure 7), qui correspondent a la
bacterioruberine qui est un pigment caroténoide produit par la plupart des haloarchées
(Yatsunami et al., 2014 ; Montserrat et al., 2015).

A 10% de mélasse aucune production de pigments n'a été constatée, c'est
probablement du ala faible croissance des souches.

Figure 7 : caractéristique des caroténoides chez Haloarcula japonica (Y atsunami, 2014)

II.4.Détermination de la source d’azote pour la réalisation du plan
d’ optimisation
Pour le choix de la source d azote pour la rédisation du plan d optimisation, trois
parametres ont été pris en compte, a savoir :
» Le facteur a optimiser : Dans le cas de notre travail ¢’ est la production de
biomasse
» La souche choisie pour la réalisation du plan : nous avons choisi la souche S1,

en raison de ses faibles exigences nutritionnelles, et sa capacité a produire des

substances anti microbiennes en |’ occurrence les halocines

» Les concentrations de mélasses qui vont étre utilistes dans le plan
d’ optimisation :

Lasource d' azote choisie est le NH4Cl.
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I1.5.Déermination des facteurs influents par un plan fractionnaire de
criblage

Huit (8) expériences ont été réalisées en duplicata suivant un plan fractionnaire avec
trois (3) points au centre, et les résultats expérimentaux sont donnés dans le tableau XI11.

Tableau X111 : Matrice des expériences et les résultats expérimentaux.

StdOrder | Mélasse | NaCl | MgSO4 | Tris | NH4Cl ExpeDr(i)r(;fgn tal Pll')é(:lﬁiioes Résidus SIt{:rsll(;i;sd
1 2,5 15,0 10 6 6 0.1550 0.1792 -0.0242 -1.43
2 7,5 15,0 10 2 0 0.2400 0.2272 0.128 0.75
3 2,5 30,0 10 2 6 0.0900 0.1072 -0.0172 -1.01
4 7,5 30,0 10 6 0 0.2050 0.2147 -0.0097 -0.57
5 2,5 15,0 50 6 0 0.0650 0.0847 -0.0197 -1.16
6 7,5 15,0 50 2 6 0.3050 0.3247 -0.0197 -1.16
7 2,5 30,0 50 2 0 0.1000 0.1097 -0.0097 -0.57
8 7,5 30,0 50 6 6 0.4400 0.4698 -0.0298 -1.53
9 2,5 15,0 10 6 6 0.2040 0.1792 0.0248 1.46

10 7,5 15,0 10 2 0 0.2150 0.2272 -0.0122 -0.72
11 2,5 30,0 10 2 6 0.1250 0.1072 0.0178 1.04
12 7,5 30,0 10 6 0 0.2250 0.2147 0.0103 0.60
13 2,5 15,0 50 6 0 0.1050 0.0847 0.0203 1.19
14 7,5 15,0 50 2 6 0.3450 0.3247 0.0203 1.19
15 2,5 30,0 50 2 0 0.1200 0.1097 0.0103 0.60
16 7,5 30,0 50 6 6 0.4800 0.4698 0.0102 0.52
17 5 22,5 30 4 3 0.2400 0.2147 0.0253 1.09
18 5 22,5 30 4 3 0.1900 0.2147 -0.0247 -1.06
19 5 22,5 30 4 3 0.2100 0.2147 -0.0047 -0.20

11.5.1. Elaboration d’un model pour la croissance

Le calcul des coefficients est effectué par le logiciel Minitab 16.0 et les résultats

sont donnés dans le tableau XI111. Une meilleure croissance est observée lorsque tous les

facteurs sont aux valeurs maximales (+1). L’ analyse de la Variance, a permis de vérifier la

validité de notre modée linéaire avec interaction.

La régression a é€té trouvee tres

significative (la P-value<0.05) et ce modéle choisi ne présente aucun biais (la p-value du

manque d’ gustement >0.05). En outre, on remarque que les valeurs prédites sont assez

proches des valeurs expérimentales (tableau XI11).
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11.5.2.Test de signification des coefficients

La signification des coefficients est vérifiée grace au test de Student. Dans ce but, il

est nécessaire de disposer de |’ estimation de I’ erreur a éatoire ou expérimentale.

Les vaeurs calculées et |la p-value correspondante du test de Student pour chaque

coefficient sont représenté dans le tableau X1V avec un risque a = 0.05.

Dans le cas du NaCl et de I'interaction NaCl*NH4Cl qui lui est couplée ou ‘aliasée’,
lap-value est supérieure au risque a, ce qui veut dire que ces deux facteurs ont un effet non
significatif sur la croissance.

L’ équation du modéle postulé peut s écrire:

DOsoo = 0, 21469 + 0, 09445 Méasse + 0, 03257 MgSO4 + 0, 02245 Tris +0, 05557
NH4Cl + 0, 03182 NaCl*MgSOa4

Tableau X1V : ANOVA delacroissance

Terme coefficient T P
Constant 0,21469 40,03 0,000
mélasse 0,09445 16,22 0,000

NaCl 0,01070 1,84 0,091
MgSOa4 0,03257 5,59 0,000
Tris 0,02245 3,85 0,002
NH4Cl 0,05557 9,54 0,000
NaCl*M gSOa 0,03182 5,46 0,000
NaCl*NH4Cl 0,00757 1,30 0,218

Le diagramme en Pareto (figure8) permet de visualiser la signification de chague effet.
Les barres qui dépassent la valeur 2.16 correspondant a I’incertitude absolue sont

significatives.
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diagramme de Pareto
(seuil de signification o = 0,05)

2,160

Factor Name
A Me

B Nacl

C MgSO4
D Tris

E NH4CI

4

5 6
Standardized Effect

Figure 8 : Diagramme des effets en Pareto

On observe sur la (figure 9) donnant les valeurs moyennes de la réponse en

fonction des effets principaux, que les facteurs ayant I'influence la plus significative

sont lamélasse et le NH4Cl.

DO14j moyenne

courbes des Effets principaux
réponses moyennes

Me NaCl MgS04 Tris NH4CI
0,30-
0,25 /
0,20 — / - /
0,15
0110- T T T T T T T T T T
25 75 15,0 30,0 10 50 2 6 0 6

Figure 9 : courbes des effets principaux.

E




[1.5.3.Validation du modéele
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La figure 10 permet de vérifié que la part des variations non expliquées par le

model est aléatoire. Le manque d gjustement de ce model est non significatif, c'es a

dire que laplus part des variations sont dues au hasard.

99

90
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10
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48

36
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Normal Probability Plot

24
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Observation Order

Figure 10 : courbe desrésidus

Les valeurs des coefficients de corrélation permettent aussi d estimer combien le

model peut expliquer les variations de la réponse mesurée. On peut ains avancer que

ce model peut expliquer approximativement 96,5% des variations de la réponse, et

permet de prévoir plus de 93 % des réponses futures.

De I’examen de latable de I’ANOVA (tableau ci-dessous), on vérifie aussi que la

régression est significative, c'est-a-dire que la part des variations expliquées par le

modele est significativement supérieure alavariance aléatoire.

On remarque que la régression est tres significative (p-value <0.001) et I effet des

cing facteurs sur la réponse suit une relation linéaire de premier degré (la courbure

N’ est pas significative : p-value>0.001).

sl
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Tableau XV : ANOVA Anayse delavariance.

Source Df Adj SS Adj Ms F-Value P-Value
Model 7 0,297972 0,042567 75,13
Linear 5 0,258535 0,051707 91,26
Me 1 0,148976 0,148976 262,95 0,000
NaCl 1 0,001911 0,001911 3,37 0,091
MgS04 1 0,017719 0,017719 31,28 0,000
Tris 1 0,008416 0,008416 14,85 0,002
NH4Cl 1 0,051577 0,051577 91,04 0,000
2-Way Interactions 2 0,018258 0,009129 16,11 0,000
NaCl*MgsSo4 1 0,016913 0,016913 29,85 0,000
NaCl*NH4Cl 1 0,000958 0,000958 1,69 0,218
Error 12 0,006799 0,000567
Curvature 1 0,000007 0,000007 0,01 0,920
Pure Error 11 0,006792 0,000617
Total 19 0,304771

R2=97,77% ;

R2 gjusté = 96,47%

11.5.4. Optimisation de la croissance

Rz pred)= 93,31%

L es courbes iso-réponses ci-dessous, permettent de visualiser les zones de variation

optimale de la croissance en fonction des différents facteurs.

Les zones en vert

représentent les lieux des maxima de cette réponse aors que les zones en bleu, les valeurs

les plus faibles. On remarque de cette observation que la croissance maximale peut étre

obtenue avec les grandes concentrations de chacun des facteurs a savoir a:

6% de méasse, 4g/l de NH4Cl, 40g/| de MgSO:s et 5.9g/l de Tris).
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courbes de contour

NaCl*Me

A\

| 2 = |
35 55 75 35 55 75 35 55 75 35 55 75

MgSO4*NaCl 6 Tris*NaCl NH4CI*NaCl Tris*MgSO4

18 24

NH4CI*MgSO:

Figure 11: courbes iso-réponses.
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Tris 4
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Conclusion

Conclusion

Au terme de cette étude, il en ressort que la mélasse présente un intérét en adéquation

avec savaleur nutritionnéelle.

En effet, les analyses physicochimiques et 'HPLC de la mélasse, ont révélées une
importante teneur en sucre, ce qui permet de la considérée comme une importante source

de carbone pour la croissance de divers microorgani smes.

L’ de valorisation de la mélasse comme milieu de culture pour des hal oarcheées,
a permis de constater que le NH4Cl constitue une source d’azote plus adéquate pour la

croissance.

Les cultures ayant une bonne croissance ont produit des pigments pouvant avoir un

intérét économique. Par contre, aucune N’ a donné de substances antibiotiques.

Par alleurs I’essai d’optimisation par plan fractionnaire de criblage a abouti a la
modéisation de la croissance de la souche S1 en fonction des concentrations de la
méasse, NaCl, NH4CIl, MgSOg, et TrisHCI.

Les résultats nous ont amené a conclure que ces facteurs sont essentiels pour la

croissance de la souche S1.

D’ apres les résultats, il parait évident que la mélasse constitue un milieu de culture
favorable aux haloarchées a condition d'gouter les sels nécessaires et un tampon, pour
amener la mélasse a un pH adéquat et luter contre I’ acidification du milieu durant la

croissance.
Comme perspectives, on suggere de

» Réduire le nombre de facteurs étudiés.

» Optimiser la croissance en optant pour un plan par méthodologie de surface
de réponse.

» Etendre I'étude a dautres souches d'haloarchées pour la recherche

d antibiotiques.
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Annexe |

Tableau | :Composition chimique dela mélasse (Curtin et al., 1983).



Annexell

Tableau I1: Classification des microorganismes en fonction de leur tolérance au
sel(NaCl)(Kushner, 1992).

G Concentration en NaCl (M et | Exemples de microor ganisme
roupe _
%) colonisateurs

Pas de développement en

) présence de s&l ou, du moins .
Non halophile ) _ Laplupart des Eubactéries
dés que la concentration

atteint 0,2M de sel (1,16%)

Croissance sur des milieux
contenant 0,2M a 0,5M de sel
(1,16% - 2,9%)

Faiblement halophile Micr oor ganismes marins

Vbriocosticola, Paracoccus,
Halodenitrificans et

Développement dans des

M odérément halophile milieux contenant entre 3%

et 15% de sl Pseudomonas
Pas besoin de sel pour la
croissance, mais peuvent Staphyl ococcus epidermidis,
halotolérant pousser en sa présence et Halomonasglongata, Fungi et
supportent jusqu’a 1,8M algues
(10,4%) de e
Souches qui exigent pour
_ leur croissance des Halococcus, Halobacterium,
Extréme halophile ) _
concentrationsentre 2,5 et (archées halophiles extreme)

5,2M (14,5 —30%) de sel
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Tableaulll :Lessouches d’Haloar chées utilisées

souches Sour ces Année Conditions Genre affilié
d’isolement d’isolement (gene ARNr 16S)

S1 Sabkha 1999 37°C,pH7 Haloarculasp
de Ouargla

S2 Sabkha 1999 43°C,pH7 Halorubrum
de Ouargla tebenquichens

S3 Sabkha 1999 43°C,pH7 Haloarcula
de Ouargla

A Sabkha 2010 40°C,pH7 Hal or ubrumchaoviator
de Ouargla

S5 Sabkha 2010 40°C,pH7 Halorubrum
de Ouargla ezzemoulens

S10 Saline 2010 40°C,pH7 -

de Batna
S11 Saline 40°C,pH7 Haloarculasp
d oran
S15 Saline 40°C,pH7 -

de Batna
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Appareillages et réactifs

- Spectrophotometre (SHIMADZU)

- Spectrophotometre a Balayage (RAY LEIGH)

- Four Pasteur (RAYPA) Etuve (MEMMERT), (VENTRICELL)
- pH metre combiné thermometre pH700 (EUTECH Instruments)
- Bain marie agitateur (IKA Labortechnik)

- Banmarie (RAYPA et Julabo TW12)

- Centrifugeuse (SIGMA 1-14)

- Vortex ZX3 (VELP Scientifica)

- Plague chauffante agitatrice (RAYPA)

- Baance éectronique CS200 (OHAUYS)

- Réfrigéerateur

- Bec Bunsen Portoirs

- Erlenmeyer

- Becher

- Eprouvettes graduées

- Facons

- Pipettes Pasteur

- Micropipettes (ACCUMAX)

- Embouts jaunes ,bleus et blanc

- Eppendorfs

- Réfractométre (RFM 340)

- Diluteur automatique mené d’ une balance de précision (ACCULAB)
- Polarimétre (POLASER-S)

- PH-métre (HANNA instruments)

- Ordinateur muni du logiciel « CLEOPATRE »

- Agitateur mécanique (Ficher scientific)



AnnexeV :

Composition du Milieu Halobacterium (M H)

Pour 1L apH 7,2

= NaCl 2509
= KCl =)

= CaCly 0,29

= MgSO4 7H20109

= Peptone pancréatique 2,59
= Extrait delevure 10g

Lastérilisation: autoclavage a 120°C /30min



Annexe VI :

Tableau V : Plan fractionnaire de criblage.

StdOrder | RunOrder | CenterPt | Blocks | mélasse | NaCl | MgSO, | Tris/HCl | NH.Cl
1 1 1 1 2,5 15,0 10 6 6
2 2 1 1 7,5 15,0 10 2 0
3 3 1 1 2,5 30,0 10 2 6
4 4 1 1 7,5 30,0 10 6 0
5 5 1 1 2,5 15,0 50 6 0
6 6 1 1 7,5 15,0 50 2 6
7 7 1 1 2,5 30,0 50 2 0
8 8 1 1 7,5 30,0 50 6 6
e 9 0 1 5,0 22,5 30 4 3

10 10 0 1 5,0 22,5 30 4 3
11 11 0 1 5,0 22,5 30 4 3




Annexelll
HalobacteriaMedium (DSMZ M edium 372)
Composition par litre:

N = ! O SPRPRRRN 200.0g
MOSOAXTHZ0 ...ttt 20.0g
EXIrait deIOVUIE.......cceeeee e 5.09
CaSAMIND ACIAE. ... .eeeeeieeeiie e 5.09
Citrate triSOdIQUE......c.eeeeete e e 3.0g
Kl e e 2.0g
NEGIULAMELE........eeeeeeeeeiee et sae e 1.0g
FECI2ZXAHZ20.......cce e 36.0mg
MNCI2XAHZ20.......cc e s 0.36mg

pH7.2+0.2a25°C



Présentation du groupe CEVITAL

CEVITAL est parmi les entreprises algériennes qui ont vu le jour des I'entrée de notre

pays en économie de marché, elle a été créée par des fonds privés en 1998.

Son complexe de production se situe dans le port de BEJAIA et sétend sur une
superficie de 45000m?2.

CEVITAL contribue largement au développement de l'industrie agroalimentaire
nationale, et vise a simposé dans le marché national et international, en offrant une large

gamme de produits de qualite.

CEVITAL, comble la demande aimentaire national, et séend a des marchés
internationaux en négociant méme avec les grandes sociétés commerciaes telles que
CARREFOUR et AUCHAN (en France), ROYAL (en Suisse), et autres sociétés specialisees
dans I'import-export en Ukraine, Russie, Libye, ses produits se vendent dans différentes villes

africaines (Lagos, Niamey, Bamako, Tunis...).

L'ensemble des activités de CEVITAL aBéaia, est concentré sur la production des
huiles végétales, de margarine et le sucre et ses dérivés. Il se présente comme suit :
- Raffinage et conditionnement d'huile
- Production de margarine
- Fabrication d'emballageen P.E.T.
- Raffinerie de sucre blanc et sucres spéciaux

- Stockage céréales.

L e raffinage de sucre engendre environ 50 tonnes de mélasse par jour, ce qui équivaut
a 18000 tonnes par an. Il exporte 5800 tonnes de mélasse chague trois mois avec une

autonomie de stockage de 7000 tonnes.
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Résumé
L’ objectif du présent travail est d'optimise un milieu de culture a base de
mélasse.Un coproduit générer par I'industrie de raffinage de sucre (CEVITAL), qu'on a

utilisé comme source de carbone et de de quelques minéraux pour la production d’'une

souche d’ haloarchée par la méthode des plans d’ expériences.

Un travail préliminaire a permit de conclure que le NH4Cl est la source d azote
adéquate pour le plan. Le choix s'est porté sur la souche S1 pour ses faibles besoins

nutritionnelles et pour safaculté de produire des substances antimicrobiennes.

On aréalisé un plan de criblage a cing facteurs (Mélasse, NaCl, MgSOg4, Tris et le
NH4Cl), et il été constaté que les facteurs ayant une influence significative sur la
croissance sont : la mélasse, le MgSOs, NH4CI et le Tris. Les cultures ayant une bonne

croissance ont permet la production de pigments.

M ots-clés : Mélasse, haloarchée, optimisation, plan d’ expériences, croissance, pigments.

Abstract

The objective of this work is to optimize a molasses culture medium. A
coproduct generated by the sugar refining industry (CEVITAL), which has been used as a
source of carbon and a few mineras for the production of a haloarcheae strain by the
experimental design method.

Preliminary work allowed to conclude that NH4Cl is the adequate source of
nitrogen for the plan. The choice was based on the S1 strain for its low nutritional
requirements and its ability to produce antimicrobial substances.

A five-screen screening plan (Molasses, NaCl, MgSOs, Tris’HCl and NH4Cl) was
performed, and it found that factors with a significant influence on growth were: molasses,
MgSO4, NH4Cl and Tris/HCI. Cultures with good growth have allowed the production of
pigments.

Keywords. Molasses, haloarcheae, optimization, design of experiments, screening,

growth, pigments.



