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         L'incidence élevée des infections microbiennes, et l’augmentation inquiétante du 

nombre de bactéries pathogènes multirésistantes aux antibiotiques pose un véritable problème 

thérapeutique. Plusieurs de ces antibiotiques sont devenus peu ou non efficaces. De ce fait, 

divers stratégies de recherche ont été mises en œuvre afin de garantir dans le futur la 

disponibilité d’antibiotiques efficaces (Meyer et al., 2004; Islam et al., 2008).  

La source la plus utilisée pour la recherche de nouvelles molécules bioactives est le milieu 

naturel, notamment à partir des microorganismes (Daniel, 2004; Demain, 2009; Genilloud et 

al., 2011; Solecka et al., 2012). Les actinobactéries continuent d’être le groupe le plus 

exploité dans ce sens, en particulier, pour ces dernières années, les souches appartenant à des 

genres rares ou pas très fréquents (autres que le genre Streptomyces) et provenant 

d’écosystèmes extrêmes et particuliers (Donadio et al., 2002; Gupte et al., 2002). Pour 

s’adapter à ces environnements extrêmes (de température, de salinité, de pH, etc.), ces 

actinobactéries rares disposent d’un système enzymatique et d’un métabolisme particuliers 

leur permettant de produire des métabolites secondaires originaux dont les antibiotiques 

antibactériens et antifongiques, avec près de deux tiers des molécules actives commercialisées 

à leur actif (Solanki et al., 2008; Genilloud et al., 2011). 

Plusieurs travaux (Hacène et al., 1994; Sabaou et al., 1998; Zitouni, 2005; Meklat, 2012) ont 

montré la richesse des sols sahariens algériens en actinobactéries, ces sols sont plus diversifiés 

en genres et en espèces des plus fréquents comme Streptomyces, aux plus rares tels que 

Actinomadura, Nocardiopsis, Nonomuraea, Planobispora, Planomonospora, Saccharothrix, 

Spirillospora, Streptosporangium, etc… (Boudjella, 1994; Sabaou et al., 1998; Lazzarini et 

al., 2000; Naidenova et Vladimirova, 2002; Barakate et al., 2002; Donadio et al., 2002; 

Moncheva et al., 2002). 

Les chercheurs du Laboratoire de Biologie des Systèmes Microbiens (LBSM), ont isolé à 

partir des sols sahariens plusieurs souches d’actinobactéries et beaucoup d’entre-elles se sont 

révélées comme étant  de nouvelles espèces capables de produire un bon nombre de 

molécules bioactives (Lamari et al., 2002a,b; Zitouni et al., 2004a,b et 2005; Badji et 

al.,2005; 2006 et 2007; Boudjella et al., 2010; Bouras et al., 2008; Merrouche et al., 2010; 

2011; Meklat et al., 2012; Boubetra et al., 2013). 

Une fois la souche productrice sélectionnée, des approches d'optimisation doivent être 

réalisées afin d'améliorer cette production et cela en déterminant les conditions 

physiologiques et nutritionnelles amenant à une production maximale des molécules d’intérêt 



2 
 

(Singh et al., 2009; Vijayakumar et al., 2010). Ainsi, l’utilisation d’une source nutritionnelle 

donnée permet de diriger la production vers de nouvelles molécules. Dans ce travail, ces 

approches ont été abordées et font suite aux travaux menés par Boubetra (2013) et Laassami 

(2015) au Laboratoire de Biologie des Systèmes Microbiens. Dans ce contexte, nous nous 

sommes intéressés à l’étude d’une souche d’actinobactérie (SA 198), isolée par Zitouni (1995) 

à partir d’un échantillon de sol du Hoggar, et identifiée dans un travail récent, comme une 

nouvelle espèce de Saccharothrix nommée Saccharothrix tamanrassetensis (Boubetra et al., 

2014). La souche SA 198 produit sept antibiotiques en milieu complexe ISP2. Ces 

antibiotiques sont à activités antifongique et/ou antibactérienne (Boubetra, 2013 et Boubetra 

et al., 2013). Ces mêmes travaux ont permis aussi de déterminer la structure de trois des 

antibiotiques produits, les quels se sont avérés originaux. 

Dans ce travail nous proposons de sélectionner un milieu de base permettant d’obtenir les 

meilleures activités antagonistes dirigées contre deux bactéries et un champignon, de détecter 

les paramètres influençant la production, et enfin d’optimiser ces paramètres pour un meilleur 

rendement en activité antibiotique. 

Ce manuscrit compte trois chapitres. Le premier consiste en une synthèse bibliographique sur 

les actinobactéries, leur importance et leur écologie, nous consacrons aussi un volet sur les 

antibiotiques en général et les facteurs de culture pouvant influencer la production de 

biomolécules. Le genre Saccahrothrix et ses antibiotiques sont présentés, ainsi que des 

notions fondamentales relatives aux plans d’expériences. 

La partie « matériel et méthodes » décrite dans le chapitre II, regroupe l’ensemble des 

techniques et méthodologies utilisées pour la réalisation de ce travail. 

Les résultats obtenus sont présentés et interprétés  dans le troisième chapitre. 

La conclusion du travail réalisé ainsi que les perspectives qui en découlent clôturent ce 

manuscrit. 
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I. MICROORGANISMES 

1. Souche d’actinobactérie 

         La souche SA 198 de Saccharothrix tamanrassetensis provient du Laboratoire de 

Microbiologie de l’Ecole Normale Supérieure de Kouba (Alger). Elle a été isolée en 1995 par 

Zitouni lors d’un criblage de souches d’actinobactéries productrices d’activités antimicrobiennes 

provenant des sols du Hoggar, dans la région de Tamanrasset (Algérie), en utilisant le milieu  

«chitine-vitamines B-agar» (Hayakawa et Nonomura, 1987) additionné d’actidione (50 μg/mL). 

La souche SA 198 est conservée à 4°C, sur milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2) 

incliné ou liquide (en tubes à vis), dont la composition est la suivante: Glucose, 4 g; extrait de 

malt, 10 g; extrait de levure, 4 g; agar, 15 g; eau distillée q.s.p., 1000 ml; pH 7,2 ≈ 7,4. 

2. Souche de microorganismes-cibles  

         Les microorganismes cibles utilisés proviennent de la collection du LBSM et sont des 

bactéries (Gram + et Gram -), des levures et des champignons. Ils sont conservés à 4°C par 

repiquages sur milieu ISP2. Le tableau 4 regroupe l’ensemble des germes testés lors de notre 

travail. 

Tableau 4. Liste des microorganismes cibles testés.  

 Microorganismes-cibles 

Bactéries à Gram + SARM ATCC 25923, SARM 639C, SARM ATCC 43300, SARM ATCC 

25922, Clostridium beijerinckii ATCC 6014, Ureaplasma parvum ATCC 

27813, Bacillus subtilis ATCC 30300, Enterococcus sp, Streptococcus 

hemophilus, Listeria innocua CLIP 74915. 

Bactéries à Gram - E.52 Escherichia coli multirésistante aux antibiotiques, Escherichia coli 

multirésistante aux antibiotiques ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae, 

E.40 Klebsiella pneumoniae multirésistante aux antibiotiques, 

Agrobacterium sp, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27856. 

Levures Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida guilliermondii, Candida 

albicans M3, Candida albicans IPA200, Cadida albicans IPA988, 

Saccharomyces cerevisiae. 

Champignons  

 

 

 

 

 

 

Fusarium solani,, Fusarium sporotrichoides, Fusarium oxysporumf sp 

albedinis, Fusarium culmorum, Fusarium proliferatum, Fusarium 

oxysporumf.sp.lini, Fusarium oxysporumf.sp.radicislycopersici, Fusarium 

moniliforme, Umbelopsis ramanniana NRRL 1829, Fusarium equiseti , 

Penicillium glabrum, Penicillium expansum, Aspergillus carbonarius,  

Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, 

Aspergillus niger, Trichoderma.sp, Alternaria Sp. 
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II. CRIBLAGE DE L’ACTIVITE ANTIBIOTIQUE DE LA SOUCHE SA 198 

1. Mise en évidence sur milieu solide par la méthode des stries croisées  

         L'activité antimicrobienne de la souche SA 198 a été évaluée par la technique des stries 

croisées sur le milieu ISP2 solide (Waksman, 1945; Williston et al., 1947). La souche est 

ensemencée en un seul trait à la surface du milieu et en bordure de la boite de Pétri (D=9mm) 

(Figure 3). Après incubation de 8 à 10 jours à 30°C, les microorganismes cibles sont inoculés par 

stries perpendiculaires à l’actinobactérie. La lecture des résultats est effectuée après 24 à 48 h 

d’incubation et consiste en la mesure de la zone d’inhibition entre le bord de l’actinobactérie et le 

germe cible, comme cela est illustré sur la figure 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Schéma représentatif de la méthode des stries croisées. 

 

2. Mise en évidence sur milieu solide par la méthode des cylindres d’agar 

         La technique des cylindres d’agar recommandé par Bastide et al. (1986), est une autre 

méthode d’évaluation du pouvoir antagoniste sur milieu solide. Dans notre cas nous l’avons testé 

uniquement contre les trois germes les plus sensibles révélés lors de test des stries croisées. 

L’inoculum des germes cibles est standardisé en utilisant la méthode des suspensions dilutions qui 

consiste en la mesure de la densité optique à différentes longueurs d'onde. Après un balayage au 

spectrophotomètre des longueurs d'ondes ont été fixées. Pour les suspensions bactériennes (SARM 

ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 30300), l’absorbance est lue à la longueur d’onde de 625 

nm, et doit être comprise entre 0,08 et 0,13; ce qui correspond à l’étalon 0,5 de la gamme de Mc 

Farland, soit approximativement 1-2 × 108 CFU/mL. La suspension fongique (Umbelopsis 

ramanniana NRRL 1829) est également ajustée à 0,5 de Mc Farland, en amenant l’absorbance à 

une valeur comprise entre 0,15 et 0,17 à la longueur d’onde de 530 nm et qui correspond à  

0,4-5 × 106 CFU/mL (EUCAST, 2013). 
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(1) Culture de la souche SA198              (2) test d’antagonisme  

       sur milieu ISP2 

 

                                                                 Découpage des cylindres de    dépôt des cylindres d’agar h   

hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh       h      gélose de 6 mm de diamètre      sur milieu gélosé préalablement     

h                                                                                                                   ensemencé par le germe cible 

 

                                                  (3) Mesure des diamètres des zones                                                                                    

                          d’inhibition en (mm) après 24h et 48h d’incubation à 30°C  

 

La souche SA 198 a été ensemencée sur milieu ISP2 et incubée pendant 7 à 10 jours à 30°C. 

Après incubation, des cylindres d'agar de 6 mm de diamètre ont été découpés avec un emporte-

pièce stérile puis appliqués à la surface des boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton 

(MH) préalablement ensemencé par les suspensions bactériennes, et le milieu Sabouraud (SBR) 

pour la suspension fongique. Les boites ensemencées sont ensuite maintenues à 4°C pendant 2 

heures pour permettre une bonne diffusion des composés bioactifs. Les zones d’inhibition ont été 

mesurées après 24 heures d’incubation pour les bactéries et 48h pour le champignon à 30°C 

(Figure 4). 

 

 

 

        

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 4. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne de la souche SA198 sur milieu gélosé  

                par la méthode des cylindres d’agar. 

 

III. ÉTUDE DE LA PRODUCTION DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE EN MILIEU 

LIQUIDE  

1. Cinétique de production de l’activité antimicrobienne  

         Les cinétiques de production des antibiotiques ont été réalisées sur le milieu de culture 

synthétique de base (MS) (Strub, 2008 modifié), en vue de déterminer les meilleures sources 

d’azote et de carbone pour la production d’antibiotique. Le milieu MS est composé comme suit: 

MgSO4 (7 H2O) 0,2 g; KH2PO4 0,5 g; K2HPO4 1 g; NaCl 2 g; CaCl2 1 g; FeSO4 (7H2O) 0,01 g; 

eau distillée q.s.p. 1000 ml, pH ≈7,2.   

Le choix des sources d’azote et de carbone est basé sur les résultats réalisés par Boubetra (2013) et 

Laassami (2015). Un protocole commun pour les cinétiques est schématisé dans la figure 5.  

Incubation à 30°C /10 j 

Lecture 
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A partir d’un inoculum de la souche, des pré-cultures sont ensemencées, et servent à inoculer les 

milieux de production. Les cinétiques sont suivies pendant dix jours, et des prélèvements sont 

effectués toutes les 24 heures pour suivre l’évolution de la production de l’activité 

antimicrobienne, la croissance et le pH. Les différentes cinétiques sont conduites dans les mêmes 

conditions à savoir, la taille de l’inoculum, les volumes de pré-cultures et de cultures, les 

conditions de prélèvements et de mesures. 

    1.1. Pré-cultures 

         A partir des tubes inclinés d’ISP2 contenant la souche SA 198, les spores et les fragments 

mycéliens sont raclés aseptiquement à l’aide d’une anse à ensemencer et inoculés dans des tubes à 

essais qui contiennent 5 mL d’ISP2 liquide. Les tubes ensemencés sont ensuite incubés en 

agitation rotative (250 rpm) pendant 3 jours à 30°C. Des boites de Pétri contenant le milieu ISP2, 

sont ensemencées avec 100 μL de la suspension par la méthode d’inondation. Après étalement de 

l’inoculum au râteau, les boites sont incubées 10 jours à 30 °C, et constituent l’inoculum qui sera 

utilisé pour ensemencer les pré-cultures du milieu MS. 

Les pré-cultures sont préparées dans des fioles d’Erlenmeyer de 250 mL contenants 50 mL de 

milieu de culture. Chaque source d’azote ou de carbone est représentée par 2 Erlenmeyer de 250 

mL (50 mL de milieu MS), chaque fiole reçoit un inoculum de 2 carottes de 4 mm de diamètre 

correspondant à 105.106 spore par mL (Wang et al., 2010), découpées à partir du milieu solide 

ISP2 à l’aide d’un emporte-pièce stérile. Après 3 jours d’incubation à 30°C sur un agitateur rotatif 

(250 rpm), les pré-cultures sont utilisées chacune pour ensemencer le même milieu de culture 

destiné pour la cinétique de production en fioles d’Erlenmeyer. Ce protocole est repris dans la 

figure 5. 

    1.2. Mise en culture  

        Les pré-cultures obtenues vont servir à ensemencer 100 mL du même milieu liquide dans des 

erlenmeyers de 500 mL en prélevant 5 mL de pré-culture (5 mL de pré-culture soit 5 % du 

volume utile). Les cultures sont incubées à 30°C sous agitation à 250 rpm. La durée d’incubation 

est de 10 jours; cette durée correspond à la production maximale des substances actives. Chaque 

expérience est réalisée en triple comme le montre la figure 5. L’évolution de l’activité 

antibiotique, du pH et du poids sec du mycélium est suivie quotidiennement. 

      1.2.1. Les sources d’azote 

         Quatre composés sont testés comme sources d’azote: Le corn steep liquor (30 g /L), l’extrait 

de levure, l’extrait de malt, et la peptone à raison de 0,25 % (poids/volume). Lors de cette 

cinétique, le milieu MS est additionné de glucose comme source de carbone à (10 g/L). La source 
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d’azote permettant une production optimale sera ajoutée à la fin de cette cinétique au même milieu 

de culture pour étudier l’influence de quatre sources de carbone sur la production d’antibiotiques. 

      1.2.2. Les sources de carbone 

         Dans le but de rechercher une source de carbone permettant une production optimale des 

antibiotiques, quatre sources de carbone sont testées: le glucose, les dextrines, le fructose et le 

saccharose, ajoutées chacune à raison de 1% (10 g/L). Dans ce cas, l’extrait de levure a été ajouté 

comme source d’azote à raison de 0,25% (poids/volume). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Schéma du protocole des cinétiques de production. 
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- Deux carottes de 4 mm (105 - 106 spore/mL) dans 50 mL 
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- 30°C, 250 rpm, 2 jours d’incubation. 

Cultures de production 

- 100 mL de milieu / fiole de 500 mL. 

- 30 °C, 250 rpm, 10 j d’incubation. 
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- 2 mL / tube Eppendorf 
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    1.3. Mesure de la croissance et du pH  

        La croissance et le pH sont mesurés quotidiennement durant toute la période de culture. 

Chaque 24 h deux millilitres de culture sont prélevées aseptiquement dans des tubes Eppendorf 

préalablement tarés, puis centrifugés à 12000 rpm pendant 10 mn. Le surnageant est récupéré et va 

servir pour suivre l’évolution du pH du milieu grâce à un pH mètre de marque Hanna instruments.  

Le culot servira pour la mesure de la croissance (la croissance cellulaire est déterminée par la 

mesure du poids sec de la biomasse) (Pfefferle et al., 2000). Les tubes renfermant les culots sont 

déposés dans un four à 105°C pendant 24 h. Le poids sec obtenu est rapporté en gramme de 

matière sèche par litre de milieu de culture. Les pesées sont effectuées sur une balance analytique 

(KERN). 

    1.4. Suivi de l’activité antimicrobienne 

      1.4.1. Mesures de l’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion des puits 

         L’activité antimicrobienne est mesurée par la méthode de diffusion des puits (Ericsson et 

Sherris, 1971; Parente et al., 1995). Dans cette méthode, le milieu ISP2 semi-solide (12g/L d’agar) 

en surfusion est pré-ensemencé avec les germes cibles (100 μL de la suspension pour 100 mL de 

milieu ISP2) puis coulé en boîtes de Pétri de manière à obtenir 4 mm d’épaisseur de milieu par 

boîte (soit 20 mL/boîte de 90 mm de diamètre).  

Trois souches de germes-cibles sont utilisées: SARM ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 

30300, et Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 et sont en suspension calibrées par la méthode 

photométrique expliquée auparavant (II.3). 

Après solidification du milieu à température ambiante, des puits sont confectionnés à l’aide d’un 

emporte-pièce de 10 mm de diamètre. Une aliquote de 100 μL de surnageant de culture prélevé 

aseptiquement est introduite dans chaque puits. Les boîtes sont mises 2 h à 4°C pour permettre la 

diffusion des substances actives tout en arrêtant momentanément la croissance des germes, puis 

incubées pendant 24 h (pour les bactéries) et 48 h (pour le champignon) à 30°C. Le diamètre des 

zones d’inhibition des germes est ensuite mesuré autour du puits (le diamètre de 10 mm du puits 

étant compris). Comme cela est illustré dans la figure 6. 

      1.4.2. Mesures de l’activité antimicrobienne par la méthode des disques de papier 

         Au bout de 10 jours de cinétique, les cultures de la souche SA 198 conduits par les différents 

milieux, sont centrifugées (12 000 rpm pendant 15 minute) afin d’éliminer la masse mycélienne. 

Le surnageant obtenu est extrait avec du dichlorométhane (solvant non miscible avec l’eau) dans 

une ampoule à décanter, à raison d’un volume de filtrat pour un volume de solvant organique. A 

propos du choix du dichlorométhane être solvant d’extraction, plusieurs travaux rapportent 

l’efficacité de ce dernier pour l’extraction des substances actives, et de fait avec des taux assez 
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importants notamment pour le genre Saccharothrix (Zitouni et al., 2005). Ainsi, Boubetra (2013) a 

prouvé que le dichlorométhane est meilleur solvant d’extraction pour la souche SA 198.  

 

 

Figure 6. Photographie d’une boite de Pétri avec des puits confectionnés dans la gélose et  

               montrant la mesure de la zone d’inhibition. 

 

Les phases organiques sont séparées des phases aqueuses, puis déshydratées par passage à travers 

un papier filtre (Whatman n° 1) contenant du sulfate de sodium anhydre (entonnoir + papier filtre+ 

2 g de sulfate de sodium) afin d’éliminer les traces d’eau résiduelles et les contaminants 

hydrophiles. Les extraits au dichlorométhane sont ensuite concentrés et évaporés sous vide à 30°C 

à l’aide d’un rotavapeur rotatif. Le résidu obtenu est récupéré dans un minimum de méthanol. 

Les extraits obtenus à partir des filtrats de culture sont testés par la méthode des disques de papier 

(antibiographie) contre: Bacillus subtilis ATCC 30300 et Staphylococcus aureus résistant à la 

méthicilline SARM ATCC 43300, et Umbelopsis ramanniana NRRL 1829. Des disques en papier 

de 6 mm de diamètre sont imbibés par 100 μL d’extrait organique, puis séchés totalement à froid à 

l’aide d’un séchoir. Les disques sont ensuite stérilisés sous UV (254 nm) durant 45 min sous hotte 

axénique avant d’être déposés stérilement à la surface du milieu ISP2 (12g/L d’agar), 

préalablement ensemencé par le germe-cible. Les boîtes sont ensuite mises 2 h à 4°C pour 

permettre une bonne diffusion des produits actifs, puis incubées à 30°C. La lecture des résultats 

est effectuée après 24 à 48 h et consiste à déterminer le diamètre de l’auréole d’inhibition autour 

du disque (diamètre du disque compris), comme le montre la figure 7. 
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Figure 7 : Antibiographie sur disques de papier. 

 

IV. METHODE D’OPTIMISATION DE L’ACTIVITE ANTIMIROBIENNE DE LA 

SOUCHE SA 198 

         Après sélection du meilleur milieu de production des antibiotiques pour la souche SA 198, 

des essais d'optimisation ont été réalisés dans le but d'améliorer la production de ces molécules. 

L’optimisation d’un milieu de culture est réalisée en deux étapes; la première étape a pour but de 

sélectionner les paramètres (variables) ayant un effet positif sur la production des biomolécules en 

utilisant le plan de Plackett et Burman (1946), la deuxième étape permet de déterminer les optima 

des paramètres sélectionnés par le plan de Box et Behnken (1960). Le milieu de production de 

base sur lequel se portera l’optimisation a pour composition les constituants suivants: 

Saccharose 10 g; Extrait de levure 2,5 g; MgSO4 (7 H2O) 0,2 g ; KH2PO4 0,5 g ; K2HPO4 1 g ; 

NaCl 2 g ; Ca Cl2 1 g ; FeSO4 (7H2O) 0,01 g ; eau distillée q.s.p. 1000 ml ;  pH ≈7,2. 

1. Sélection des variables significatives par le plan d’expériences plan de Plackett-Burman 

(PB) 

         Après sélection du meilleur milieu de production, un plan d’optimisation séquentiel est 

appliqué afin d’améliorer la production des molécules bioactives. Le plan Plackett-Burman est 

employé en premier lieu afin de déterminer les composants du milieu influençant la production 

d’antibiotiques; aussi cette expérimentation a pour finalité de fixer les paramètres significatifs 

régissant cette synthèse. Pour ce faire, six composants du milieu ont été testés à savoir: Extrait de 

Levure; Saccharose; KH2PO4; K2HPO4; CaCl2 et NaCl. Le tableau 5, reprend les valeurs choisies 

des différents facteurs opératoires étudiés à différents niveaux (concentrations).    
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Tableau 5. Valeurs extrêmes des paramètres opératoires étudiés. 

Variables Composant du 

milieu 

Niveau bas (-1) 

(g/L) 

Centre (0)  

(g/L) 

Niveau haut (+1) 

(g/L) 

X1 Extrait de levure 1 2,5 4 

X2 Saccharose 5 10 15 

X3 KH2PO4 0,3 0,5 0,7 

X4 K2HPO4 0,5 1 1,5 

X5 CaCl2 0,5 1 1,5 

X6 NaCl 1 2 3 

 

Treize milieux de culture semi synthétique (MSS) à des concentrations variables ont été préparés 

selon la matrice des expériences donnée par le logiciel "Minitab 16.0" et représentée dans le 

tableau 6. La souche SA 198 est ensemencée sur chaque milieu et incubée à 30°C pendant 10 

jours. Chaque milieu est répété deux fois, et 26 expériences ont ainsi été conduites et testées. Au 

bout de 10 jours chaque erlen (expérience) est extrait au dichlorométhane, séché au rotavapeur, et 

testé par la méthode des disques d’antibiogramme contre les trois germes tests retenus.  

Tableau 6. Matrice d’expériences de "Plackett et Burman" pour l’étude de 6 variables avec 26 

expériences. 

Milieux 

de culture 
C1 

(g/L) 

 

C2 

(g/L) 

 

C3 

(g/L) 

 

C4 

(g/L) 

 

C5 

(g/L) 

 

C6 

(g/L) 

 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 

MSS 01 4 15 0,7 0,5 1,5 3 + + + - + + 

MSS 02 2,5 10 0,5 1 1 2 0 0 0 0 0 0 

MSS 03 1 15 0,7 0,5 1,5 1 - + + - + - 

MSS 04 4 5 0,3 0,5 1,5 3 + - - - + + 

MSS 05 1 15 0,7 1,5 0,5 3 - + + + - + 

MSS 06 1 5 0,7 1,5 1,5 1 - - + + + - 

MSS07 4 15 0,3 1,5 1,5 1 + + - + + - 

MSS 08 1 15 0,3 0,5 0,5 3 - + - - - + 

MSS 09 1 5 0,3 0,5 0,5 1 - - - - - - 

MSS 10 4 5 0,7 0,5 0,5 1 + - + - - - 

MSS 11 4 5 0,7 1,5 0,5 3 + - + + - + 

MSS 12 4 15 0,3 1,5 0,5 1 + + - + - - 

MSS 13 1 5 0,3 1,5 1,5 3 - - - + + + 

Note: C1: Extrait de levure ; C2: Saccharose ; C3: KH2PO4 ; C4: K2HPO4 ; C5: CaCl2 ; C6: NaCl. 
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2. Optimisation des paramètres influençant la production d’antibiotique de la souche SA 198 

par « Response Surface Methodology » 

         Le plan Box-Behnken (1960) est adopté pour déterminer les optima des variables 

significatives permettant la production maximale de molécules actives par la souche SA 198 

dirigées contre les germes cibles SARM ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 30300 et 

Umbelopsis ramanniana NRRL 182.  

Ainsi, les variables significatives régissant la production d’antibiotiques vis-à-vis d’U.ramanniana 

NRRL 1829 concernent la concentration en saccharose et CaCl2, alors que celle influençant 

l’activité antibactérienne dirigée contre B.subtilis ATCC 30300 et SARM ATCC 43300 est 

seulement liée à la concentration en KH2PO4. Le tableau 7a, montre les variations de 

concentration pour le saccharose et le CaCl2 auxquelles nous avons ajouté celle du temps 

d’incubation pour optimiser la production de l’activité antifongique dirigée contre U.ramanniana 

NRRL 1829. Le tableau 7b regroupe quant à lui les différentes concentrations du seul facteur 

significatif influençant la production antibactérienne à savoir KH2PO4 et auquel nous avons ajouté 

l’optimisation du pH et du temps d’incubation pour l’obtention de la meilleure activité contre 

B.subtilis ATCC 30300 et SARM ATCC 43300; ces deux tableaux sus cités ont été fournis grâce 

au modèle d’expérimentation «Box-Behnken». 

Ce plan factoriel admet que la réponse est linéaire quand un facteur passe d’un niveau minimale à 

un niveau maximal symbolisés par les signes (-) et (+) définissant la valeur basse et haute de 

chaque facteur respectivement. Ainsi les facteurs choisies ont été analysés à trois niveaux: la 

concentration la plus basse, la moyenne et la plus haute ce qui donne respectivement -1, 0, +1, 

l’unité de la source saccharose est fixée à 5 ; celle de CaCl2 à 0,5 ; celle de KH2PO4 à 0,2; celle du 

temps d’incubation à 2 et celle du pH à 2. Un total de quinze modèles expérimentaux a été livré 

par ce logiciel. Les quinze expériences ont été conduites en culture agitée de la souche SA 198 (10 

jours à 30°C, 250 rpm). L’extraction au dichlorométhane à partir du filtrat de culture à lieu au 

dixième jour après centrifugation. Les extraits obtenus sont testés par la méthode des disques de 

papier expliquée auparavant. 
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Tableau 7a. Matrice d’expériences donnée par le modèle «Box-Behnken» pour l’optimisation de 

la production contre Umbelopsis ramanniana NRRL 1829. 

 

Expérience n° 

Variables 

Saccharose 

X1 

CaCl2 

X2 

Temps d’incubation  

X3 

01 

02 

03 

04 

05 

06 

07 

08 

09 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

+1 

0 

0 

+1 

+1 

+1 

0 

-1 

0 

-1 

0 

-1 

0 

0 

-1 

+1 

0 

-1 

0 

0 

-1 

+1 

-1 

0 

+1 

+1 

0 

0 

-1 

0 

0 

0 

-1 

-1 

+1 

0 

+1 

0 

0 

0 

-1 

-1 

0 

+1 

+1 

(+1) : niveau supérieur du facteur (-1) : niveau inférieur du facteur (0) : niveau moyen du facteur. 

Tableau 7b. Matrice d’expériences donnée par le modèle «Box-Behnken» pour l’optimisation de 

la production contre SARM ATCC 43300 et Bacillus subtilis ATCC 30300. 

Expérience n° 

Variables 

KH2PO4 

X1 

pH 

X2 

Temps 

d’incubation 

X3  

01 

02 

03 

04 

05 

06 

07 

08 

09 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

0 

0 

-1 

0 

0 

-1 

0 

0 

+1 

+1 

-1 

+1 

-1 

+1 

0 

+1 

+1 

-1 

-1 

0 

0 

0 

0 

0 

+1 

0 

0 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

0 

-1 

0 

+1 

0 

0 

+1 

0 

-1 

-1 

0 

0 

+1 

(+1) : niveau supérieur du facteur (-1) : niveau inférieur du facteur (0) : niveau moyen du facteur. 
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3. Confirmation du modèle 

         Une confirmation pratique du modèle est nécessaire après optimisation. Les concentrations 

optimales des facteurs étudiés ont été déduites et utilisées pour la réalisation des cultures de 

production suivies d’une extraction afin de réaliser une antibiographie contre les trois germes 

cibles. Les zones d’inhibitions obtenues ont été comparées à l’intervalle prédit par le logiciel.  
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I. PROPRIETES ANTAGONISTES DE LA SOUCHE SA 198 DE SACCHAROTRIX 

TAMANRASSETENSIS SUR MILIEU SOLIDE 

1. Résultat  

    1.1. Mise en évidence par la méthode des stries croisées  

         Les résultats des tests d’antagonisme in vitro contre différents germes cibles (bactéries à Gram 

positif, bactéries à Gram négatif, levures et champignons) par la technique des stries croisées sur 

milieu ISP2 sont illustrés par les figures 8 et 9. 

 

Figure 8. Activité antimicrobienne de la souche SA 198 sur milieu ISP2 par la méthode des stries   

                croisées. 

Note: SARM : Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline. ATCC 6014: Clostridium beijerinckii. ATCC 

8739 : Escherichia coli multirésistante aux antibiotiques. Up: Ureaplasma parvum ATCC 27813. Bs: Bacillus 

subtilis. E sp: Enterococcus sp. Sh : Streptococcus hemophilus. Li: Listeria innocua CLIP74915. Kp: Klebsiella 

pneumoniae. Ag sp: Agrobacterium sp. Ps a: Pseudomonas aeruginosa. Ct: Candida tropicalis. Cg: Candida 

glabrata. C gui:Candida guilliermondii. Ca: Candida albicans. F.solani: Fusarium solani. Fs: Fusarium  

sporotrichoides. Foa: Fusarium oxysporum f.sp. albedinis. Fc: Fusarium culmorum.  Fp: Fusarium proliferatum. 

Fol:Fusarium oxysporum  f.sp. lini. Forl: Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici. Fm: Fusarium moniliforme. 

Ur: Umbelopsis ramanniana NRRL 1829. Pg: Penicillium glabrum.  Pe: Penicillium expansum. E.40 : Klebsiella 

pneumoniae multirésistante aux antibiotiques. Ao: Aspergillus ochraceus. Af: Aspergillus flavus. Ap: Aspergillus 

parasiticus. An: Aspergillus niger.Tri sp : Trichoderma sp. Al sp: Alternaria Sp. E52: Escherichia coli 

multirésistante aux antibiotiques. Sc: Saccharomyces cerevisiae. Ac: Aspergillus carbonarius. Fe: Fusarium equiseti. 

 

Les résultats obtenus (Figure 8) montrent que l’activité antagoniste est relativement assez large, 

elle est importante contre les bactéries à Gram positif (SARM ATCC 25923, SARM 639C, SARM 

ATCC 43300, Ureaplasma parvum ATCC 27813, Bacillus subtilis ATCC 30300, Listeria innocua 

CLIP 74915), où les valeurs d’inhibition variant de 7 jusqu’à 30 mm; cependant, certaines d’entre 
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elles se sont montrées résistantes (SARM ATCC 25922, Enterococcus sp, Streptococcus 

hemophilus, Clostridium beijerinckii ATCC 6014). 

   

Figure 9. Activité antimicrobienne de la souche SA 198 sur milieu ISP2 par la méthode des stries 

                croisées.     

Chez les bactéries à Gram négatif ces activités sont en général faibles (E.52: Escherichia coli 

multirésistante aux antibiotiques, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27856), 

voire nulles (Escherichia coli multirésistante aux antibiotiques ATCC 8739, E.40 Klebsiella 

pneumoniae multirésistante aux antibiotiques). Dans le cas des champignons, l’activité est moyenne 

contre la majorité (de 2 à 13 mm) mais elle reste intéressante vis-à-vis d’Umbelopsis ramanniana 

NRRL 1829 (27,5 mm), alors que l’activité antilevurienne est absente sauf dans le cas de 

Saccharomyces cerevisiae et Candida tropicalis où elle est plus ou moins faible (15 et 4 mm de 

diamètre respectivement).  

    1.2. Mise en évidence par la méthode des cylindres d’agar 

         Les résultats de test d’antagonisme basé sur la méthode des cylindres d’agar effectué vis-à-vis 

des germes cibles (SARM ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 30300 et Umbelopsis ramanniana 

NRRL 1829) sont illustrés par la figure 10. 

Nous remarquons que le spectre d’activité antimicrobienne de la souche SA 198 est variable en 

fonction du germe cible testé. Dans ce cas, l’activité antifongique est un peu plus importante que 

l’activité antibactérienne, étant donné qu’Umbelopsis ramanniana NRRL 1829 montre une zone 

d’inhibition de 26 mm de diamètre. En revanche, les bactéries Bacillus subtilis ATCC 30300 et 

SARM ATCC 43300 ont des valeurs d’inhibition comprise entre 22 et 24 mm respectivement. 
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Figure10. Activité antagoniste de la souche SA 198 à l’égard des germes cibles par la méthode  

                 des cylindres d’agar. 

2. Discussion 

         La souche SA 198 étudiée possède des potentialités inhibitrices certaines avec un spectre large 

touchant aussi bien les bactéries, les champignons et les levures, ceci est déjà vérifié chez nombre 

de souche appartenant au genre Saccharothrix. Ce pouvoir antagoniste diversifié est dû au fait que 

les espèces de ce genre sont connues pour être productrices de plusieurs antibiotiques d’une grande 

diversité structurale et à spectre d’action intéressant (Boubetra, 2013).   

La souche SA 198 présente une activité importante contre certaines bactéries à Gram positif (SARM 

ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 30300), et le champignon (Umbelopsis ramanniana NRRL 

1829), tandis que cette action est soit faible ou nulle contre les bactéries à Gram négatif et les 

levures.  

Les travaux menés par Boubetra (2013) ont montrés en plus, une activité contre plusieurs germes 

comme, les bactéries Bacillus coagulans; Enterococcus faecalis; Listeria monocytogenes, et le 

champignon Ascochyta fabae, alors que les souches de Staphylococcus aureus et Saccharomyces 

cerevisiae illustrées lors de ces travaux s’étaient montrées résistantes à la souche SA 198.    

Plusieurs travaux dans le monde montrent que, l’activité des molécules produites par les souches du 

genre Saccharothrix est surtout dirigée contre les bactéries à Gram positif, parfois contre les 

champignons et rarement contre les bactéries à Gram négatif (Braznikova et al., 1977; Horvath et 

al., 1979; Isshiki et al., 1989; Takeuchi et al., 1992; Kinoshita et al., 1999; Wang et al 2000; Lamari 

et al., 2002; Schumacher et al., 2002; Zitouni, 2005).  

En générale les bactéries à Gram négatif montrent toujours une certaine résistance par rapport aux 

bactéries à Gram positif (Prescott et al., 2002). En effet les Gram négatifs possèdent une enveloppe 

ayant développé de nombreux mécanismes de résistance vis-à-vis de plusieurs antibiotiques (Gupta 

et al., 2011).  

Ur Bs Sa 

SA198 

 

SA198 

 

 

SA198 
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Les résultats des tests des stries croisées et des cylindres d’agar permettent surtout d’avoir une idée 

précise sur l’activité antagoniste de la souche SA 198. Ainsi d’orienter la suite du travail pour le 

passage à la production en milieu liquide (Velho-Pereira et Kamat, 2011). De ce fait et à partir de 

ces résultats, nous retenons trois souches choisis parmi les plus sensibles à savoir: SARM ATCC 

43300, Bacillus subtilis ATCC 30300 et Umbelopsis ramanniana NRRL 1829, nous les utiliserons 

donc comme germes cibles lors des cinétiques de production en milieux agités.  

 

II. CINÉTIQUES DE PRODUCTION DES ANTIBIOTIQUES DE LA SOUCHE SA 198 SUR 

MILIEUX LIQUIDE 

         Afin de sélectionner un milieu de production de base des antibiotiques de la souche SA 198, 

une première étape a consisté à rechercher la meilleure source d’azote et la meilleure source de 

carbone. Pour ce faire deux cinétiques ont été conduites dans des fioles Erlenmeyers et suivies 

durant 10 jours.  

Dans la première cinétique, le milieu de culture synthétique (MS) de base est additionné de glucose 

à 10g/L comme source de carbone et utilisé pour tester quatre sources d’azote: le corn steep liquor, 

l’extrait de levure, l’extrait de malt, et la Peptone. 

La deuxième cinétique, consiste à utiliser la meilleure source d’azote et étudier l’effet de quatre 

sources de carbone: le glucose, le fructose, le saccharose, et les dextrines. 

Chaque milieu a été répété trois fois et chaque valeur représente la moyenne de trois essais. 

Les cinétiques sont réalisées dans les mêmes conditions, à savoir la taille et l’âge de l’inoculum, les 

conditions de culture (température, pH, volume du milieu et agitation) ainsi que les méthodes 

d’analyses. 

La mise en évidence de l’activité antimicrobienne est évaluée par la méthode de diffusion des puits 

en utilisant trois germes cibles choisis parmi les plus sensibles, à savoir Bacillus subtilis ATCC 

30300 et SARM ATCC 43300 (bactéries à Gram positif) et un champignon Umbelopsis ramanniana 

NRRL 1829. La croissance est évaluée par mesure du poids sec de la biomasse (en g/L de milieu), 

et le pH est mesuré dans le filtra de culture. 

1. Cinétiques de production avec différentes sources d’azote 

    1.1. Résultats   

         Les résultats du suivi de l’évolution de l’activité antibiotique, de la biomasse et du pH dans le 

milieu semi-synthétique sont illustrés dans la figure 11. Les résultats de l’activité antimicrobienne 

par la méthode des puits sont illustrés dans les figures 12 et 13. 
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Figure 11. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes et évolution du pH et de la     

                   biomasse, en milieu liquide MS-glucose additionné de différentes sources d’azote. 
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      1.1.1. Milieu MS-glucose additionné de Corn steep liquor 

         La croissance dans le milieu MS-glucose additionné de Corn steep liquor, commence par une 

phase exponentielle qui dure 3 jours, suivie d’une phase stationnaire. À partir du 7éme jour, on 

observe une phase de déclin jusqu’au 9éme jour, puis une reprise de croissance (croissance cryptique). 

Le pH évolue en augmentation de manière progressive pour atteindre 8,25 le 10éme jour. 

L’activité antibactérienne (Figure 12) et antifongique apparait dans le milieu dès le 4éme jour avec 

une zone d’inhibition de 12 mm. L’activité antibactérienne atteint son maximum durant la phase 

stationnaire, le 6éme jour contre Sa (14 mm), et le 7éme jour contre Bs (16 mm), cette activité a 

tendance à se stabiliser avec le temps. Cependant, le maximum de l’activité antifongique est obtenu 

en phase de déclin (9éme jour) avec une zone d’inhibition de 24 mm. Aussi La production de l’activité 

antibiotique suit à l’évolution du pH. 

      1.1.2. Milieu MS-glucose additionné d’extrait de levure 

         Dans le milieu MS-glucose additionné d’extrait de levure, la croissance débute par une phase 

exponentielle lente jusqu’au7ème jour, suivie d’une phase stationnaire (8ème jour), puis une phase de 

déclin. Le pH augmente lentement dès le 1er jour, et atteint son maximum (9,04) le 10éme jour de 

fermentation. L’activité antibiotique débute le 2ème jour contre Ur (14 mm), le 4ème jour contre Bs 

(12 mm) et le 6ème jour contre Sa (16 mm). Les maxima sont atteints le 10éme jour en plein phase de 

déclin. Nous notons un diamètre d’inhibition de 26 mm contre Ur, 22 mm contre Sa et 20 mm contre 

Bs (Figure 13). La production maximale d’antibiotique a lieu à un pH basique. 

      1.1.3. Milieu MS-glucose additionné d’extrait de malt 

         Avec l’extrait de malt, la croissance débute par une phase exponentielle jusqu’au 4ème jour 

suivie d’une phase stationnaire qui dure jusqu’au 7ème jour, puis une phase de déclin.  

La courbe de pH montre de légères variations (de 7,10 à 7,90) au cours de la cinétique. 

 Aucune activité antimicrobienne (contre Sa, Bs et Ur) n’a été obtenue en présence d’extrait de malt. 

      1.1.4. Milieu MS-glucose additionné de la peptone 

         Dans le milieu MS-glucose additionné de la peptone, la souche présente une courbe de 

croissance caractérisée par une phase exponentielle évoluant progressivement du 1er au 3ème jour, 

puis une phase stationnaire (durée 5 jours), suivie directement par une phase de déclin jusqu’au 

10ème jour. Au cours de cette cinétique le pH varie très peu de 7,24 à 7,70. La peptone a montré une 

activité antifongique dès le 2ème jour contre Ur avec une zone d’inhibition de 12 mm de diamètre. 

Cette activité antifongique augmente pour atteindre son maximum le 8ème et le 9ème jour (20 mm). 

L’activité antibactérienne apparait le 6ème jour contre Sa avec une zone d’inhibition de 14 mm de 

diamètre. Cette activité atteint 16 mm le 9ème et le 10ème jour. En revanche, l’activité contre Bs est 

nulle. La production d’activité est dissociée de la croissance et de l’évolution du pH. 
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Figure 12. . Activité antibactérienne de la souche SA 198 de Saccharothrix tamanrassetensis contre 

                   Bacillus subtilis (Bs) et Staphylococcus aureus (Sa), par la méthode des puits, cultivée  

                   dans le milieu MS-glucose additionné de corn steep liquor comme source d’azote. 

                                                      

Figure 13. Activité antibactérienne de la souche SA 198 de Saccharothrix tamanrassetensis contre  

                  Bacillus subtilis (Bs) par la méthode des puits, cultivée dans le milieu MS-glucose  

                  additionné de l’extrait de levure comme source d’azote. 

 

    1.2. Discussion 

         Les résultats des cinétiques en fonction des différentes sources d’azote révèlent que les 

niveaux  de la biomasse et de la production d’antibiotiques peuvent être considérablement influencés 

par la nature de la source d’azote ajoutée au milieu de culture. La croissance de la souche SA198 

sur milieu MS-glucose additionné de différentes sources d’azote débute par une phase exponentielle, 

et se caractérise par l’absence d’une phase de latence, connue pour être due au temps d'adaptation 
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des microorganismes aux nouvelles conditions de culture, ainsi qu’à l’âge de l’inoculum, cette 

absence peut être expliquée par le fait que les pré-cultures aient été menées dans les mêmes 

conditions que les cultures et qu'elles soient prises en phase exponentielle de croissance.           

Dans le milieu MS-glucose contenant les différentes sources d’azote, la production de l’activité 

antibactérienne et antifongique débute en phase exponentielle ou en phase stationnaire de 

croissance, et est non reliée à la croissance, et pour cause les maxima sont obtenus en phase de 

déclin.  

Pour le corn steep liquor, nous avons observé après la phase de déclin une reprise de la croissance 

(assez faible), appelée communément croissance cryptique, laquelle a déjà été signalée chez 

plusieurs microorganismes, notamment chez les entérobactéries (Prescott et al., 2002). Cette 

croissance cryptique peut être expliquée par le fait que les cellules encore vivantes utilisent comme 

substrat les débris des cellules mortes qui se sont lysées durant la phase de déclin. Ce phénomène a 

aussi été observé chez plusieurs souches de Streptomyces (Driche, 2010; Toumatia, 2010; Aouiche, 

2013; Tata, 2015). 

Dans les milieux MS-glucose additionnés de CSL ou d’extrait de levure, le pH devient basique au 

cours de la fermentation. Le pH des milieux MS-glucose additionnés d’extrait de malt ou de peptone 

n’évolue pas vraiment. L’évolution basique du pH semble être due à la dégradation des acides 

aminés présents dans le corn steep, l’extrait de levure et la peptone, qui sont désaminés pour libérer 

de l’ammonium. L’accumulation de ce dernier provoque la basification du milieu. De telles 

constatations ont été énoncées par Strub (2008) pour expliquer l’augmentation du pH dans un milieu 

contenant l’extrait de levure dans la culture de Sa. algeriensis.  

La meilleure activité antimicrobienne est obtenue en présence de l’extrait de levure, nous l’avons 

donc retenu pour étudier l’influence des sources de carbone sur la synthèse d’antibiotiques. L’extrait 

de levure, de par sa composition, constitue une source d’azote riche et diversifiée, il est très utilisé 

pour la biosynthèse des antibiotiques, y compris pour les Saccharothrix (Isshiki et al., 1989; Vertesy 

et al., 2001; Lamari et al., 2002a; Bouras, 2005; Bakour, 2006; Strub, 2008) et les Streptomycètes 

(Pandey et al., 2005; Gao et al., 2009). En revanche, des résultats dissemblables ont été trouvés par 

Laassami (2015) en  présence de l’extrait de levure dans le milieu, où aucune activité antibactérienne 

n’est détectée, par contre une bonne activité antifongique est observée. Cela pourrait s’expliquer par 

l’origine (marque) d’extrait de levure utilisé. 

En présence de CSL dans le milieu, nos résultats montrent que les activités antimicrobiennes sont 

moins intéressantes que celles obtenues avec l’extrait de levure. Selon Laassami (2015) le CSL 

permet d’avoir de meilleures activités antimicrobiennes. Ainsi, plusieurs chercheurs ont trouvé que 

le CSL est la meilleure source d’azote pour la production de métabolites secondaires chez certains 
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microorganismes, tels que la production de l’acide lactique par des souches de lactobacillus (Lee, 

2005; Yu et al., 2008), la production d’éthanol par Saccharomyces cerevisiae (Pereira et al., 2010), 

la production de Caroténoïdes par Sporidiobolus pararoseus (Valdugan et al., 2014) et la production 

d’acide succinique par Actinobacillus succinogenes NJ113 (Xi et al., 2013). Nos résultats restent 

néanmoins intéressants en présence de CSL et en ce qui concerne l’activité antifongique, notamment 

du fait que le CSL est un sous-produit moins onéreux que l’extrait de levure, il serait intéressant de 

l’utiliser afin d’optimiser l’activité antifongique de la souche SA 198.       

Par ailleurs, nos résultats montrent de faibles diamètres d’inhibition avec la peptone dans le cas de 

Ur et Sa, et absence d’activité antibactérienne contre Bs. Les travaux de Pandey et al. (2005) ont 

montrés que la peptone ne favorise pas la production de kanamycine chez S. kanamyceticus M27. 

En revanche, les travaux de Laassami (2015) lors de l’optimisation de la production d’antibiotiques 

par Sa. tamanrassetensis montrent l’efficacité de la peptone comme étant une source d’azote qui 

favorise le mieux la production d’antibiotiques. 

En présence d’extrait de malt dans le milieu, aucune activité antimicrobienne n’est détectée. Ceci 

rejoint quelques travaux rapportés dans la littérature où l’extrait de malt défavorise la production 

d’antibiotiques par certaines souches de Streptomyces spp (Omura et Tanaka, 1986; Escalente et al., 

1999). 

2. Cinétiques de production avec différentes sources de carbone 

         Dans cette cinétique le milieu MS a été choisi en retenant l’extrait de levure comme source 

d’azote, il devient ainsi semi-synthétique étant donné que le substrat extrait de levure est complexe. 

Le milieu est additionné de différentes sources de carbone (prise séparément) dans le but d’étudier 

leur effet sur la croissance, le pH et la production des antibiotiques. 

    2.1. Résultats 

         Les résultats de l’évolution de l’activité antimicrobienne, de la croissance et du pH sont 

présentés par milieu de culture dans la figure 14. Les résultats de l’activité antimicrobienne par la 

méthode des puits sont illustrés dans les figures 15 et 16. 

      2.1.1. Milieu MSS additionné de glucose 

         En présence de glucose, la croissance débute par une phase exponentielle qui dure 48 h,  suivi 

d’une phase stationnaire qui se prolonge jusqu’au 4ème jour, puis une phase de déclin. 

Le pH augment progressivement tout au long de la fermentation pour atteindre 8,7 le 10ème jour. 

L’activité antimicrobienne apparait le 4ème jour en phase stationnaire où les zones d’inhibition sont 

de 12 mm contre Bs et Sa et 16 mm contre Ur. Les activités maximales sont observées en phase de 

déclin et à pH alcalin, le 9ème jour pour Bs et Sa (16 mm), et le 10ème jour pour Ur (20 mm). 
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Figure 14. Cinétiques de production des activités antimicrobiennes et évolution du pH et de la             

                   biomasse, en milieu liquide MSS additionné de différentes sources de carbone. 
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      2.1.2. Milieu MSS additionné de saccharose 

         Dans le milieu MSS additionné de saccharose, la courbe de croissance entame d’abord une 

phase exponentielle jusqu’au 3ème jour, suivie d’une phase de déclin qui se prolonge jusqu’au 7ème 

jour, puis une reprise de croissance au 9ème jour (croissance cryptique) 

Le pH initial de 7,16 tend à augmenter au début de fermentation puis diminue au 7ème jour, et 

augment à nouveau pour atteindre une valeur maximale de 8,89. 

L’activité antimicrobienne survient au 4ème jour contre Bs avec 14 mm et seulement au 6ème jour à 

l’égard de Sa et Ur, avec des zones d’inhibition de 16 mm et 14 mm respectivement. Cette activité 

atteint son maximum le 10ème jour de culture avec les trois germes cibles et des zones d’inhibitions 

de 24 mm contre Bs et Sa, et de 26 mm contre Ur (Figure 15) sont observées. La production de 

l’activité antimicrobienne est partiellement associée à la croissance et au pH alcalin. 

      2.1.3. Milieu MSS additionné de fructose  

         La courbe de croissance sur le milieu MSS additionné de fructose, commence par une phase 

exponentielle qui s’étend au 4ème jour, puis une phase stationnaire courte, suivie d’une phase de 

déclin.  

Au 1er jour de cinétique, le pH est de 7,3; puis il évolue lentement au cours des 10 jours de cinétique 

pour atteindre une valeur de 8,46 le 10ème jour. 

En présence de fructose dans le milieu l’activité est détectée le 2ème jour de fermentation contre Bs, 

le 6ème jour contre Sa et le 7ème jour contre Ur, avec une zone d’inhibition de 14 mm pour les trois 

germes. Cette activité tend à augmenter pour atteindre son maximum (22 mm contre Ur et Sa et 18 

mm contre Bs) au 10ème jour (Figure 16). Ce maximum est obtenu en phase de déclin de croissance 

et à un pH basique. 

      2.1.4. Milieu MSS additionné de dextrine  

         La croissance dans le milieu MSS additionné des dextrines, débute par une longue phase 

exponentielle qui évolue très lentement jusqu’au 9éme jour, suivie par une phase de déclin. 

Au cours de cette croissance, il y a une basification progressive du milieu et le pH atteint en fin de 

fermentation la valeur de 8,65. 

Aucune activité n’a été enregistrée en présence de Sa et Ur. Alors que des très faible actions sont 

observées contre Bs à partir du 5éme jour avec des zones d’inhibition varient entre 12 et 14 mm. 

    2.2. Discussion 

         Lors des cinétiques de production des antibiotiques de la souche SA 198 en milieu liquide 

MSS additionné de différentes sources de carbone, les activités sont apparues découplées de la 

croissance. En effet cette production débute durant la phase exponentielle ou la phase de déclin 

(zones d’inhibitions les plus importantes). En général, la production des métabolites secondaires par 
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les microorganismes a lieu durant les phases de ralentissement et stationnaire, mais dans le cas des 

actinobactéries cette production peut avoir lieu en phases exponentielle, stationnaire et de déclin 

(Zitouni, 2005; Badji, 2006). 

 

Figure 15. Activité antimicrobienne de la souche SA 198 de Saccharothrix tamanrassetensis contre  

                   Umbelopsis ramanniana (Ur) par la méthode des puits, cultivée dans le milieu MSS 

                    Additionné  de saccharose comme source de carbone.         

 

Figure 16. Activité antimicrobienne de la souche SA 198 de Saccharothrix tamanrassetensis contre  

                   Bacillus. subtilis (Bs), par la méthode des puits, cultivée dans le  milieu MSS additionné 

                   du fructose comme source de carbone.   

 

L’augmentation de l’activité antimicrobienne durant la phase de déclin suggère, que durant cette 

phase, les cellules se lysent et libèrent les quantités d’antibiotiques non encore sécrétés. 
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Concernent le pH, nous notons que dans le milieu MSS avec les différentes sources de carbone 

testées, le pH est alcalin le jour de production optimale. Ceci suggère que les activités 

antimicrobiennes sont produites à un pH basique. Ces résultats sont en corrélation avec ceux obtenus 

par Boubetra (2013) et avec de nombreux autres travaux. S’agissant des recherches fait sur 

l’optimisation de la production des antibiotiques, où l’activité est mesurée à des pH différents, il 

apparait que la production optimale à lieu à un pH basique (Hata et al., 1971; Larpent et Sanglier, 

1989; Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992; Jain et al., 2011). 

Sur les quatre sources de carbone testées, le saccharose a permis une bonne croissance et de 

meilleures activités antimicrobiennes de la souche SA 198, il est suivi du fructose et du glucose. 

Alors qu’en présence des dextrines, la production de l’activité antimicrobienne est presque nulle.  

Ces résultats sont en corrélation avec ceux obtenus par Laassami (2015). Un résultat analogue est 

aussi obtenu par Islam et al. (2009), lors de la production des antibiotiques par la souche S. 

albidoflavus C247. Le saccharose est apparu meilleure source de carbone également dans le travail 

de Thakur et al. (2009). En revanche, d’autres études rapportent que les plus faibles productions des 

activités antimicrobiennes ont été obtenues avec le saccharose (Ababutain et al., 2013; Arasu et al., 

2014).  

Le fructose dans notre cas s’est révélé la meilleure source de carbone après le saccharose avec des 

diamètres d’inhibition assez appréciables comparés à ceux obtenus avec le glucose et les dextrines.  

Certains travaux rapportent en effet, que la biosynthèse de l’activité antimicrobienne est meilleure 

en présence de fructose, tel que la production d’oléandomycine par Streptomyces antibioticus 

(Vilches et al., 1990), d’actinomycine -D par S. halstedii (Praveen et al., 2008), de néomycine par 

S. fradiae NCIM2418 (Vastrad et al., 2011). En contrepartie, d’autres travaux rapportent une 

réduction ou même une absence de production en présence du fructose (Thakur et al., 2009; Gunda 

et al., 2013). 

D’autre part les faibles diamètres d’inhibition obtenus avec le glucose sont en accord avec ceux de 

Sanchez et al. (2010), qui rapportent que le glucose a un effet défavorable sur la biosynthèse des 

antibiotiques. Il diminue la production de la nystatine (Jonsbu et al., 2002), de l’avilamycine (Zhu 

et al., 2007) et de la néomycine (Vastrad et al., 2011). Dans ces cas, le glucose réprime la 

biosynthèse des antibiotiques en inhibant les enzymes impliquées. Par exemple, le glucose a un effet 

négatif sur l’action de phénoxazinone synthétase et N-acétyl kanamycine amidohydrolase, deux 

enzymes impliquées dans les voies de biosynthèse de l’actinomycine et de la kanamycine, 

respectivement (Galo et al., 1972; Satoh et al., 1976). D’autre études sur la production des 

antibiotiques par Sa. algeriensis (Lamari, 2006), où les souches ERI-1, ERI-3, ERI-26 de 
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Streptomyces (Arasu et al., 2014) ont fait ressortir par contre le glucose comme meilleure source de 

carbone. 

En présence des dextrines dans le milieu de culture, aucune activité antifongique n’est détectée, par 

contre l’activité antibactérienne est soit faible (contre Bs) ou nulle (contre Sa). Ces résultats 

contredisent ceux obtenus par Laassami (2015) où des bonnes activités antimicrobiennes sont 

enregistrées en présence des dextrines. Lamsaïf (1992) a trouvé les dextrines comme meilleure 

source de carbone et d’énergie pour la production de la spiramycine, plus que le glucose et le 

fructose. Chez certaines souches d’actinobactéries comme le rapporte les travaux de Lounès et al. 

(1995) et Lebrihi et al. (1988a), les sources de carbone lentement assimilées (comme les 

polysaccharides tel que les dextrines) permettent d’avoir un apport de carbone de façon lente, mais 

continue et donc de meilleurs rendements de production d’antibiotiques. 

 

III. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE ANTIBIOTIQUE PAR LA METHODE DES 

DISQUES DE PAPIER  

1. Résultats 

         L’extraction des antibiotiques sécrétés par la souche SA198 sur milieu MSS est réalisée au 

10ème jour de fermentation qui correspond au jour optimal de production. Après centrifugation des 

cultures, l’extraction est effectuée sur les filtrats de culture en utilisant le dichlorométhane, tel que 

décrit par Boubetra (2013). Seules les phases organiques sont récupérées et testées par la méthode 

des disques de papier (antibiographie) contre SARM ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 30300, 

et Umbelopsis ramanniana NRRL 1829. Les extraits obtenus sont de couleur brun foncé quand ils 

sont concentrés et jaune quand ils sont dilués. Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 

17 et 18. 

    1.1. Tests des disques de papier en fonction des sources d’azote  

         Après antibiographie, nous constatons que les résultats des activités antibactériennes sont 

différentes de ceux notés avec l’activité antifongique et ce pour les quatre sources d’azote testées 

(Figure 17). Concernant l’extrait de levure, l’activité est importante contre Bs (20 mm), moins 

importante contre Sa (18 mm) et seulement 14 mm avec Ur. Pour l’extrait de malt, les activités 

contre Bs; Sa; Ur sont de 18; 16 et 10 mm respectivement. Dans le cas de la peptone, l’activité est 

nulle contre Bs et Ur, et faible contre Sa (10 mm). Le Corn steep liquor, montre des zones 

d’inhibition similaires contre Bs et Sa (16 mm), et une inhibition modéré contre Ur (12 mm). 

    1.2. Tests des disques de papier en fonction des sources de carbone  

         La figure 18 montre des activités importante vis-à-vis des trois germes dans le cas du 

saccharose (30 mm; 20 mm et 18 mm, pour Bs; Sa et Ur, respectivement). Dans le cas du glucose 
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et la dextrine, une zone d’inhibition de 10 mm est notée contre Bs, alors que les souches Ur et Sa se 

sont montrées résistantes. L’activité antimicrobienne est modérée dans le cas du fructose, avec des 

zones d’inhibitions de 16 mm contre Sa et Ur, et 20 mm contre Bs. 

 

 

Figure 17. Activités antimicrobienne par antibiographie «sources d’azote» de la souche SA 198 

                  contre Bs, Sa et Ur.     

 

 

Figure 18. Activités antimicrobienne par antibiographie «sources de carbone» de la souche SA 198                             

                    contre Bs, Sa et Ur.  

 

2. Discussion 

         Les extraits du filtrat de culture de la souche SA 198 se sont révélés actifs, et ont permis de 

détecter par antibiographie des zones d’inhibition presque similaires à celles obtenues par la 

méthode de diffusion des puits. 

En effet, en comparant les activités antimicrobiennes obtenues par antibiographie avec celles 

obtenues par la méthode des puits pour ce qui est des sources d’azote, nous remarquons que les 
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activités dans le cas de l’extrait de malt sont extractibles pour les trois germes cibles. Cependant les 

résultats obtenus avec les autres sources d’azote (extrait de levure et peptone), des pertes d’activité 

ont été constatées dans le cas de Ur et Sa, par contre l’activité contre Bs est restée la même. Pour le 

corn steep liquor, des résultats presque similaires sont obtenus contre Sa et Bs, avec une perte 

d’activité contre Ur. 

Concernant les sources de carbone, nous notons une perte d’activité sur les trois germes dans le cas 

de l’utilisation du glucose comme source de carbone. Pour le saccharose, une perte d’activité contre 

Sa et Ur, et un gain d’activité contre Bs sont observées. Dans le cas des dextrines, les mêmes 

résultats sont observés pour Ur et Sa, avec une perte d’activité contre Bs. En ce qui concerne le 

fructose l’activité contre Bs s’est révélée presque la même pour les deux méthodes, par contre une 

absence d’activité est observée contre Ur et Sa. 

Globalement, l’extraction des antibiotiques via solvant organique, a donné des activités 

antimicrobiennes dans le cas de la variation des sources d’azote moins importantes par rapport à 

celles obtenues par la méthode des puits, tandis que dans le cas des sources de carbone, à l’exception 

du saccharose, l’activité est extractible du fait qu’elle est restée la même que dans le filtrat et mêmes 

parfois, des activités plus importantes étaient signalées après extraction. 

Aussi suivant ces résultats nous pouvons constater que les antibiotiques antibactériens sont mieux 

extractibles que les antibiotiques antifongiques.  

La perte d’activité dans la méthode de disques de papier peut être expliquée par le fait que les 

molécules bioactives de la souche SA 198 se sont concentrées dans la phase aqueuse plutôt que dans 

la phase organique, en d’autres termes, les molécules actives sont plutôt hydrophiles et non 

extractibles par le solvant. En revanche, le gain d’activité antimicrobienne dans cette méthode 

s’explique par le fait que les antibiotiques de cette souche se trouvent dans la phase organique 

(molécules hydrophobes) et sont extractibles par le dichlorométhane.  

 

IV. MODELISATION DE L’ACTIVITE ANTIMIROBIENNE DE LA SOUCHE SA 198 

1. Résultats 

    1.1. Plan de Plackett-Burman (PB) 

   L'importance des six composants, Extrait de levure; Saccharose; KH2PO4; K2HPO4; CaCl2 et 

NaCl sur la production des biomolécules antifongiques et antibactériennes a été étudiée par le plan 

Plackett-Burman et a permis de mesurer la réponse Y qui est l’activité antimicrobienne estimée en 

millimètre à l’égard de trois germes cibles à savoir SARM ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 

30300 et Umbelopsis ramanniana NRRL 1829. 
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La modélisation des résultats par le logiciel Minitab 16.0 a permis de sélectionner parmi les six 

paramètres opératoires cités, les facteurs les plus significatifs sur la production d’antibiotiques. Cette 

analyse statistique identifie les variables qui ont un effet significatif positif sur la production 

d’antibiotiques. L’ensemble des résultats sont repris par germe cible dans les tableaux 8, 9 et 10 ci-

dessous, et représentent les diamètres d’inhibition des 26 expériences du test d’activité pour chaque 

germe cible étudié, aussi les effets obtenus sont illustrés dans les figures 19, 20 et 21. 

 

Tableau 8. Résultats obtenus avec le plan PB des 26 expériences mesurant la production 

d’antibiotique contre le germe SARM ATCC 43300.  

 

X1: Extrait de levure; X2: Saccharose; X3: KH2PO4;X4: K 2HPO4; X5: CaCl2 :X6: NaCl ; 
Y: diamètre d’inhibition en mm. 

 

 

Nombre           

d’expériences 

 

Variables codantes 

Réponse 

SARM 43300 

Y (M) X1 X2 X3 X4 X5 X6 

Expérience 1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 18 

Expérience 2 0 0 0 0 0 0 14 

Expérience 3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 14 

Expérience 4 +1 -1 -1 -1 +1 +1 00 

Expérience 5 -1 +1 +1 +1 -1 +1 00 

Expérience 6 -1 -1 +1 +1 +1 -1 00 

Expérience 7 +1 +1 -1 +1 +1 -1 22 

Expérience 8 -1 +1 -1 -1 -1 +1 25 

Expérience 9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 22 

Expérience 10 +1 -1 +1 -1 -1 -1 22 

Expérience 11 +1 -1 +1 +1 -1 +1 12 

Expérience 12 +1 +1 -1 +1 -1 -1 22 

Expérience 13 -1 -1 -1 +1 +1 +1 18 

Expérience 14 +1 +1 +1 -1 +1 +1 20 

Expérience 15 0 0 0 0 0 0 22 

Expérience 16 -1 +1 +1 -1 +1 -1 00 

Expérience 17 +1 -1 -1 -1 +1 +1 00 

Expérience 18 -1 +1 +1 +1 -1 +1 00 

Expérience 19 -1 -1 +1 +1 +1 -1 00 

Expérience 20 +1 +1 -1 +1 +1 -1 20 

Expérience 21 -1 +1 -1 -1 -1 +1 22 

Expérience 22 -1 -1 -1 -1 -1 -1 22 

Expérience 23 +1 -1 +1 -1 -1 -1 14 

Expérience 24 +1 -1 +1 +1 -1 +1 10 

Expérience 25 +1 +1 -1 +1 -1 -1 15 

Expérience 26 -1 -1 -1 +1 +1 +1 20 
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En observant les graphes obtenus et illustrés dans les figures 19, 20 et 21, il apparait que les 

paramètres de culture ayant des effets significatifs se distinguent clairement entre paramètres 

influençant l’activité antibactérienne et paramètres influençant l’activité antifongique. En effet, 

selon les figures 19 et 20 représentant l’effet des six paramètres sur l’activité antibactérienne  

vis-à-vis du SARM et du Bs, le seul composé qui se distingue du reste est bien la concentration en 

KH2PO4 dans le milieu de culture. Contrairement à Ur où se sont les variables CaCl2 et Saccharose 

qui jouent un rôle significatif influençant la réponse.  
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Figure 19. Effet des paramètres de culture étudiés sur milieu semi synthétique (MSS), sur l’activité 

antibactérienne de la souche SA 198 vis-à-vis de SARM ATCC43300.  
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En ce qui concerne le germe cible SARM ATCC 43300, la figure 19a représentant la charte de 

Pareto, montre clairement l’effet significatif du seul facteur X3 donc le KH2PO4 sur la production 

de l’activité antibactérienne par la souche SA 198. 

Par ailleurs la représentation normale plot (Figure 19b) et le Half normale plot (Figure 19c) 

confirment ce résultat, à savoir le KH2PO4, comme seul facteur significatif se distinguant du reste 

des autres paramètres, et influençant la production d’antibiotiques chez la souche SA198. 

 

Tableau 9. Résultats obtenus avec le plan PB des 26 expériences mesurant la production 

d’antibiotique contre le germe Bs ATCC 30300. 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

X1: Extrait de levure; X2: Saccharose; X3: KH2PO4; X4: K 2HPO4; X5: CaCl2 : X6: NaCl; 
Y: diamètre d’inhibition en mm. 

 
Pour le germe cible Bs ATCC 30300, la figure 20a de la charte de Pareto, distingue le seul facteur 

X3: KH2PO4, comme seul paramètre significatif ayant une influence sur la production de l’activité 

 

Nombre           

d’expériences 

 

Variables codantes 

Réponse 

Bs 30300 

Y (M) X1 X2 X3 X4 X5 X6 

Expérience 1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 20 

Expérience 2 0 0 0 0 0 0 00 

Expérience 3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 00 

Expérience 4 +1 -1 -1 -1 +1 +1 00 

Expérience 5 -1 +1 +1 +1 -1 +1 00 

Expérience 6 -1 -1 +1 +1 +1 -1 00 

Expérience 7 +1 +1 -1 +1 +1 -1 25 

Expérience 8 -1 +1 -1 -1 -1 +1 20 

Expérience 9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 25 

Expérience 10 +1 -1 +1 -1 -1 -1 14 

Expérience 11 +1 -1 +1 +1 -1 +1 10 

Expérience 12 +1 +1 -1 +1 -1 -1 10 

Expérience 13 -1 -1 -1 +1 +1 +1 15 

Expérience 14 +1 +1 +1 -1 +1 +1 18 

Expérience 15 0 0 0 0 0 0 20 

Expérience 16 -1 +1 +1 -1 +1 -1 00 

Expérience 17 +1 -1 -1 -1 +1 +1 00 

Expérience 18 -1 +1 +1 +1 -1 +1 16 

Expérience 19 -1 -1 +1 +1 +1 -1 00 

Expérience 20 +1 +1 -1 +1 +1 -1 24 

Expérience 21 -1 +1 -1 -1 -1 +1 28 

Expérience 22 -1 -1 -1 -1 -1 -1 25 

Expérience 23 +1 -1 +1 -1 -1 -1 25 

Expérience 24 +1 -1 +1 +1 -1 +1 00 

Expérience 25 +1 +1 -1 +1 -1 -1 24 

Expérience 26 -1 -1 -1 +1 +1 +1 26 
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antibactérienne par la souche SA 198. Aussi comme dans le cas du germe SARM ATCC 43300, la 

représentation normale plot (Figure 20b) et le Half normale plot (Figure 20c) confirment ce 

résultat. 

a  

NaCl

EL

SACCHA

K2HPO4

CaCl2

KH2PO4

2,01,51,00,50,0

Te
rm

Standardized Effect

2,101

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Y (MM), Alpha = 0,05)

 

b  
3210-1-2-3

99

95

90

80

70

60

50

40

30

20

10

5

1

Standardized Effect

Pe
rc

en
t

Not Significant

Significant

Effect Type

KH2PO4

Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Y (MM), Alpha = 0,05)

 

c  
2,52,01,51,00,50,0

98

95

90

85

80

70

60

50

40

30

20

10

0

Absolute Standardized Effect

Pe
rc

en
t

Not Significant

Significant

Effect Type

KH2PO4

Half Normal Plot of the Standardized Effects
(response is Y (MM), Alpha = 0,05)

 

Figure 20. Effet des paramètres de culture étudiés sur milieu semi synthétique (MSS), sur l’activité 

antibactérienne de la souche SA 198 vis-à-vis de Bs ATCC 30300.  

 

Dans le cas de la recherche des paramètres influençant la production de l’activité antifongique par 

SA 198 contre Ur NRRL 1829, les réponses obtenues lors des test d’activité, ont permis de déduire 

à partir du logiciel de traitement, les graphes portés dans la figure 21, où l’on conclut selon la chart 

de Pareto (Figure 21a), que les variables qui ont un rôle dans la synthèse de l’activité antifongique, 
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sont les variables X1 et X5, résultat vérifié avec les représentations normale plot (Figure 21b) et 

Half normale plot (Figure 21c). 

 

Tableau 10. Résultats obtenus avec le plan PB des 26 expériences mesurant la production 

d’antibiotique contre le germe Ur NRRL 1829.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

X1: Extrait de levure; X2: Saccharose; X3: KH2PO4; X4: K 2HPO4; X5: CaCl2: X6: NaCl; 
Y: diamètre d’inhibition en mm. 

 
A la lumière de ces résultats observés avec les trois germes cibles et traités avec le logiciel Minitab 

16.0, les paramètres de culture significatifs influençant l’activité antimicrobienne ont été 

sélectionnés et retenus pour la suite de la modélisation. 

 Pour l’optimisation de la production de molécules antibactériennes par la souche SA 198, 

dirigées contre Sa 43300 et Bs 30300, l’étude se poursuit en recherchant, la concentration 

 

Nombre           

d’expériences 

 

Variables codantes 

Réponse 

Ur 1829 

Y (M) X1 X2 X3 X4 X5 X6 

Expérience 1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 00 

Expérience 2 0 0 0 0 0 0 00 

Expérience 3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 00 

Expérience 4 +1 -1 -1 -1 +1 +1 00 

Expérience 5 -1 +1 +1 +1 -1 +1 00 

Expérience 6 -1 -1 +1 +1 +1 -1 00 

Expérience 7 +1 +1 -1 +1 +1 -1 00 

Expérience 8 -1 +1 -1 -1 -1 +1 00 

Expérience 9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 10 

Expérience 10 +1 -1 +1 -1 -1 -1 10 

Expérience 11 +1 -1 +1 +1 -1 +1 10 

Expérience 12 +1 +1 -1 +1 -1 -1 00 

Expérience 13 -1 -1 -1 +1 +1 +1 00 

Expérience 14 +1 +1 +1 -1 +1 +1 00 

Expérience 15 0 0 0 0 0 0 00 

Expérience 16 -1 +1 +1 -1 +1 -1 00 

Expérience 17 +1 -1 -1 -1 +1 +1 00 

Expérience 18 -1 +1 +1 +1 -1 +1 00 

Expérience 19 -1 -1 +1 +1 +1 -1 08 

Expérience 20 +1 +1 -1 +1 +1 -1 00 

Expérience 21 -1 +1 -1 -1 -1 +1 00 

Expérience 22 -1 -1 -1 -1 -1 -1 00 

Expérience 23 +1 -1 +1 -1 -1 -1 00 

Expérience 24 +1 -1 +1 +1 -1 +1 00 

Expérience 25 +1 +1 -1 +1 -1 -1 00 

Expérience 26 -1 -1 -1 +1 +1 +1 00 
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idéale du paramètre KH2PO4.Toutefois en rajoutant des paramètres supplémentaires à savoir 

le temps d’incubation et le pH.  

 Pour l’optimisation de la production de l’activité antifongique par la souche SA 198 dirigée 

contre UR 1829, le travail se fera en recherchant les concentrations optimales des composés 

(facteurs) Saccharose et CaCl2, en rajoutant le temps d’incubation. 
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Figure 21. Effet des paramètres de culture étudiés sur milieu semi synthétique (MSS), sur l’activité 

antifongique de la souche SA 198 vis-à-vis d’Ur NRRL 1829.  
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    1.2. Optimisation de la production des molécules antifongiques contre Ur 1829  sur milieu 

semi synthétique MSS 

         Les résultats de « Response Surface Methodology RSM » pour l’étude des trois variables 

significatives: Saccharose (X1), CaCl2 (X2), et temps d’incubation (X3), sont présentés dans le 

tableau ci-dessous avec les valeurs obtenues ou réponses (zones d’inhibition).  

La zone d’inhibition maximale reflétant un maximum de production de molécules antifongiques, a 

été observée en position 15 avec 5 g/L de saccharose, 1g/L de CaCl2 et à 12 jours d’incubation 

(Tableau 11). 

 

Tableau 11. Modèle expérimental et résultats de la RSM pour la production d’antifongiques contre 

Ur 1829 par la souche SA 198 sur le milieu semi synthétique. 

  

 X1 : Saccharose; X2 : CaCl2; X3: Temps d’incubation. 

Afin de comprendre l’effet des variables étudiées (Saccharose; CaCl2 et Temps d’incubation) sur 

la production des molécules antifongiques par la souche SA 198, la méthode RSM utilisée, a permis 

de fournir par le biais de la représentation « contour plot », les moyens de visualiser les interactions 

entre les variables sus citées et d’estimer ainsi le niveau optimum de chaque facteur pour obtenir la 

meilleure réponse possible de diamètre d’inhibition. 

 

     

Expérience Modèle 

Valeurs codes Valeurs réelles 
Y  

obtenue 

(mm) 

Ur  
X1 X2 X3 

X1 

(g/L) 

X2 

(g/L) 

X3 

(Jours) 

1 +  +  0 1 1 0 15 1,5 10 0 

2 0  0  0 0 0 0 10 1 10 14 

3 0  -  - 0 -1 -1 10 1 8 0 

4 +  0  - +1 0 -1 15 1 8 0 

5 +  0  + +1 0 +1 15 1 12 0 

6 +  -  0 +1 -1 0 15 0,5 10 0 

7 0  +  + 0 +1 +1 10 1,5 12 15 

8 -  -  0 -1 -1 0 5 0,5 10 8 

9 0  0  0 0 0 0 10 1 10 0 

10 -  +  0 -1 +1 0 5 1,5 10 16 

11 0  +  - 0 +1 -1 10 1,5 8 14 

12 -  0  - -1 0 -1 5 1 8 14 

13 0  0  0 0 0 0 10 1 10 8 

14 0  -  + 0 -1 +1 10 0,5 12 0 

15 -  0  + -1 0 +1 5 1 12 18 
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      1.2.1. Détermination des interactions entre les variables dans le milieu de production des 

molécules antifongiques dirigées contre Ur 1829 

     Les contours plots obtenus par Minitab 16.0 montrant les interactions entre paire de facteurs 

permettant de déterminer la zone (plage) des meilleurs résultats entre deux variables, sont illustrés 

dans les figures 22, 23 et 24. 

         1.2.1.1. Interaction entre X1 (Saccharose) et X2 (CaCl2) 

     Les interactions entre les deux variables, X1: saccharose et X2: CaCl2 sont illustrées par le 

graphique contour plots (Figure 22). 

 

Figure 22. Contour plot définissant l’interaction entre X1: Saccharose et X2: CaCl2 pour une 

valeur fixée de X3 (temps d’incubation) =10 jours. 

Cette figure montre les différentes plages de production de l’activité antifongique qui se traduisent 

par des zones d’inhibitions. La plage en vert clair représente l’intervalle de concentrations entre 

X1 et X2 où l’on retrouve une zone d’inhibition nulle (00 mm) et donc aucune production 

d’antibiotique. Cet intervalle se situe entre (12g –15g) pour le saccharose, et entre (0,5g - 0,9g) 

pour le CaCl2 (Figure 22). 

La plage vert foncé représente l’intervalle de concentration entre X1 et X2 où l’on retrouve la zone 

d’inhibition la plus importante (>16 mm), ce qui signifie une bonne production. Cet intervalle se 

situe entre (5g – 7,4g) pour le saccharose et (1,2g -1,5g) pour le CaCl2 (Figure 22). 

         1.2.1.2. Interaction entre X1 (Saccharose) et X3 (Temps d’incubation) 

         La plage en bleue représente l’intervalle de valeurs entre X1 et X3 où l’on retrouve une zone 

d’inhibition très petite (4,5-7 mm) et donc une très faible production d’antibiotique. Cet intervalle 

se situe entre (10g –12,5g) pour le saccharose, et entre (8 -12 jours) pour le temps d’incubation 

(Figure 23). En revanche, la plage vert foncé représente l’intervalle de valeurs entre X1 et X2 où 

l’on retrouve la zone d’inhibition la plus importante (>14,5 mm), ce qui signifie une bonne 
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production. Cet intervalle se situe entre (5g – 6,5g) pour le saccharose et (11 -12 jours) pour le 

temps d’incubation (Figure 23). 

 

Figure 23. Contour plot définissant l’interaction entre X1: Saccharose et X3: temps d’incubation 

                   pour une valeur fixée de X2 (CaCl2) =1 g.      

         1.2.1.3. Interaction entre X2 (CaCl2) et X3 (Temps d’incubation) 

         La plage en bleue représente l’intervalle de valeurs entre X2 et X3 où l’on retrouve une zone 

d’inhibition très petite (4-6 mm) et donc une production d’antibiotique quasi nulle. Cet intervalle 

se situe entre (0,5g –0,65g) pour le CaCl2, et entre (8 -10,8 jours) pour le temps d’incubation 

(Figure 24).Par contre, la plage vert foncé représente l’intervalle de valeurs entre X2 et X3 où l’on 

retrouve la zone d’inhibition la plus importante (>12 mm), ce qui signifie une bonne production. 

Cet intervalle se situe entre (1,4-1,5g) pour le CaCl2 et (11,5 -12 jours) pour le temps d’incubation 

(Figure 24). 

 

Figure 24. Contour plot définissant l’interaction entre X2: CaCl2 et X3: temps d’incubation  pour 

une valeur fixée de X3 (Saccharose) =10g. 
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    1.3. Optimisation de la production antibactérienne  pour les germes SARM 43300 et BS 

30300 sur milieu semi synthétique MSS  

         Pour l’optimisation par RSM via le plan Box-Behnken des trois variables: KH2PO4 (X1), pH 

(X2) et temps d’incubation (X3); les réponses sont reprises dans le tableau 12 pour les deux 

bactéries testées. Ainsi en ce qui concerne aussi bien Bs 30300, que SA 43300, les réponses les plus 

favorables sont obtenues en position 11 avec  0,3 g/L de KH2PO4,  un pH de 7,2 et après 8 jours 

de culture (Tableau 11). Des valeurs d’inhibitions appréciables aussi sont enregistrées en position 

1 à 0,5 g/L de KH2PO4, un pH de 9,2 et après 8 jours d’incubation. 

Là encore, l’effet des variables étudiées (KH2PO4; pH et Temps d’incubation) sur la production 

des molécules antibactériennes par la souche SA 198, a été étudié par la méthode RSM pour nous 

renseigner via la représentation « contour plot », sur les interactions entre les variables sus citées et 

de ce fait évaluer le niveau optimum de chaque facteur pour obtenir la meilleure réponse possible 

de diamètre d’inhibition. 

 

Tableau 12. Modèle expérimental et résultats de la RSM pour la production de molécules bioactive 

contre SARM et Bs par la souche SA 198 sur le milieu semi synthétique. 

 

 
X1: KH2PO4 ; X2: pH; X3: temps d’incubation. 

 

 

Expérience Modèle 

Valeurs codes 

 

Valeurs réelles 

 

Y  

Sa 

obtenue 

(mm) 

Y 

Bs 

obtenue 

(mm) 
X1 X2 X3 X1 

(g/L) 

X2 

 

X3 

(Jours) 

1 0  +  - 0 1 -1 0,5 9,2 8 20 28 

2 +  +  0 0 +1 +1 0,5 9,2 12 0 0 

3 -  -  - -1 -1 -1 0,3 5,2 10 0 20 

4 0  0  - 0 0 -1 0,5 5,2 8 24 24 

5 0  0  + 0 0 +1 0,5 7,2 10 0 0 

6 -  -  + -1 -1 +1 0,3 7,2 12 0 0 

7 0  +  + 0 +1 +1 0,5 7,2 10 20 16 

8 0  -  0 0 -1 0 0,5 7,2 10 0 0 

9 +  0  + +1 0 +1 0,7 7,2 12 0 0 

10 +  +  0 +1 +1 0 0,7 9,2 10 20 24 

11 -  0  - -1 0 -1 0,3 7,2 8 28 30 

12 +  0  - +1 0 -1 0,7 7,2 8 24 16 

13 -  +  0 -1 +1 0 0,3 9,2 10 20 20 

14 +  -  0 +1 -1 0 0,7 5,2 10 20 20 

15 0  -  + 0 -1 +1 0,5 5,2 12 0 0 
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      1.3.1. Détermination des interactions entre les variables dans le milieu de production des 

molécules antibactériennes dirigées contre Sa 43300 et Bs 30300 

         Les contours plots obtenus par Minitab 16.0 montrant les interactions par paire de facteurs 

permettent de déterminer la zone des meilleurs résultats entre deux variables, sont illustrés dans les 

figures 25, 26 et 27. 

         1.3.1.1. Interaction entre X1 (KH2PO4) et X2 (pH)  

         Les interactions entre les deux variables, X1: KH2PO4 et X2: pH et ce pour les deux germes 

testés SA 43300 et Bs 30300 sont illustrées par le graphique contour plots, figures 25a et 25b 

respectivement. 

La plage en vert clair (Figure 25a) représente l’intervalle de valeurs entre X1 et X2 où l’on retrouve 

une zone d’inhibition très petite contre Sa 43300 seulement (6-9 mm) et donc une très faible 

production d’antibiotique. Cet intervalle se situe entre (0,43g –0,53g) pour le KH2PO4, et entre     

(5,2 -7) pour le pH (Figure 25a).  

a  

b  

Figure 25. Contour plot définissant l’interaction entre X1: KH2PO4; et X2: pH  pour une valeur 

fixée de X3 (temps d’incubation) =10 jours. a: Sa 43300; b: Bs 30300. 
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En ce qui concerne l’activité contre Bs 30300 (Figure 25b), la plage en bleue représente l’intervalle 

de valeurs entre X1 et X2 où l’on retrouve une zone d’inhibition très petite (6-9 mm). Cet intervalle 

se situe entre (0,42g –0,65g) pour le KH2PO4, et entre (5,8 -8,2) pour le pH (Figure 25b). Par 

contre, pour une zone d’inhibition plus importante (>18 mm) et ce pour les deux bactéries Sa et Bs, 

la plage vert foncé (Figure 25) donne des intervalles de valeurs se situant entre (0,3g-0,33g) pour 

le KH2PO4 dans le cas de Sa et entre (0,3g-0,32g) de KH2PO4 dans le cas de Bs. Pour cette même 

activité importante (>18 mm), des intervalles de pH de (8,9 -9,2) pour le Sa (Figure 25a) et de (9,1 

-9,2) pour Bs (Figure 25b).  

         1.3.1.2. Interaction entre X1 (KH2PO4) et X3 (Temps d’incubation)  

         Les interactions entre les deux variables, X1: KH2PO4 et X3: Temps d’incubation, pour les 

deux germes testés SA 43300 et Bs 30300 sont illustrées par le graphique contour plots, figures 26a 

et 26b respectivement. 

a  

b  
 
Figure 26. Contour plot définissant l’interaction entre X1: KH2PO4 et X3: temps d’incubation 

pour une valeur fixée de X2 (pH) =7,2. a: Sa 43300; b: Bs 30300. 

pH 7,2

Hold Values

KH2PO4

T
EM

P
S

 I
N

C
U

B
A

T
IO

N

0,680,640,600,560,520,480,440,400,360,32

12

11

10

9

8

>  

–  

–  

–  

–  

–  

<  0

0 5

5 10

10 15

15 20

20 25

25

Y(MM)

Contour Plot of Y(MM) vs TEMPS INCUBATION; KH2PO4

pH 7,2

Hold Values

KH2PO4

T
EM

P
S

 I
N

C
U

B
A

T
IO

N

0,680,640,600,560,520,480,440,400,360,32

12

11

10

9

8

>  

–  

–  

–  

–  

–  

<  0

0 5

5 10

10 15

15 20

20 25

25

Y(MM)

Contour Plot of Y(MM) vs TEMPS INCUBATION; KH2PO4



Résultats et discussions 

57 
 

Les plages en bleue (Figure 26a) représentent l’intervalle de valeurs entre X1 et X2 où l’on retrouve 

une zone d’inhibition très petite voire nulle contre Sa 43300 (< 10 mm) et donc une très faible 

production d’antibiotique. Cet intervalle se situe entre (0,5g –0,7g) pour le KH2PO4, et entre (10 -

12 jours) pour le Temps d’incubation (Figure 26a).  

En ce qui concerne l’activité contre Bs 30300 (Figure 26b), les plages en bleue représentent 

l’intervalle de valeurs entre X1 et X2 où l’on retrouve une zone d’inhibition très petite voire nulle  

(<10 mm). Et comme dans le cas du germe Sa, cet intervalle se situe entre (0,5g –0,7g) pour le 

KH2PO4, et entre (10,5 -12 jours) pour le Temps d’incubation (Figure 26b). 

Par contre, pour une zone d’inhibition plus importante (>25 mm) et ce pour les deux bactéries SA 

et BS, la plage vert foncé (Figure 26) donne des intervalles de valeurs se situant entre (0,3g-0,41g) 

pour le KH2PO4 dans le cas de Sa et entre (0,3g-0,34g) de KH2PO4 dans le cas de Bs. Pour cette 

même activité importante (>25 mm), des intervalles de Temps d’incubation de (8 à 8,5 jours) 

pour le Sa et pour Bs (Figure 26).  

         1.3.1.3. Interaction entre X2 (pH) et X3 (Temps d’incubation)  

         Les interactions entre les deux variables, X2: pH et X3: Temps d’incubation, pour les deux 

germes testés SA 43300 et Bs 30300 sont illustrées par le graphique contour plots, figures 27a et 

27b respectivement. 

La plage en vert clair (Figure 27a) représente l’intervalle de valeurs entre X2 et X3 où l’on retrouve 

une zone d’inhibition faible, voire nulle contre Sa 43300 (0-5 mm). Cet intervalle se situe entre 

(5,5-8,5) de pH, et entre (9,8 -12 jours) de temps d’incubation (Figure 27a).  

Pour l’activité dirigée contre Bs 30300 (Figure 27b), les plages allant du bleue clair au bleue foncé 

représente l’intervalle de valeurs entre X1 et X2 où l’on retrouve une zone d’inhibition très petite 

(<10 mm). Cet intervalle se situe entre (5,5 –8,5g) pour le pH, et entre (10,5-12 jours) pour le 

temps d’incubation (Figure 27b). 

Par contre, pour une zone d’inhibition plus importante (>20 mm) et ce pour les deux bactéries SA 

et BS, les plages en vert foncé (Figure 27) donnent des intervalles de valeurs se situant entre (7,8-

9,2) pour le pH dans le cas de Sa et entre (8,9-9,2) de pH dans le cas de Bs. Pour cette même activité 

importante (>20 mm), des intervalles de temps d’incubation de (8 à 8,4 jours) pour le Sa et de    

(8 à 8,2 jours) pour Bs (Figure 27).  
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a  

b  

Figure 27.Contour plot définissant l’interaction entre X2: pH et X3: temps d’incubation pour une 

valeur fixée de X1 (KH2PO4) =0,5. a: Sa 43300; b: Bs 30300. 

    1.4. Rendement de la production  

 

         L’optimisation de la production d’antibiotique par la souche SA 198, en évaluant l’influence 

de chaque paramètre sur l’activité étudiée d’une part et les effets des interactions par paire de facteur 

d’autre part réalisée par la RSM a permit d’obtenir ou de déduire les concentrations optimales de 

chaque facteur (variable). Ainsi, pour chacun des deux milieux optimisés, à savoir celui consacré à 

la production des molécules antifongiques dirigées contre Ur 1829 et le deuxième milieu de 

production des molécules antibactériennes dirigées contre Sa 43300 et Bs 30300, les valeurs 

optimales sont données dans les tableaux 13 et 14 et extraites des graphes illustrées sur les figures 

28 et 29.   
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Tableau 13. Valeurs optimales dans le milieu semisynthétique des facteurs influençant la 

production des molécules antifongiques dirigées contre Ur 1829. 

Variable Valeur 

optimale 

X1 : Saccharose 5g 

X2 :CaCl2 1,5g 

X3 : Temps d’incubation 12 jours 

 

 

Figure 28. Valeurs optimales des variables dans le milieu semisynthétique, pour une meilleure 

activité antifongique de la souche SA 198 contre Ur 1829.  

Tableau 14. Valeurs optimales dans le milieu semisynthétique des facteurs influençant la 

production des molécules antibactériennes dirigées contre Sa 43300 et Bs 30300. 

 

     

 

 

Variable Valeur 

optimale 

X1 : KH2PO4 0,3g 

X2 : pH 8 

X3 : Temps d’incubation 8 jours 
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Figure 29. Valeurs optimales des variables dans le milieu semisynthétique, pour une meilleure 

activité antibactérienne de la souche SA 198 contre Sa 43300 et Bs 30300.  

    1.5. Confirmation du model obtenu 

   Afin de vérifier la validité du modèle et ainsi confirmer les conditions optimales obtenues dans 

chaque milieu semi synthétique à savoir, pour le milieu de production de SA 198 des molécules 

antifongiques (X1=5g/L, X2=1,5g/L, X3=12 jours), pour le milieu de production de SA 198 des 

biomolécules antibactériennes (X1=0,3g/L, X2=8, X3=8 jours). Ces deux milieux ont été préparés 

puis testés contre les germes cibles correspondants.  

 Milieu de production de l’activité de SA 198 contre Ur 1829 

   Dans le milieu de production de SA 198 des molécules antifongiques, une activité antibiotique 

de  25 mm a été obtenue. Cette valeur expérimentale est proche de la valeur théorique ou prédite de 

22,46 mm (Figure 28) confirmant ainsi le modèle réalisé au cours de cette optimisation comme le 

montre le tableau 15. 

 

Tableau 15. Vérification expérimentale de l'effet combiné des conditions optimisées sur la réponse 

de l'activité antifongique. 

Variables codantes Activité antibiotique Y (mm) 

X1 

(Saccharose) 

X2 

(CaCl2) 

X3 

(Temps d’incubation) 

Avant 

optimisation 

Prédite Expérimentale 

5g/L 1,5g/L 12 jours 20 22,46    25  
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  Milieu de production de l’activité de SA 198 contre Sa 43300 et Bs 30300 

   Dans le milieu de production de SA 198 des molécules antibactériennes, une activité 

antibiotique de 33 mm a été obtenue contre SA 43300 et 30 mm contre Bs 30300 (Figure 30). 

Cette valeur expérimentale est proche de la valeur théorique ou prédite de 33 mm (Figure 29) 

confirmant ainsi le modèle réalisé au cours de cette optimisation comme le montre le tableau 16. 

 

Tableau 16. Vérification expérimentale de l'effet combiné des conditions optimisées sur la réponse 

de l'activité antibactérienne. 

Variables codantes Activité antibiotique Y (mm) 

X1  

(KH2PO4) 

X2 

 (pH) 

X3  

(Temps 

incubation) 

       

  Avant optimisation       Prédite        Expérimentale 

 

SA                    20                  33 32 

 

 

Bs                     30                  33  30 

 

0,3 g/L 

 

 

 

8 8  jours 

 

 

Figure 30. Les activités antibactériennes de la souche SA 198 de test de confirmation contre         

                  Sa 43300 et Bs 30300 par antibiographie. 

 

 

 

Sa 43300 Bs 30300 
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2. Discussion 

  Durant les étapes d’optimisation,  les sources nutritives sélectionnées ont joué un rôle 

important dans la production de l’activité antimicrobienne. En effet plusieurs études le montrent; ce 

rôle influe dans le déclanchement et l’intensité de la production des métabolites secondaires, limiter 

l'approvisionnement en aliment essentiel est l’un des moyens permettant de limiter la croissance du 

microorganisme, et peut avoir des effets sur la production de métabolites (Doull et Vining, 1990; 

Elibol, 2004).  

  Les concentrations optimales montrent que, pour améliorer la production d’antifongiques 

synthétisés par la souche SA 198, la concentration en source de carbone doit être inférieure à la 

concentration moyenne (5g/l au lieu de 10g/l). Zitouni (2005) avait constaté lors de ses travaux sur 

la souche SA 103 de Saccharothrix, que le rapport activité/biomasse était nettement plus élevé en 

présence de saccharose à 5 g/l mieux qu’à 10 g/l, en raison de la faible biomasse obtenue après 

consommation de ce sucre, aussi avait il conclut que le doublement de la concentration de la source 

de carbone provoquait la diminution des activités.  

La concentration en CaCl2 permettant l’amélioration de la production d’antifongique doit être 

supérieure à la valeur moyenne (1,5 g/l au lieu de 1g/l). Li et al. (2016) rapportent que le potentiel 

de production de streptochlorine par une souche de Streptomyces est maximale avec 2,5 g/L de 

CaCl2. Cependant le temps d'incubation exerce un effet positif sur l'activité antifongique, en effet,  

l'augmentation du temps de sa valeur minimale (8 jours) à sa valeur maximale (12 jours) fait 

augmenter la production de molécules bioactives alors que les valeurs d’activité sont très faibles à 

moins de 10 jours de fermentation. 

Pour la production de l’activité antibactérienne, la concentration optimale de KH2PO4 a été diminuée 

de 0,5g/L à 0,3g/L, ce qui n’était pas le cas pour Al-Sarrani al. (2005), où la concentration en KH2PO4 

fut plutôt augmentée, afin d’optimiser le potentiel antimicrobien d’une souche de champignon. 

Toutefois le temps d'incubation a été diminué de 10 à 8 jours pour la production de molécules 

bioactives.  

         Enfin, pour le pH, Fang et al. (2010) ont trouvé qu’il fallait revoir la valeur du pH initial à la 

hausse dans le milieu de production d’un antibiotique produit par une souche de Xenorhabdus 

nematophila. Ce qui était aussi notre cas où la production de l’activité antimicrobienne nécessitait 

de porter le pH initial vers des valeurs basiques. 
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         Au cours de ce travail, nous nous sommes proposé de sélectionner un milieu de base 

permettant d’obtenir les meilleures activités antagonistes dirigées contre deux bactéries et un 

champignon, aussi de détecter les facteurs nutritionnels influençant la production d’antibiotiques 

par la souche SA198 de Saccharothrix tamanrassetensis, enfin d'optimiser la production des 

molécules bioactives par le biais des méthodes statistiques.   

Dans la première partie du travail, nous avons déterminé l’activité antimicrobienne de la souche SA 

198 sur milieu solide. Les résultats de ce test ont montré que la souche SA 198 présentait de bonnes 

activités antimicrobiennes, ce qui permis de sélectionner, deux souches de bactéries et une souche 

de champignon parmi les plus sensibles comme germes cibles pour la suite de notre étude. Afin de 

confirmer ces résultats, un autre test d’antagonisme sur milieu solide est réalisé sur les trois germes 

cibles, par la méthode des cylindres d’agar. 

Suite à cela, nous nous sommes intéressés à l’étude de l’influence des sources d’azote et de carbone 

sur la production des antibiotiques par la souche SA 198 à travers des cinétiques. Pour cela, deux 

cinétiques de production, de croissance et de pH, sont réalisées dans le but, est de rechercher un 

milieu de culture favorable à la production d’antibiotiques.  

Dans la première cinétique, nous avons testé quatre sources d’azote dans un milieu synthétique 

(MS) contenant le glucose comme source de carbone. Les résultats, consacre l’extrait de levure 

meilleure source par rapport aux autres sources testées, nous l'avons donc retenu comme source 

d’azote pour la suite de notre étude.  

Dans la seconde cinétique, nous avons étudié l’effet de quatre sources de carbone sur la production 

des antibiotiques dans le milieu MS additionné d’extrait de levure comme source d’azote. La 

meilleure source de carbone s’est avérée être le saccharose. 

Pour les cinétiques, les activités antibiotiques ont été mesurées par la méthode de diffusion des 

puits. Les activités maximales des deux cinétiques sont notées au 10ème jour de fermentation et qui 

correspond au jour optimal de la production. Le même jour, une extraction des antibiotiques à partir 

des filtrats de culture est réalisée. Les extraits obtenus sont concentrés et analysés par 

antibiographie ceci, pour mesurer l’activité antibiotique produite.  

Une comparaison entre les résultats obtenus par la méthode des puits et celles obtenue par disques 

de papier a été ensuite réalisée.  

Dans la deuxième partie du travail, une optimisation de la production des molécules bioactives de la 

souche SA 198 a été menée. Cette optimisation a été conduite sur le milieu MSS à base d’extrait de 

levure et de saccharose, et réalisée en utilisant le plan de Plackett et Burman qui a permis de 

sélectionner les facteurs significatifs agissant sur l’activité antimicrobienne, suivi d’une 

optimisation statistique via « Response Surface Methodology ».  
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Les résultats du test de PB ont permis d’identifier le KH2PO4 comme le seul facteur significatif 

influençant la production antibactérienne (contre SARM ATCC 43300, Bs ATCC 30300), et le 

CaCL2 et le saccharose comme étant les facteurs influençant la production antifongique. Après 

l’optimisation par RSM, les concentrations optimales des paramètres significatifs ont été 

déterminées par germe cible; ainsi pour le milieu de production de l’activité antifongique: 

Saccharose- 5g/l, CaCl2-1,5 g/l, temps d’incubation-12 jours, MgSO4 (7 H2O) 0,2 g ; KH2PO4 

0,5 g ; K2HPO4 1 g ; NaCl 2 g ; FeSO4 (7H2O) 0,01 g ; eau distillée q.s.p. 1000 ml, pH ≈7,2. 

 Pour le milieu de production de l'activité antibactérienne: KH2PO4-0,3g/L, pH-9,2, temps 

d’incubation-8 jours; Saccharose-10 g/l ; CaCl2-1 g/l ; MgSO4 (7 H2O) 0,2 g ; K2HPO4 1 g ; NaCl 

2 g ; FeSO4 (7H2O) 0,01 g ; eau distillée q.s.p. 1000 ml. Des expériences de validation ont été 

également effectuées pour vérifier le modèle expérimental, et les résultats ont montrés que les 

valeurs d’inhibitions observées sont en accord avec celles prédites par le logiciel. 

 

Ce travail n’est qu’une étude préliminaire sur la production des antibiotiques à activité 

antimicrobienne par la souche SA 198 et aussi sur l’optimisation via RSM de cette synthèse. 

Cependant les perspectives qui en découlent, sont nombreuses : 

 

 Tester différentes concentrations de Corn Steep Liquor, étant donné son faible coût et ses 

résultats appréciables. 

 Tester des sources nutritionnelles moins onéreuses, telles que les déchets de l’industrie agro-

alimentaire (mélasses, farine de poisson, tourteaux de soja, son de blé...). 

 Réaliser des cultures de production, extraire les antibiotiques et injecter les extraits en 

HPLC, afin de voir les profils obtenus, puis récolter et tester les pics intéressant, et enfin les 

caractériser d’un point de vue chimique. 

 Optimiser d’autres paramètres culturaux à savoir: la quantité de l’inoculum, l’agitation, la 

température et les oligoéléments.  
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I. LES ACTINOBACTERIES   

1. Définition  

   Les actinobactéries sont des microorganismes procaryotes appartenant au phylum des 

Actinobacteria. Ce phylum regroupe des bactéries à Gram positif qui tendent à former des 

filaments ramifiés pouvant être assez développés pour former un véritable mycélium. Le diamètre 

de ces filaments varie entre 0,5 et 2 μm. Chez les actinobactéries, le pourcentage en 

« Guanine+Cytosine » est supérieur à 55 (Manuel de Bergey 2012).  

2. Ecologie des actinobactéries 

   Grâce à leur grande capacité d’adaptation aux différentes conditions environnementales et à 

leur grande variabilité métabolique, les actinobactéries sont universellement répandues dans 

presque tous les écosystèmes, avec une certaine préférence pour le sol qui demeure le réservoir le 

plus riche (Lechevalier, 1981; Goodfellow et Williams, 1983). Ces microorganismes représentent 

80% de la microflore tellurique (Singh et al., 2006). Le genre Streptomyces représente souvent 

plus de 80% des actinobactéries du sol et de divers autres substrats (Sabaou et al., 1998). Par 

ailleurs, les genres Actinoplanes et Micromonospora sont les plus répandus dans les milieux 

aquatiques (Goodfellow et al., 2012). Les sols sahariens d’Algérie ont montré une grande diversité 

en genres d’actinobactéries des plus abondantes aux plus rares, voire même très rares dans le 

monde, tels que Planomonospora, Streptosporangium, Actinomadura, Nocardioides, 

Saccharothrix, Saccharomonospora, Thermomonospora, Actinopolyspora, etc. Cependant, le 

genre Streptomyces reste prédominant (Boudjella, 1994; Sabaou et al., 1998; Zitouni et al., 2005; 

Meklat, 2012). 

Les actinobactéries sont en majorité saprophytes, mais certaines sont pathogènes pour l’homme 

(Mycobacterium tuberculosis, Nocardia asteroides), les plantes (Streptomyces scabies) ou les 

animaux (Actinomyces bovis) (Goodfellow et Wiliams, 1983; Peltola et al., 2001). 

3. Intérêt des actinobactéries 

    3.1. Dans le domaine pharmaceutique et médical 

        Les actinobactéries sont les plus prolifiques de tous les micro-organismes en tant que 

producteurs d'antibiotiques et de nombreux autres composés (vasodilatateurs, inhibiteurs 

d’enzymes, hormones, analgésiques, immunostimulants, immunosuppresseurs, antitumoraux, etc.) 

(Chang et al., 2011; Solecka et al., 2012; Saurav et Kannabiran, 2012; Karthik et al., 2013). Parmi 

les espèces d'actinobactéries, celles appartenant au genre Streptomyces prédominent dans la 
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production des antibiotiques et autres métabolites secondaires (Lam et al., 2007). Comme le 

montre le tableau 1 qui reprend quelques exemples d’espèces d’Actinobactéries et ce qu’elles 

produisent.  

Tableau 1. Exemples de molécules bioactives produites par les Streptomyces. 

 

Antibiotique Activité Streptomycète 

producteur 

Références 

Streptomycine Antibactérien S. griseus Aung, 1997. 

 Nystatine Antifongique S. noursei 

Néomycine Antibactérien S. fradiae 

Antimycine A Antifongique S. antibioticus 

Tunicamycine Antiviraux S. chartreusis  

 

Larpent et larpent 

gaurgaud, 1997. 

Actinomycine Anticancéreux S. antibioticus 

Mitomycine C Immunosuppresseurs S. caespitosus 

Avermectine Insecticides S. avermitilis 

Hygromycine B Antiparasitaires S. hygroscopicus 

Phosphonothricine Herbicides S. viridochromogenes 

Acide clavulanique Inhibiteur enzymatique S. clavuligerus Birnbaum et al., 1978. 

Spiramycine Antibactérien S. ambofaciens Colombié, 2005. 

1-Nonadécène Antibactériens et 

antifongiques 

Streptomyces sp. 

TN256 

Smaoui et al., 2011. 

3-ethyl,3- 

methylheptane 

Antibactériens Streptomyces sp. Nandhini et Selvan, 

2013. 

Streptophénazine Antibactériens et 

anticancéreux 

Streptomyces sp. 

BCC21835 

Bunbamrung et 

al.,2014. 

1, 2- benzene 

dicarboxylic acid, 

mono 2- ethylhexyl 

ester (DMEHE) 

Anticancéreux Streptomyces sp. 

VITSJK8 

Krishnan et al., 2014. 

 

Quercetin-3-O-β-

Lrhamnopyranosyl-

(1→6)-β-

Dglucopyranoside 

Anticancéreux Streptomyces sp. 

(ERINLG-4) 

Balachandran et al., 

2014. 

Validamycine A Antifongique S. hygroscopicus Zhou Zhong, 2015. 

 

    3.2. Dans le domaine agronomique 

        Les actinobactéries jouent un rôle très important dans la décomposition des substances 

organiques non dégradables par les autres microorganismes (comme les polymères complexes, les 

polysaccharides et la chitine) et donc dans la fertilité des sols (Lechevalier, 1981; Goodfellow et 

Williams, 1983). De plus, les actinobactéries du genre Frankia vivent en association avec de 
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nombreux plantes, tels que les aulnes, sur les racines desquels ils forment des nodules où l'azote 

gazeux est fixé (Becking, 1974; Lechevalier, 1981). 

Actuellement, plusieurs actinobactéries sont utilisées dans la lutte biologique des maladies des 

plantes et cela en raison de leurs propriétés antagonistes et leurs capacité de promouvoir la 

croissance des plantes à travers différents mécanismes (Sadeghi et al., 2009; Pliego et al., 2011). 

Les expériences menées par Merrouche (2000), Meklat (2004) et Muzammil (2012) ont permis 

d’évaluer les propriétés bioactives de Saccharothrix algeriensis contre les champignons 

phytopathogènes Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum et F. o. f. sp. Lini et son impact très 

intéressant sur la réduction des maladies des plantes dues à ces champignons. 

Toumatia (2015) a montré que certaines espèces du genre Streptomyces présente un effet PGPR 

(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria ou rhizobactéries promotrices de la croissance des 

plantes) (Kloepper et Schroth, 1978) sur les plantes de blé. Cette stimulation s’est traduite par une 

meilleure croissance racinaire, une meilleure genèse des feuilles et des taux de germination 

importants par la production de phytohormones et la solubilisation des phosphates inorganiques. 

Ainsi l’efficacité de ces espèces contre les maladies causées par des agents phytopathogènes 

comme Fusarium culmorum, F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici, F. oxysporum f. sp. lini, 

Botrytis cinerea, etc. 

    3.2. Dans divers autres domaines 

         Les actinobactéries participent à la dégradation des hydrocarbures et dans la minéralisation 

du phénol et des déchets industriels (Essien et Udosen, 2000). Les enzymes sont, après les 

antibiotiques, les produits les plus importants sécrétés par les actinomycètes. Certaines sont 

utilisées dans l’industrie agroalimentaire (glucose isomérase) et dans celle des détergents 

(protéases) (Moreira et al., 2002). Certaines espèces d’actinobacétries sont capables de dégrader 

les mycotoxines et de réduire leur teneur dans les produits alimentaires (Verheecke et al., 2014; 

Holzapfel et al., 2002). 

II. LES ANTIBIOTIQUES  

1. Définition 

        Les antibiotiques sont des métabolites secondaires (appelés aussi idiolites), de nature 

organiques, synthétisées par des microorganismes ou obtenus par synthèse ou hémi-synthèse 
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chimique, qui en solution, à faible concentration inhibent ou détruisent d’autres microorganismes 

(Bugnicourt, 1995).  

2. Résistance aux antibiotiques  

        Pour assurer son efficacité, l’antibiotique doit parvenir au contact de la bactérie, puis pénétrer 

dans la cellule afin de se fixer à une cible et perturber le fonctionnement du microorganisme, sans 

être détruit ni modifié. Si l’antibiotique n’arrive pas à pénétrer dans la bactérie ou à se fixer sur 

une cible, il devient inefficace, et dans ce cas le phénomène est appelé la résistance. Ainsi il existe 

de nombreux microorganismes pathogènes qui développent des résistances multiples aux 

antibiotiques. 

Dans le cas des bactéries, elles se défendent contre l'action des antibiotiques en utilisant plusieurs 

mécanismes :  

-Réduction de la perméabilité cellulaire aux ATB. 

- Inactivation de l'ATB par des enzymes. 

- Modification de la cible d'ATB. 

Ces résistances peuvent être naturelles ou acquises suite à des modifications de l'équipement 

génétique (chromosomique ou plasmidique) telle que les mutations spontanées, ou échange par 

conjugaison d’un plasmide ou d’un transposon (Davies et Mazel 1997; Joffin et Leyral, 2006).  

3. Recherche de nouvelles molécules antibiotiques 

        La surconsommation des antibiotiques aussi bien en santé humaine que sur le plan de 

l’élevage agricole a inévitablement entrainé l’apparition de souches microbiennes de plus en plus 

résistantes à ces molécules (Norrby et al., 2005). Ce phénomène de résistance ne cesse de 

s’accroitre et est devenu une préoccupation importante de l’humanité, ce qui justifie un besoin 

constant en nouvelles molécules antibiotiques, qui sont obtenues à partir des organismes vivants 

ou par synthèse chimique. 

    3.1. Actinobactéries productrices d’antibiotiques 

        Les actinobactéries constituent la principale source d’antibiotiques, avec près de 64 % des 

molécules d’origine microbienne (Kurtböke, 2012; Solecka et al., 2012; Jose et Jebakumar, 2014). 

La majeure partie des antibiotiques produits industriellement (environ 90%) sont sécrétés par les 

actinobactéries (Hamaki et al., 2005). Parmi les 8000 produits antimicrobiens décrits, le genre 

Streptomyces produit à lui seul environ 46% des antibiotiques, et il est considéré comme étant le 

plus grand producteur de ces molécules (Lazzarini et al., 2001, in Tiwari et Gupta, 2011; Solecka 

et al., 2012).  
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Il faut noter aussi qu’enivron 10% des antibiotiques sont sécrétés par les souches de 

Micromonospora et de Nocardia, tandis que les 10% restants sont sécrétés par les genres dites peu 

répandus ou parfois même rares tels que Actinomadura, Actinoplanes, Streptosporangium, 

Saccharopolyspora, Nocardiopsis,Saccharothrix, etc. (Lazzarini et al., 2000).  

L’intérêt que suscitent les actinobactéries rares dans ce domaine est justifié par le fait que de 

nombreux antibiotiques intéressants ont été isolés à partir de ces genres rares ou peu fréquents 

(Boudjella, 1994; Sabaou et al., 1998; Lazzarini et al., 2001; Barakate et al., 2002; Naidenova et 

Vladimirova, 2002; Donadio et al., 2002; Moncheva et al., 2002; Zitouni, 2005; Bouras, 2005; 

Boudjella, 2007; Genilloud et al., 2011; Merrouche, 2012; Boubetra, 2013). 

Parmi les molécules élaborées par les actinobactéries, 80% ont des activités biologiques diverses: 

antibactériennes (surtout), antivirales, antitumorales, antiprotozoaires, insecticides, etc, tandis que 

les 20% restantes sont des antifongiques (Sanglier et al., 1993; Eckwall et Schottel, 1997). 

4. Influence des conditions de culture sur la production des antibiotiques par les 

actinobactéries 

         La production des antibiotiques dépend de nombreuses conditions environnementales et 

nutritionnelles, dans lesquelles le microorganisme se développe. Il ne s’agit pas seulement de 

sélectionner une souche procédant une forte productivité, mais il est également nécessaire 

d’optimiser les conditions de cultures (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992). 

    4.1. Facteurs nutritionnels 

         La biosynthèse des antibiotiques est soumise à la nature et la concentration de certains 

composés dans le milieu de culture approprié. Ce dernier doit contenir quantitativement et 

qualitativement les aliments exigés pour favoriser la croissance de l’isolat et assurer une 

production maximale d’antibiotique. Parfois, le milieu de production n’est pas obligatoirement 

identique à celui permettant une bonne croissance des souches (Larpent et Sanglier, 1989; 

Gesheva et al., 2005). 

La production des antibiotiques est souvent contrôlée par des mécanismes dus au métabolisme des 

sources de carbone, d’azote et de phosphate (Shimizu, 2013). 

Le carbone représente un élément structural des cellules microbiennes et aussi une source 

d’énergie. Le choix du carbone comme source utilisée par les microorganismes influence 

fortement la croissance bactérienne ainsi que la production de molécules actives (Martin et 

Demain, 1980; Doull et Vining, 1990; Spizek et Tichy, 1995). La source carbonée peut être soit 

simple (sucre, acide organique, acide aminé ou dérivé d’alcool), soit complexe, tels que les 

polymères et les extraits organiques (Bouras, 2005). 
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L’effet de la source carbonée est dépendant de la souche utilisée, de la concentration et du temps 

d’addition, ainsi de la composition du milieu (synthétique ou complexe) et du nombre de sources 

de carbone ajoutés (Bouras, 2005). 

D’autre part les sources d'azote jouent un rôle très important dans la biosynthèse des antibiotiques. 

Par exemple les ions ammonium exercent un effet négatif sur la production d'antibiotique, ces ions 

inhibent dans la plus par des cas la formation des précurseurs (Omura et al., 1980; Tanaka et al., 

1986). 

Outre, le rôle important de la nature des sources d’azotes et de carbones, plusieurs travaux ont 

montré l’implication d’autres nutriments dans la production de biomolécules par les 

microorganismes. Il s’agit des éléments minéraux comme le phosphore, le magnésium et le 

potassium et plusieurs oligoéléments (Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo et Mn) qui sont utilisés comme 

cofacteurs pour la croissance des microorganismes à des concentrations très faibles (Larpent et 

Sanglier, 1989; Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992; Strub, 2008). 

    4.2. Inoculum 

         Il est définit comme étant l’ensemble de la biomasse (spores, cellules, hyphes) nécessaire 

pour ensemencer un milieu de culture de production (Delaunay et al., 2003). L’âge de l’inoculum 

et son importance quantitative, sont généralement les deux seuls paramètres considérés. 

L’inoculum de base doit être soigneusement conservé, pur et d’excellente qualité et en quantité 

suffisante. Sa préparation est basée sur le prélèvement de la souche productrice à partir d’un stock 

et sa mise en culture en quantité suffisante à un stade optimal de développement. Cependant, la 

qualité de l’inoculum, définie par des propriétés physiologiques et biochimiques, reste rarement 

évoquée (Brown et Zainudeen, 1978; Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992). L’étude de Smith et 

Calam (1980) sur la production de la pénicilline et la griséofulvine par des souches de Penicillium 

d’un point de vue morphologique a montré que les pelotes de mycélium ouvertes conduisent à de 

meilleures productions que les pelotes denses. Enfin, la production d’antibiotiques peut aussi être 

influencée par l’âge de la pré-culture (Paquet, 1990). 

    4.3. Les facteurs physico-chimiques 

         Les conditions de culture comme le pH, la température, et l’agitation influencent également 

la production des métabolites secondaires. Le pH est un paramètre important qui peut affecter la 

croissance, la morphologie des micro-organismes filamenteux ainsi que la production de 

métabolites secondaires. Le pH impacte notamment, la solubilité des espèces en solution, le 

transport intracellulaire des nutriments, les réactions enzymatiques ainsi que les phénomènes de 

surface en modifiant la configuration des sites actifs de la paroi cellulaire (Papagianni, 2004).  
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 En général le pH optimal pour la croissance et la production de biomolécules est différent. Dans 

cette optique, ces dernières années, des stratégies de modification du pH en cours de fermentation 

ont été adoptées. Dans un premier temps, le pH est maintenu optimal pour la croissance (ou non 

contrôlé) puis la consigne est modifiée à une valeur optimale pour la production du métabolite 

d’intérêt (Lee et al., 2002; Mao et al., 2009; Yen et al., 2013). De faibles variations de pH peuvent 

avoir des effets marqués sur la productivité d’une souche (Asanza-Teruel et al., 1997).  

La température est un autre paramètre important influençant la croissance et la productivité d’une 

souche selon qu’il s’agit d’une souche mésophile, thermophile ou psychrophile (Larpent et 

Larpent-Gaurgaud, 1997). Les températures optimales permettant une synthèse des antibiotiques 

sont généralement plus basses que celles permettant la croissance (Larpent et Sanglier, 1989). 

Boubetra (2013) montre d’après ces études que les souches de Saccharothrix saharensis et 

Saccharothrix hoggarensis possèdent une gamme assez large de température de croissance, entre 

20 et 45°C avec un optimum de production à 30°C. 

L’agitation agit sur la morphologie de la souche, sur la croissance et sur la production 

d’antibiotiques. En effet, l’agitation affecte l’aération et le mélange des éléments nutritifs dans le 

milieu de fermentation et ce qui provoque la production de métabolites secondaires. Les vitesses 

d’agitation utilisées lors des productions d’antibiotiques ne sont pas nécessairement les mêmes 

pour toutes les actinobactéries (Smaoui, 2010). Pfefferle (2000) a montré que la production 

d’antibiotiques chez le genre Streptosporangium était meilleure avec uWne agitation de type 

«turbine-hélice» marine. La production des antibiotiques a évolue en fonction du temps 

d’incubation qui est un facteur déterminant. Chez le genre Saccharothrix, le temps d’incubation 

est variable d’une espèce à une autre. Par exemple la souche Saccharothrix algeriensis commence 

la production des biomolécules (PSA, PSB et PSC2) après 2 jours d’incubation, et atteint un 

maximum de production après le 4ème jours (Lamari et al., 2002a). Cependant, la souche 

Saccharothrix sp. SA 103, produit un métabolite antibactérien actif contre B.subtilis, dès le 

premier jour d’incubation et atteint un maximum le 4ème jour d’incubation (Zitouni et al., 2004a). 

 

III. LE GENRE SACCHAROTHRIX 

         Comme la plupart des actinobactéries, Saccharothrix est saprophyte, chimioorganotrophe 

hétérotrophe et aérobie strict. Il a été isolé à partir d’échantillons de sols recueillis dans des 

régions désertiques de l’Algérie (Adrar, Hoggar), mais aussi d’Australie, de l’Inde, d’Espagne, du 

Texas, etc. En outre, il a été isolé à partir de l’eau comme l’eau d’un lac (Labeda et al., 1984; 
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Labeda et Lyons, 1989; Labeda et Lechevalier, 1989; Zitouni et al., 2004c; Hu et al., 2004; Wang 

et al., 2010; Yan et al., 2012; Boubetra et al., 2013a,c; 2014). 

1. Taxonomie et caractérisation du genre Saccharothrix 

         Le genre Saccharothrix fut créé par Labeda et al. (1984) d’après la description de l’espèce 

type Saccharothrix australiensis. Ce genre est classé dans la famille des Actinosynnemataceae, sur 

la base des parentés phylogénétiques de la séquence du gène codant pour l’ARNr 16S (Labeda et 

al., 2001). Actuellement, le genre Saccharothrix rassemble 17 espèces répertoriées dans le 

tableau 2. 

         Tableau 2. Liste des espèces répertoriées de Saccharothrix. 

Espèces N° d’accession Références 

S. australiensis 

 

ATCC 31497 Labeda et al., 1984. 

S. texasensis 

 

ATCC 51593 Labeda et Lyons, 1989. 

S. espanaensis 

 

ATCC 51144 Labeda et Lechevalier, 1989. 

S. mutabilis subsp. mutabilis 

 

ATCC 31520 Labeda et Lechevalier, 1989. 

S. mutabilis subsp. capreolus 

 

ATCC 23892 Grund et Kroppenstedt, 1990. 

S. coeruleofusca 

 

ATCC 35108 Grund et Kroppenstedt, 1990. 

S. longispora 

 

ATCC35109 Grund et Kroppenstedt, 1990. 

S. syringae 

 

ATCC51364 Grund et Kroppenstedt, 1990. 

S. tangerinus ATCC BAA-481 Kinoshita et al., 1999. 

S. algeriensis 

 

NRRL B-24137 

 

Zitouni et al., 2004c. 

S. xinjiangensis 

 

AS 4.1731 

 

Yu-Ting Hu et al., 2004. 

 
Sa. violaceirubra NBRC 102064 Otoguro et al., 2009. 

Sa. variisporea NRRL B-16296T Kim et al., 2011. 

Sa. yanglingensis CGMCC 4.5627 Yan et al., 2012. 

Sa. hoggarensis HQ 399564 Boubetra et al., 2013a . 

Sa. saharensis FJ 379333 Boubetra et al., 2013c. 

Sa. tamanrassetensis JN036396 Boubetra et al., 2014 

Morphologiquement, le genre Saccharothrix est caractérisé par la présence d’un mycélium aérien 

(MA) souvent en "zig-zag", abondant ou très peu produit selon les espèces, de longues chaînes de 

spores ovoïdes ou en bâtonnets (1 à 2 μm x 0,7 à 1 μm) non mobiles issues de la fragmentation 

anarchique des filaments du MA et une fragmentation (excessive ou rare) du mycélium du substrat 

en éléments coccoïdes (Figure 1) (Labeda et Kroppenstedt, 2000). Saccharothrix est caractérisé 

par une paroi cellulaire de type III E (présence d’acide méso-diaminopimélique), présence de deux 

sucres caractéristiques, le rhamnose et le galactose (dans les cellules entières) et absence d’acides 
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mycoliques pariétaux. Les Phospholipides sont caractérisés par la présence de 

phosphatidylethanolamine, d’hydroxy- phosphatidylethanolamine et de glucosamine.  

Les ménaquinones (lipides membranaires) sont de type MK-9 (H4) ou MK-10(H4) (Lechevalier et 

al., 1977; Labeda et Kroppenstedt, 2000; Labeda et al., 2001). En outre, le pourcentage en G+C de 

genre Saccharothrix varie entre 67 et 76 % (Manuel de Bergey, 2012). 

 

Figure 1. Micrographie en microscopie électronique à balayage du mycélium aérien de la souche 

                Saccharothrix sp. SA 103 cultivée sur ISP2 pendant 10 jours à 30°C (Zitouni et al.,    

                2004a). 

-Taxonomie de la souche  

         La souche SA 198 est la souche type de Saccharothrix tamanrassentensis, elle produit selon 

les milieux un mycélium aérien blanc jaunâtre (sur ISP2, ISP3, ISP4 et Bennett), un mycélium du 

substrat brun rougeâtre (sur ISP2), brun jaunâtre (sur milieu GN), brun ou jaune vif (sur milieu 

ISP3, TSA et Bennett), et ne produit pas de pigments solubles mais produit des pigments 

mélanoïdes sur le ISP7. Elle présente un mycélium aérien à filaments ramifiés qui se fragmentent 

totalement, et de manière anarchique (souvent en zig-zag), en de longues chaînes de spores en 

bâtonnets ou ovoïdes et non mobiles (Figure 2). Le mycélium du substrat se fragmente assez peu 

(Boubetra, 2013). Les études physiologiques réalisées par Boubetra (2013) ont montrés que la 

souche SA 198 dégrade la caséine, l’esculine et la gélatine, le tween 80 et la tyrosine. Elle utilise 

le fructose, le glucose, le saccharose, le cellobiose et le ribose, l’alanine et la proline, et les sels de 

sodium, acétate, propionate, pyruvate et succinate. 

L'analyse de la séquence du gène codant pour l’ARNr 16S de la souche SA 198 a montré un 

niveau de similarité compris entre 97,5 et 98,9% avec les espèces du genre Saccharothrix, comme 

Saccharothrix australiensis (Labeda et al., 1984) qui est la plus proche. Cependant, l'hybridation 

ADN-ADN de la souche SA 198 avec les espèces les plus proches phylogénétiquement 
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(S.australiensis, Saccharothrix xinjiangensis, Saccharothrix algeriensis et Saccharothrix 

espanaensis), a permis de confirmer son appartenance à une espèce nouvelle du genre 

Saccharothrix et a été désignée Saccharothrix tamanrassentensis (Boubetra et al., 2015). 

 

 

Figure 2. Micromorphologie en microscopie électronique à balayage de la souche SA 198 de 

                 Saccharothrix tamanrassetensis cultivée sur milieu ISP2 (Boubetra, 2013). 

 

2. Distribution du genre Saccharothrix 

         Les Saccharothrix sont isolés en très petits nombres à partir de divers substrats et 

écosystèmes. On les retrouve dans les sols, les gisements de minéraux, les eaux usées, les eaux et 

les sédiments des océans, les sols sahariens, les sols salés et alcalins, etc. Le pourcentage des 

isolats de Saccharothrix par rapport au total des actinomycètes est entre 0 et 0,5% (Athalye et al., 

1985). Dans plusieurs échantillons de sols sahariens, ce pourcentage varie entre 8 et 15% (Sabaou 

et al., 1998). 

3. Métabolites secondaires sécrétés par les espèces de Saccharothrix 

         Le genre Saccharothrix sécrète plusieurs antibiotiques dont leur nature chimique est assez 

diversifiée (Tableau 3), certains sont doués d'une activité antibactérienne (Gram positif et plus 

rarement Gram négatif), ou encore antibactérienne et antifongique à la fois, d'autres composés 

présentent des activités antitumorales et herbicides. 
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Tableau 3. Principaux composés bioactifs sécrétés par le genre Saccharothrix. 

Composés Propriétés Origine Références 

Dopsisamine Antibactérienne, 

antifongique 

Sa.mutabilis TS-1980 Takahashi et al., 1986. 

Kinamycines (1 et 2) Antibactérienne, 

Antitumorale 

Saccharothrix sp.MI293 Isshiki et al., 1989. 

Galacardines (1 et 2) Antibactérienne Saccharothrix sp. SANK 

64289 

Takeuchi et al., 1992. 

Coformycine 

Aristeromycin 

adecypenol 

Herbicide Saccharothrix sp Bush et al., 1993. 

Phosphonothrixine Herbicide Saccharothrix sp Takahashi et al., 1995. 

WS 75624 A et B Inhibiteur d’enzyme, 

Convertisseur de 

l’endothéline 

Saccharothrix sp Yoshimura et al., 1995. 

D-acide aminé  

transferase 

Enzyme Saccharothrix sp Watnabe et al., 1997. 

TMC 96 Inhibiteur de 

protéasome 

Saccharothrix sp. 

TC1094 

Koguchi et al., 1999. 

Pluraflavines (A, B et 

E) 

Antitumorale Saccharothrix sp. DSM 

12931 

Vertesty et al., 2001. 

Dithiolopyrrolines Antibactérienne et 

antifongique 

Sa.algériensis Lamari et al., 2002a ,b. 

Autres  

dithiolopyrrolines 

Antibiotiques Sa.algériensis Bouras et al., 2006a. 

Bouras et al., 2007. 

Bouras et al., 2008. 

Muctamycines C, CR Antibiotique Saccharothrix sp. SA103 Zitouni et al., 2004 b. 

Composé ZA01 et 

ZA02 

Antibiotique Saccharothrix sp. SA103 Zitouni et al., 2005. 

Dithiolopyrrolones Antibactérienne 

etantifongique 

Sa. algeriensis Merrouche et al., 2010. 

Merrouche et al., 2011. 

Chloramphénicol Antibactérienne Saccharothrix sp. 

PAL54 

Aouiche et al., 2011. 

A4 et A5 Antibactérienne et 

antifongique 

Saccharothrix sp. SA198 Boubetra et al., 2013b. 

Tianchimycins A et B 

Swalpamycin B 

Antibactérienne Sa.xinjiangensis Wang et al., 2013. 

Hydroxyflavones Antioxydant Sa.espanaensis Lee et al., 2014. 
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IV. NOUVELLE APPROCHE POUR L’OPTIMISATION DES PARAMETRES DU 

MILIEU DE CULTURE PAR « RESPONSE SURFACE METHODOLOGY » RSM  

1. Les plans d'expériences  

    1.1. Définition 

         Les plans d’expériences permettent d'organiser au mieux des essais pour obtenir des 

conclusions solides et adéquates de manière efficace et économique. La méthodologie des plans 

d’expériences se base sur le fait qu’une expérience convenablement organisée, conduira 

fréquemment à une analyse et à une interprétation statistique relativement simple des résultats 

(Karam, 2004). De manière générale, la méthode des plans d’expériences vise à déterminer et à 

établir les liens existants entre deux types de variables: 

: grandeur de sortie ou grandeur étudiée (la grandeur mesurée à chaque essai). 

 grandeurs physiques modifiables par l’expérimentateur, sensées influées sur les 

variations de la réponse (Goupy, 1999; Goupy, 2005). 

    1.2. Modélisation 

         La modélisation est l’objectif du plan d’expériences. Une fois que les facteurs influents sont 

identifiés, elle permet de trouver la forme de cette influence et l’équation ou la fonction qui décrit 

les variations du phénomène étudié en fonction des facteurs influents (Box et al., 1978;Goupy, 

1999). 

Toute réponse expérimentale peut être écrite sous la forme suivant : 

  

y : réponse expérimentale 

Zk : facteurs contrôles 

Ɛ : erreur expérimentale. Où f est une fonction inconnue (modèle théorique) des facteurs influents 

contrôlés (Z1, Z2,…... Zk) 

L’équation de régression obtenue sur la base de l’expérience s’écrit sous la forme suivante : 

ŷ = 𝒃𝟎 + ∑ 𝒃𝒋 𝑿𝒋 

𝒌

𝒋=𝟏

+  ∑ 𝒃𝒖𝒋 𝑿𝒖 

𝒌

𝑼,𝒋=𝟏
𝑼≠𝒋

𝑿𝒋 +  ∑ 𝒃𝒋𝒋 

𝒌

𝒋=𝟏

𝑿𝑱
𝟐 

Où 𝑿𝒋 sont les coordonnées des facteurs Zj exprimée en variables centrées réduites, 

y = f (Z1, Z2,…, Zk) + ɛ 

 



Revue bibliographique  

15 
 

(j=1,….k), ŷ est l’estimé (valeur prédite par le modèle) de y (valeur expérimentale). 

Chaque valeur expérimentale yi sujette aux erreurs aléatoires ɛi à distribution normale telle 

que (Benoit et al., 1994; Goupy, 1999) : 

  

On appelle les coefficients: 

b0 : Terme constant de l’équation de régression, bj : Effets linéaires, buj : Effets d’interactions, bj 

j : effets quadratiques. 

    1.3. Plan de Plackett et Burman 

         Le plan de Plackett et Burman est un plan de criblage basé sur les matrices d’Hadamard. Les 

matrices d’Hadamard sont des matrices carrés dont les éléments sont soit -1 soit +1 et dont le 

nombre de lignes (ou de colonnes) est multiple de 4. Ces matrices de Plackett et Burman sont 

intéressantes car elles permettent d’économiser les essais par rapport aux matrices des plans 

factoriels. Les facteurs des plans de Plackett et Burman sont généralement des plans à 2 niveaux et 

il n’y pas de point centrale car on ne cherche pas à modéliser les résultats (Goupy, 2005). 

    1.4. Optimisation de la production d’antibiotique par utilisation du modèle « Box-

Benhnken » 

         La méthode traditionnelle d’optimisation consiste à varier un facteur à la fois (One Factor At 

a Time OFAT). Mais cette approche est inefficace, conduisant à un nombre d’expérience très 

élevé, cela consomme beaucoup de temps, surtout dans la réalisation d’un criblage à partir de 

multiples variable. D'autre part, il est impossible de détecter s'il existe des interactions entre les 

variables (Messis, 2014). 

Une technique alternative efficace a été adaptée pour l’optimisation statistique de la production, 

est la méthodologie de surface réponse (response surface methodology (RSM)), en utilisant le 

model de « Box – Behnken, 1960 » (Niladevi et al., 2009; Juntao et al., 2011). Cette méthode 

offre un dépistage rapide à partir d’un domaine expérimental large, car elle évalue les principales 

interactions existantes entre les facteurs, ainsi que leur effet quadratique, aussi elle permet 

d’optimiser les facteurs dans le but d’améliorer la production (Niladevi et al., 2009). En outre ce 

logiciel permet de gagner du temps et des moyens considérables en réduisant le nombre 

d’expériences réalisables, il donne aussi des résultats plus précis que ceux obtenu par la méthode 

yi = ŷi + ɛi 
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traditionnelle et les résultats permettent une réelle augmentation de la production (Kumar et al., 

2012). 

La "RSM" est une collection de techniques mathématiques et statistiques pour la construction des 

modèles statistiques afin d’optimiser la production de composés essentiels dans le domaine 

industriel comme les enzymes. Récemment, cette méthode a été adaptée à l’optimisation des 

paramètres culturaux par exemple de lipopeptides cyclique en fermentation liquide (Xianoyong et 

al., 2010), ou encore l’optimisation de la production de xylanase (Kumar et al., 2012).Cette 

méthode consiste aussi à optimiser des paramètres culturaux et les facteurs physiques comme la 

température, le pH, l’agitation et le temps d’incubation etc (Feng et al., 2011), ainsi que 

l’optimisation de la production des antibiotiques et des antifongiques (Banga et al., 2008). 
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ANNEXE 

LES MILIEUX DE CULTURE 

 

1. Milieu Mueller-Hinton : Milieu de culture pour déterminer la sensibilité des bactéries aux 

    antibiotiques. 

 Extrait de viande 3g ; 

 Hydrolysat de caséine 17,5g ; 

 Amidon 1,5g ; 

 Agar 12g ; 

 Eau distillée 1000 mL ; 

 pH 7,4. 

 

2. Milieu Sabouraud : Milieu de culture pour déterminer la sensibilité des champignons aux 

    antibiotiques. 

 Glucose 10g ; 

 Peptone 7g ; 

 Agar 12g ; 

 Eau distillée 1000 mL ; 

 pH 7,4. 

 

3. Milieu ISP2 

 Glucose 4g ; 

 Extrait de levure 4g ; 

 Extrait de malt 10g ; 

 Agar 18g ; 

 Eau distillée 1000 mL ; 

 pH 7,4. 
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