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Résumé

Le travail que nous avons effectué porte sur la production, I’extraction et la purification des
molécules bioactives d’une souche d’actinobactérie, Saccharothrix sp. TAM13, isolée & partir d’un
sol saharien de la région de Tamanrasset.

L’activité antibiotique de la souche Saccharothrix sp. TAM13 a été évaluée par la méthode
des cylindres d’agar vis -a-vis de plusieurs germes-cibles sur le milieu ISP2. Cette activité était
forte contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif en particulier Staphylococcus aureus (36
mm) et Escherichia coli (27 mm).

Une cinétiqgue de production des molécules bioactives par la souche TAM13 de
Saccharothrix sp. a été réalisée sur milieux liquides, ISP2 (a base de glucose, extrait de levure et
extrait de malt), Bennett (a base de glucose, peptone et extrait de levure) et milieu synthétique (MS)
additionné de dextrine en utilisant Escherichia coli, Staphylococcus aureus (Sa S) et Listeria
monocytogenes comme microorganismes-cibles. Nous avons noté que D’activité antimicrobienne
était nettement meilleure dans le milieu ISP2 et atteint son maximum entre le 5°™ et le 6°™ jour
d’incubation, ce milieu a été retenu pour la production des molécules bioactives. Ces derniéres ont
été extraites par quatre solvants organiques de polarité différente (dichlorométhane, n-héxane,
I’acétate d’éthyle et n-butanol) et le meilleur solvant d’extraction, le dichlorométhane a été
déterminé par antibiographie.

L’analyse de I’extrait au dichloromethane par HPLC analytique sur colonne C18 a une
longueur d’onde de 220 nm, a montré la présence de 9 fractions, dont 3 fractions sont majoritaires
(F5, F6 et F8), tandis qu’a 450 nm seule la fraction colorée (F8) a été révélée.

Les spectres UV-visible des fractions majoritaires ont montré différents maxima
d’absorptions avec des épaulements pour certaines, 2 maxima (220 et 269 nm) pour la fraction F5, 2
maxima (220 et 280 nm) pour la fraction F6 et 4 maxima (220, 257, 292 et 494 nm) pour la fraction

F8.

Mots clés: Actinobactéries, Saccharothrix, cinétiques de production, antibiotiques,

activité antimicrobienne, dichlorométhane.
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Abstract

This study focuses on the production, extraction and purification of the bioactive molecules of
the actinobacterial strain "Saccharothrix sp. TAM13" isolated from Saharan soil in the Tamanrasset
region.

The antibiotic activity of Saccharothrix sp. TAM13 was evaluated by agar cylinder method
against several target germs on ISP2 medium, this activity was strong against Gram-positive and
Gram-negative bacteria, especially Staphylococcus aureus (36 mm) and Escherichia coli (27 mm).

A bioactive molecules kinetic production of Saccharothrix sp. TAM13 strain has been
assessed on liquid culture media ISP2 (made from glucose, yeast extract and malt extract), Bennett
(made from glucose, peptone and yeast extract) and synthetic medium (SM) supplemented with
dextrin using Escherichia coli, Staphylococcus aureus (Sa S) and Listeria monocytogenes as target
microorganisms. The obtained results showed that this production is better on ISP2 medium and
achieved its higher level between the fifth and the sixth day of incubation; this medium was
selected for the production of bioactive compounds. These last were extracted by four organic
solvents of different polarity (dichloromethane, n-hexane, ethyl acetate and n-butanol), the
antibiography results revealed that dichloromethane was the best extraction solvent.

The analysis of the dichloromethane extract by analytical HPLC on a C18 column at a
wavelength of 220 nm showed the presence of 9 fractions, of which 3 major fractions (F5, F6 and
F8), while at 450 only one colored fraction was revealed (F8).

The UV-visible spectrum of the major fractions showed different maxima of absorption with
shoulders for some, 2 maxima (220 and 269 nm) for F5 fraction, 2 maxima (220 and 280 nm) for F6
fraction and 4 maxima (220, 257, 292 and 494 nm) for the fraction F8.

Key words: Actinobacteria, Saccharothrix, kinetic of production, antibiotics, antimicrobial activity,

dichloromethane.



Introduction

Depuis leur découverte, les antibiotiques sont utilisés non seulement pour traiter les
maladies infectieuses chez I’homme et ’animal, mais aussi en industrie alimentaire comme
conservateurs, ainsi qu’en agriculture. Malheureusement [’évolution des microorganismes
pathogénes sous pression sélective a fait paraitre le phénoméne de la résistance bactérienne aux
antibiotiques traditionnels, ce qui a posé un probléme de santé a I’échelle mondiale, les mauvaises
pratiques de préventions et de lutte ont contribué a cette derniere (Yim, 2011). Et depuis, la quéte de
nouvelles molécules naturelles est devenue 1’objectif primordial des chercheurs.

Kim et al. (2000) rapportent que les antibiotiques naturels présentent des caractéristiques
prometteuses permettant le control des maladies infectieuses, car ils sont facilement et rapidement
biodégradables et moins toxiques. Plus de 45% des molécules bioactives d’origine microbienne sont
produites par les actinobactéries (Solecka et al., 2012), environ 80% sont produites par le genre
Streptomyces, le genre le plus répandu dans 1’environnement (Bull et Stach, 2005; Jose et al.,
2011).

Plusieurs stratégies de recherche ont été mises en ceuvre afin de garantir dans le futur la
disponibilité d’antibiotiques naturelles efficaces (Jiang et al., 2012). L’une d’elles vise la recherche
de souches d’actinobactéries appartenant a des genres rares ou peu fréquents (autres que le genre
Streptomyces) et provenant d’écosystemes extrémes ou particuliers (température, salinité, pH, etc.)
(Donadio et al., 2002; Gupte et al., 2002).

Les sols sahariens de 1’Algérie particulierement ceux des palmeraies, représentent des
écosystemes particuliers. Leur exploration a montré leur richesse et leur biodiversité en
actinobactéries des plus fréquentes comme les Streptomyces aux plus rares tels que Actinomadura,
Catellatospora, Couchioplanes, Herbidospora, Nocardiopsis, Nonomurae, Planomonospora,
Saccharothrix, Spirillospora..., qui se sont révélés d’étre grands producteurs de molécules douées
d’activité antimicrobienne (Sabaou et al., 1998; Boudjella et al., 2006; Badji et al., 2006; Boudjelal
et al.,, 2011; Lahoum et al., 2016). Parmi ces souches, les espéces appartenant au genre
Saccharothrix ont retenu I’attention par leur forte activité antibactérienne et antifongique (Lamari et
al., 2002; Zitouni et al., 2004; Merrouche et al., 2010, Merrouche et al., 2011; Boubetra et al.,
2013).

La majorité des antibiotiques sécrétés par les souches de Saccharothrix ont été découverte
durant les trente dernieres années. Leur nature chimique est assez diversifiée. On peut ainsi trouver
des macrolides, des polyamines, des benzoquinones, des aromatiques hétérocycliques glycosylés,

des alcaloides, des nucléosides carboxyliques, des hétérocycles azotés et soufrés, des composes

1



Introduction

phosphorés acides et hydrophiles, des heptadécaglycosides, ou encore des anthracyclines
(Takahashi et al., 1986; Isshiki et al., 1989; Suzuki et al., 1991; Bush et al., 1993; Tsurumi et al.,
1995; Singh et al., 2000; Lamari et al., 2002; Zitouni et al., 2004).

Certains antibiotiques sont doués d'une activité antibactérienne (bactéries a Gram positif et
plus rarement a Gram négatif), comme la swalpamycine B, ou antifongiqgue comme le
thiazolylpyridine, ou encore antibactérienne et antifongique a la fois, comme les dithiolopyrrolones,
les cyanogrisides | et J. D'autres composes sécrétés presentent des activités antitumorales (ex:
ammocidine, pluraflavines), antivirales (fluvirucines) et herbicides (phosphonothrixine et
coformycine) (Takahashi et al., 1995; Vertesy et al., 2001; Lamari et al., 2002; Merrouche et al.,
2010 et Merrouche et al., 2011; Nakae et al., 2013; Wang et al., 2013; Lahoum, 2017).

Dans le présent travail, nous nous sommes fixés comme objectifs d’évaluer I’activité
antagoniste d’une souche d’actinobactérie nommée Saccharothrix sp. TAM13, de produire et
d’extraire les molécules bioactives élaborées par cette souche et d’analyser par HPLC les extraits

actifs.
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Matériel et méthodes

. Matériel

1. La souche TAM13 de Saccharothrix

L’isolat d’actinobactérie, noté TAM13 utilisé dans cette étude, provient du Laboratoire de
Biologie des Systemes Microbiens (LBSM) de Kouba-Alger, a été isolée en 2017, par la méthode
de suspensions-dilutions (Rapilly, 1968), sur milieu «chitine-vitamines B agar» (CH.V) de
Hayakawa et Nonomura (1987), a partir d’un échantillon de sol saharien, prélevé de la région de
Tamanrasset. La souche a été conservée a 4°C, sur le milieu ISP2 (International Streptomyces
Project 2) incline.

2. Les germes cibles

Des bactéries a Gram positif, négatif et des champignons filamenteux (Tableau 6), ont été
utilisés comme germes cibles afin d’évaluer les propriétés antagonistes, et pour tester I’activité
antimicrobienne de la souche TAM13. Ces microorganismes proviennent de la collection du

Laboratoire de Biologie des Systéemes Microbiens (LBSM) de Kouba-Alger.

Tableau 6: Les germes cibles utilisés pour 1’évaluation des propriétés antagoniste et de 1’activité

antimicrobienne de I’isolat TAM13 de Saccharothrix.

Bactéries Champignons

Gram positif e Staphylococcus aureus 639¢ e Umbelopsis ramanniana
e Staphylococcus aureus S e Fusarium culmurum
e Listeria monocytogenes e Aspergillus carbonarius
e Bacillus subtilis e Aspergillus flavus

Gram négatif e Escherichia coli e Penicillium expansum
e Kilebseilla pneumoniae
e Acinetobacter baumannii (S54)

1. Méthodes

1. Mise en évidence de I’activité antagoniste de la souche TAM13 sur milieu solide

1.1. Préparation de culture de la souche TAM13
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La souche TAML13, est ensemencée en stries serrés, a la surface du milieu ISP2 solide,
préconisé pour la croissance et la sporulation des actinobactéries (Shirling et Gottlieb, 1966). Une
incubation de la souche ensemencée est réalisée, pendant 10 jours a 30°C, afin d’obtenir une bonne

croissance et sporulation, et une meilleure production des molécules antimicrobiennes.

1.2. Préparation des suspensions des germes cibles

Pour chaque microorganisme-cible, une suspension mere a été préparée aprés un raclage
d’une fraction du germe & partir des cultures solides (nouvellement repiquées), la fraction ainsi
prelevée, est suspendue dans 50 ml de l'eau distillée stérile, puis agitée par un vortex, afin
d’homogénéiser la suspension. Ces suspensions ont été conservées a 4°C, ensuite des volumes
différents sont prélevés (50 pL, 100 pL, 150 pL, 200 pL et 250 pL) a partir des suspensions meres.
Chaque volume est utilise pour inoculer 100 ml des milieux semi-solides (10 g/l d'agar), Muller
Hinton (MH) pour les bactéries et PDA (Potato dextrose agar) pour les champignons maintenus en
surfusion a 45°C. Le milieu inoculé est par la suite coulé en boites de Pétri stériles. Apres une
incubation de 24 a 48 h, une nappe microbienne apparait. Le but de cette étape, est de choisir quel
est le meilleur volume (prélevé de la suspension mere), qui donne des colonies juxtaposées et non
confluentes. Une fois le volume est choisi, on utilise le méme rapport volumique durant tous les
tests d'activité (Bouznada, 2018).

1.3. Test d’antagonisme « Méthode des cylindres d’agar »

L’activité antibactérienne et antifongique de I’isolat TAM13, a été évaluée par la méthode
des cylindres d’agar (Patel et Brown, 1969). Cette méthode consiste a ensemencer la souche a tester
(TAM13) en stries serrés sur le milieu ISP2 solide, puis incuber pendant 10 jours a 30°C. Apres
incubation, des cylindres d’agar de dix millimétres de diamétre sont découpés stérilement a partir de
cette culture mure a I’aide d’un emporte-piece, puis déposés a la surface d’une boite contenant le
milieu MH semi solide, préalablement ensemencé par les bactéries cibles, et sur le milieu PDA semi
solide, favorable a la croissance des champignons cibles (Tableau 6). Les boites sont maintenues a
4°C pendant 2 h, avant d’étre incubées, afin de permettre une bonne diffusion de la substance
antibiotique, tout en empéchant momentanément la croissance des microorganismes cibles. Les
diametres des zones d’inhibition sont mesurés aprés 24 h d’incubation a 37°C pour les bactéries, et

aprés 48 h a 25°C pour les champignons. La figure 5, illustre les étapes de cette méthode.
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Culture de la souche TAM13 sur milieu ISP2 solide

J

Incubation de la souche pendant 10j a 30°C

Découpage des cylindres d’agar de 10 mm a partir

de la culture mure m

Dépot des cylindres sur les milieux Muller
Hinton et PDA préalablement ensemencés par

le germe cible ﬂ

/ { Ll ' ) \
| ~ g ‘\
Mesure des diamétres des zones d’inhibition § % # - J
en mm apres incubation .

Figure 5: Mise en évidence de ’activité antagoniste de la souche TAM13 par la méthode des

cylindres d’agar.

2. Cinétique de pH, de croissance et de la production des antibiotiques par la souche TAM13

en milieu liquide

La cinétique de pH, de croissance et de la production des antibiotiques par la souche

TAM13, a été réalisée dans le but de comparer entre trois milieux de culture liquides, pour choisir

le milieu de culture qui permet une production optimal de I’activité antimicrobienne et déterminer le

jour optimal de la production, dans des conditions déterminées pour chaque milieu. L’évolution du

pH, du poids sec du mycélium et de I’activité antibiotique de la souche TAM13 vis avis les germes

cibles, est suivie quotidiennement.
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2.1. Les milieux de culture utilisés

Trois milieux de culture liquides sont utilisés: deux milieux complexes (ISP2 et Bennett) et
un milieu synthétique (MS) additionné de dextrine.

Le milieu de culture ISP2 est composé de: glucose: 4 g; extrait de levure: 4 g et ’extrait de
malt: 10 g. Le milieu Bennett est composé de: glucose: 10 g; peptone: 2 g; extrait de levure: 1 g et
I’extrait de viande: 1 g (Waksman, 1961). Le milieu MS contient: dextrine : 10g; Na Cl: 2 g; K;
HPO4: 1 g; KH,PO4: 0,5 g; MgSQ,4, 7H20: 0,2 g; CaCOgs: 2 g et (NH4)2SO04: 2 g (Bouras, 2005).
Pour les trois milieux 1000 ml d’eau distillée sont ajoutées et le pH est ajusté a 7,2.

La stérilisation des milieux de cultures s’effectue a 120°C dans un autoclave pendant 20
min, sous 1 bar (Bouali et al., 2017). Le milieu synthétique (MS), est stérilisé en deux parties
séparées, afin d’éviter la réaction de Maillard entre la source de carbone (dextrine) et la source
d’azote (le (NH4).SO,), qui peut changer la composition du milieu de culture. Une solution de
dextrine est préparée dans des tubes a vis, est autoclavée séparément, puis mélangé stérilement

devant un bec benzen avec I’autre partie du milieu de culture ainsi stérile (Bouras et al , 2015).

2.2. Préparation de I’inoculum de la souche TAM13
La souche étudiée TAM13 est ensemencée en stries serrés sur milieu ISP2 solide, les boites
ensemencées sont ensuite incubées & 30°C pendant dix jours, afin d’obtenir une culture mure qui va

étre utilisée pour préparer les prés cultures.

2.3. Préparation des pré-cultures

Des pré-cultures sont préparées a partir de la culture mire de la souche TAM13, agée de 10
jours et poussant sur milieu ISP2 solide (Bouali et al., 2017) . Des Erlenmeyers de 250 ml,
contenant chacun 50 ml de milieu liquide (ISP2, Bennett ou le milieu synthétique MS additionné de
dextrine), sont inoculées par des carottes de six millimetres, formées par un emporte-piéce stérile, a
partir de la culture mure. L’incubation se fait dans un agitateur (Shaker New Brunswick, agitation a

250 rpm), pendant 2 a 3 jours a une température de 30°C (Xinxuan et al., 2010).

2.4. Préparation des cultures

Des fioles d’Erlenmeyer de 500 ml, contenant chacune 100 ml de milieu liquide de la méme
composition que le milieu basal, sont inoculées chacune avec 3 ml de la pré-culture préparée
précedemment. Les cultures sont incubées a 30°C, et agitées a 250 rpm dans un agitateur pendant

une période de 8 jours (Hamza et al., 2018).
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2.5. Prélevement

Les préléevements ont été realisés aseptiquement, d’une maniére successive, toutes les 24 h
Pendant les 8 jours d’incubation, pour réaliser les différentes mesures. A I’aide d’une micropipette,
4 ml de chaque milieu de cultures sont prélevés, et partagés aseptiqguement sur deux eppendorfs (2
ml en deux répétitions). Le premier eppendorf, contenant 2 ml qui sert pour I’estimation des
variations de pH
et de la biomasse, et le second est destiné a 1’évaluation de I’activité antimicrobienne vis-a-vis les

microorganismes cibles (Bouali et al., 2017).

2.6. Test d’activité antibactérienne

Les surnageants sont récupérés, et ont servir pour tester 1’activité antibactérienne par la
méthode des puits. Selon la méthode établie par Aszalos (1986), préconisée aux solutions aqueuses,
une aliquote de 100 uL du surnageant du milieu est introduite au fond d’un puits de dix millimetres
de diamétre, préalablement réalisé¢ a 1’aide d’un emporte-piéce stérile, dans le milieu de culture MH
semi solide contenant 10 g/l d’agar, pré-ensemencé avec le germe-cible et coulé en boite de Pétri.
Les boites sont mises au réfrigérateur (4°C pendant 2 h), afin de laisser les antibiotiques diffuser
dans la gélose, tout en inhibant momentanément la croissance des germes cibles, par la suite les
boites sont incubées a 30°C. La lecture des résultats s’effectue en mesurant le diamétre des zones

d’inhibition tout autour des puits apres 24 h d’incubation (Figure 6).

Emporte-piece

—
: : Puits de 10 mm
Le germe cible ensemencé ‘ .

sur le milieu MH

NG -

-

%o - Incubation a 30°C pendant 24h /'/

0
|
it
g

Mesure du diametre de la 100 ul du surnageant introduit au fond
zone d’inhibition d’un puit

Figure 6: Test d’activité antibactérienne par la méthode des puits.
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2.7. Suivi du pH des cultures de la souche TAM13

Une aliquote de 2 ml de la culture bien homogénéiseée manuellement, est prélevée
stérilement dans un tube eppendorf de 2 ml, préalablement séché et taré. Aprés centrifugation a
12000 rpm, pendant 10 min, le surnageant est récupéré pour mesurer le pH de milieu de culture a

I’aide d’un pH métre et ce, en vue de suivre son évolution durant la fermentation (Bouznada, 2018).

2.8. Suivi de la croissance de la souche TAM13

La croissance cellulaire durant la fermentation, est estimée par mesure du poids sec de la
biomasse contenue dans un volume de culture connu. Cette mesure est effectuée selon la méthode
de Pfefferle et al. (2000). Aprés avoir récupérer le surnageant, le culot du milieu MS additionné de
dextrine, est laveé trois fois par centrifugation en utilisant 1,5 ml de HCI (0,35 M), afin d’éliminer le
CaCOs, et une derniere fois avec 1,5 ml d’eau distillée (Bouali et al., 2017) . Les eppendorfs
contenant les culots des trois milieux (MS+ dextrine, ISP2 et Bennett), sont ensuite déposés dans un
four a 105°C pendant 24 h, et repesés apres refroidissement. Le poids sec est obtenu en soustrayant
le poids de I’eppendorf contenant le mycélium sec a celui de I’eppendorf vide (Bouznada, 2018).

Un schéma général illustrant les différentes étapes de la cinétique est donné dans la figure 7.
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Figure 7: Schéma général de cinétique de pH, de croissance et de la production des antibiotiques

par la souche TAM13 en milieu liquide.

3. La recherche du meilleur solvant d’extraction antimicrobien de la souche TAM13
L’extraction des antibiotiques a partir des filtrats de culture, est réalisée a 1’aide de divers
solvants organiques, apres une durée définie lors des expériences précedentes, ce qui correspond au

meilleur jour de la production de ces substances.
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3.1. Préparation des cultures
Cinq Erlenmeyers de 500 ml, contenant 100 ml de culture (ISP2, Bennett et MS additionné
de dextrine), ont été inoculé par 3 ml de pré-cultures, puis incubés dans un shaker a 30°C, et agités

a 250 rpm, jusqu’au jour optimal de la production déterminé lors des cinétiques.

3.2. Extraction des substances antimicrobiennes

L’extraction des antibiotiques & partir du filtrat de culture, nécessite le choix d’un solvant
non miscible avec 1’eau correspondant au mieux a la polarité des antibiotiques a extraire. Ainsi,
quatre solvants de polarité croissante sont testés: le n-hexane (00), le dichlorométhane (3,1), le n-
butanol (4) et ’acétate d’éthyle (4,4), la culture est centrifugée pendant 15 min puis filtrée. Le filtrat
de culture obtenu a été divisé en quatre lots de 100 ml et mélangé dans des ampoules a décanter
avec un volume égal de chaque solvant cités plus haut. Les phases organiques sont récupérées, puis
déshydratées par passage a travers un papier filtre (Whatman n° 1), contenant 2 g du sulfate de
sodium anhydre, afin d’éliminer les traces d’cau résiduelles et les contaminants hydrophiles (Figure
8). Les extraits des différentes phases organiques ont été concentrés sous vide a 40°C, en utilisant
un évaporateur rotatif. Dans des piluliers, les résidus secs organiques ont été récupérés dans 1 ml de

méthanol, et testés par la méthode d’antibiographie.

© Introduction du solvant © Extraction © séparation
ouverture phase organique
- — 3\ du robinet
support [} |

lors du

" = ] \ .
T S ¢ dégazage ™
\ solvant S O\ AR
< \ \ /[ \
\ \_ agitation ;
ampoule — \ ‘
> a décanter V\\\ = ph
— v ‘ | > aqueuse
i
\
o, Papier filtre
= \ / +sulfate de sodium
«— bécher bouchon maintenu :

a la main :

Figure 8: Les étapes de 1’extraction liquide-liquide.
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3.3. Antibiogramme

Des disques de papier de six millimétres de diametre, sont imprégnés avec 60 ul d’extrait
ainsi obtenu, par le biais d’une micro-seringue, afin de tester I’activité contre les germes cibles, ces
disques sont par la suite séchés, pour faire évaporer le solvant, puis stérilisés sous UV a 254 nm,
pendant 45 min. Les disques imprégnés sont ensuite déposés a la surface du milieu MH a 10 g/l
d’agar, pré ensemencé en masse avec le germe-cible, et coulé en boites de Pétri. Celles-ci sont
mises a 4°C pendant 2 h avant d’étre incubées a 30°C. La lecture des résultats se fait par mesure de
diametre de la zone d’inhibition autour des disques aprés 18 a 24 h d’incubation (Toumatia, 2015)
(Figure 9).

Imprégnation des disques

UL [' ”I WU UL
£|||1,1||..l I.:IIIHIIIHH!HI“ ‘x| I\

|
CENTIMETERS

Mesure des diameétres des zones d’inhibition

Figure 9: Illustration de la méthode d’antibiogramme.

4. Analyse de I’extrait brut de la souche TAM13 par HPLC
L’appareil HPLC utilisé, est de marque Agilent®, équipé des éléments suivants:

- injecteur de type 1260 HTS relié a une boucle d'injection de 100 pL;

- passeur de type automatique 1260 Infinity;

- systeme de pompe quaternaire 1260 VL (capacité 600 bars et 4 solvants);
- détecteur UV-visible: dual bande type Waters 2487;

- detecteur DAD 1260 Infinity;

- dégazeur standard 1260 Infinity;
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- une colonne a phase inverse, de type ZORBAX SB-C18 (5 um, 9,4 x 250 mm), avec sa pré-
colonne Waters XBridge C18 (5 um, 10 x 10 mm);

- logiciel de pilotage, d'acquisition et d'intégration des données : ChemStation for LC 3D systems,
version B. 04. 03.

La phase mobile est binaire, elle est constituée par un mélange filtré et dégazé d’eau
bidistillée et de méthanol, elle progresse selon un gradient continu de 50 a 100% de méthanol dans
I’eau pendant 30 min, le débit d’¢lution est fixé a 1 ml/min et la détection se fait a deux longueurs
d’onde 220 nm et a 450 nm. A 220 nm, tous les composés (colorés et non colorés) sont détectés
mais a 450 nm, seules les composés colorés sont repérables.

L’extrait organique obtenu apres 1’extraction initiale, qui a été réalisée a partir des cultures
poussées sur le meilleur milieu et pendant la durée nécessaire a la production maximale
d’antibiotique, est séché, solubilisé dans 1 ml de méthanol, ultrafiltré a l'aide d’un filtre de 0,2 pm
de porosité et mis dans une Vial HPLC, puis introduit dans 1’appareil (HPLC) a raison de 80 pL par
injection, aprés un conditionnement et un équilibrage de la colonne pendant 10 min. Les différentes
fractions obtenues sont matérialisées dans le chromatogramme sous forme de pics (Bouznada,
2018).

La figure 10 résume les différentes étapes d’extraction et d’analyses des extraits.

5. Etudes spectroscopiques (Spectres UV-visible)
Les spectres d’absorption dans 1’UV-visible, des pics obtenus dans le profil HPLC de
I’extrait organique de la souche TAM 13, ont été pergus a partir de 1’appareil HPLC, par la sélection

de I’option « Spectrum » dans le logiciel de pilotage de 1’appareil.
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Figure 10: Schéma général des étapes d’extraction et d’analyse de 1’extrait brut de la souche

TAM13.
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|. Résultat

1. Mise en évidence de I’activité antagoniste de la souche TAM13 sur milieu solide
La souche TAM13 de Saccharothrix sp. a été testée pour son pouvoir antimicrobien, par la
méthode des cylindres d’agar, contre plusieurs germes cibles. Les résultats obtenus sont consignés

dans le tableau 7.

Tableau 7: Activité antagoniste de 1’isolat TAM13 de Saccharothrix sp. contre les germes -cibles

par la méthode des cylindres d’agar.

Microorganismes Sa SaS |Bs Lm|Ec | Kp |S54 |Ur | Ao |Ac | Pe | Fc
cibles 639c
Diamétre de zone | 17 36 15 26 (27 |20 |9 - - - - -

d’inhibition (mm) *

* Le diamétre du cylindre d’agar (10 mm) n’est pas compris.
Note: Sa 639c: Staphylococcus aureus 639c, Sa S: Staphylococcus aureus S, Lm: Listeria monocytogenes,
Bs: Bacillus subtilis, Ec: Escherichia coli, Kp: Klebseilla pneumoniae, S54: Acinetobacter baumannii, Fc:

Fusarium culmorum ,Ur: Umbelopsis ramanniana, Ac: Aspergillus carbonarius, Pe: Penicillium expansum.

Les résultats ont montré une activité variable de la souche TAM13 vis-a-vis les germes
cibles testés. Cette souche a présenté un effet antibactérien important contre les quatre bactéries a
Gram positif, avec une zone d’inhibition plus importante contre Sa S (36 mm), ainsi que les
bactéries a Gram négatif avec une meilleure action contre E. coli (27 mm). Cependant, cette souche

n’a montré aucune activité antifongique vis a vis tous les champignons filamenteux testés.

2. Cinétique de croissance, de pH et de production des antibiotiques par la souche TAM13 en
milieu liquide

Une cinétique de croissance, de pH et de production des molécules bioactifs par la souche
TAM13, a éte suivit pendant 8 jours, sur trois milieux de cultures liquides, pour la recherche d’un
milieu favorable a la production des molécules antimicrobiens par la souche TAM13. L’activité
antibactérienne a été suivie contre les trois bacteries les plus sensibles, a savoir S. aureus (la souche

Sa S), E. coli et L. monocytogenes.
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e Milieu ISP2
La courbe de croissance debute par une phase d’accélération bréve (jO-j1), suivi d’une

phase exponentielle entre le 1% et 3°™ jour, puis une phase de déclin entre le 3*™ et le 5°™ jour, au-
dela du 5°™ jour, il est noté I’apparition d’une deuxiéme phase exponentielle, précédé d’une 1égére
stabilisation entre le 5°™ et le 6™ jour ce qui rappel une croissance cryptique.

Le pH initial de 7,2 diminue légérement pendant les 4 premiers jours d’incubation, puis il
augmente pour atteindre 8,17 au 8™ jour.

La production de molécules antibactériennes contre E. coli, et L. monocytogenes, débute des
le 2°™ jour de la cinétique. Elle augmente progressivement et atteint son maximum le 5°™ jour (26
mm pour E. coli et 23 mm pour L. monocytogenes). L’activité contre Sa S, n’est remarquée qu’a
partir du 4°™ jour (21 mm), elle augmente progressivement, pour atteindre un pic de 26 mm au 6™

jour (Figure 11 et 12).
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Figure 11: Cinétique de pH, de croissance et de production des antibiotiques par la souche TAM13

sur milieu ISP2 liquide.

-Le diamétre des puits (L0 mm) n’est pas inclus dans les valeurs des zones d’inhibition.
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Figure 12: Activité antimicrobienne de la souche TAM13 sur milieu ISP2 liquide, contre:
Escherichia coli (Ec), Listeria monocytogenes (Lm) et Staphylococcus aureus (Sa S), au meilleur

jour de la production des antimicrobiens.

e Milieu Bennett

La croissance de la souche TAM13 en milieu Bennett, a commencée par une phase de
croissance (phase d’accélération et phase exponentielle confondues) entre le 1% et le 3*™ jour,
suivie d’une phase stationnaire entre le 3°™ et le 4°™ jour, puis une autre phase exponentielle entre
le 45™ et le 5°™ jour, ce qui rappel le phénoméne de diauxie (croissance biphasique) et enfin une
phase de déclin, qui s’étend du 5°™ jour jusqu’au dernier jour de la cinétique.

Le pH a subi une légére augmentation entre le 1* et le 3°™ jour d’incubation (7,23 & 7,73),
suivie d’une acidification remarquable du milieu pendant les derniers jours de la cinétique.
Sur le milieu Bennett, I’activité antibactérienne est décelée au 2°™ jour contre E. coli (8 mm), au
3eme feme

jour contre L. monocytogenes (9 mm) et au jour contre S. aureus (12 mm). Les activités

maximales (entre 15 et 16 mm), sont obtenues entre le 6°™ et le 7°™ jour. (Figure 13 et 14).
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Figure 13: Cinétique de pH, de croissance et de production des antibiotiques par la souche TAM13
sur milieu Bennett.

- Le diametre du puits (10 mm), n’est pas inclus dans les valeurs des zones d’inhibition.
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Figure 14 : Activité antimicrobienne de la souche TAM13 sur milieu Bennett liquide, contre:
Escherichia coli (Ec), Listeria monocytogenes (Lm) et Staphylococcus aureus (Sa S), au meilleur jour de la

production des antimicrobiens.

e Milieu MS additionnée de dextrine

La souche TAM13 en milieu MS additionné de la dextrine, a suivi une croissance qui débute
par des phases d’accélération et exponentielle confondues, qui évolues tres lentement dans les six
premiers jours de la cinétique, pour atteindre son maximum, puis une phase de déclin jusqu’a la fin
de la cinétique.

Le pH du milieu ne varie que légerement, il est relativement stable durant toute la période de
I’incubation.

En présence de dextrine comme seule source de carbone dans ce milieu, Dactivité
antibactérienne vis-a-vis L. mnocytogenes est détectée dés le 1% jour de la cinétique (3 mm), elle
6éme

augmente progressivement, pour atteindre une valeur maximale de 21 mm lors du jour.

L’activité contre E. coli, est remarquée le otme jour de la cinétique (16 mm), une production
maximale est obtenue le 6°™ jour (20 mm). Aucune activité antibactérienne contre S. aureus n’est
enregistrée durant les premiers jours de la cinétique, elle n’est apparue qu’a partir du 5éme jour (14
mm), cette activité évolue Iégerement pour atteindre son maximum au dernier jour de la cinétique

(16 mm).
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Figure 15: Cinétique de la production des antibiotiques par la souche TAM13 sur milieu MS
additionné a la dextrine.

- Le diamétre du puits (10 mm) n’est pas inclus dans les valeurs des zones d’inhibition.
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additionné de dextrine, contre: Escherichia coli (Ec), Listeria monocytogenes (Lm) et Staphylococcus

aureus (Sa S), au meilleur jour de la production des antimicrobiens.

3. Extraction des composés actifs et antibiographie

Les molécules bioactives secrétées par Saccharothrix TAM13 sur milieux ISP2, Bennett et
MS supplémenté de dextrine ont été extraites dans les jours de production optimale (le 5°™ jour
pour ISP2 et le 6ome jour pour les milieux Bennett et MS-dextrine). Les extraits organiques ont été
testés par la méthode d’antibiographie contre L. monocytogenes, E. coli et S. aureus (Sa S) (Figure
17).

Des activités antimicrobiennes sont notées dans les phases organiques des extraits de tous
les solvants utilisés, en particulier les solvants polaires a savoir le n-butanol, 1’acétate d’éthyle et le
dichlorométhane. Ce dernier s’est montré le meilleur solvant d’extraction des molécules bioactives
sécrétées dans les trois milieux utilisés (Tableau 8).

Le dichlorométhane sera donc retenu pour la suite de nos expérimentations pour 1’extraction
des composés bioactifs car il extrait une bonne activité antimicrobienne. L’extrait brut au

dichlorométhane est de couleur rouge vif.
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Tableau 8: Activités antimicrobiennes de la phase organique de la souche TAM13 de

Saccharothrix sp.

Résultat et discussions

Diamétres d’inhibition (mm) contre

Solvants .
, . Milieux S. aureus (Sa _

d’extraction ) E. coli L. monocytogenes
P2 02 12 14

H Bennett - 04 08
MS-dextrine | 01 08 10
P2 26 34 30

D Bennett 27 24 26
MS-dextrine | 26 30 27
P2 24 33 29
Bennett 22 23 24

A
MS-dextrine | 23 30 27
P2 23 30 25

B Bennett 23 26 22
MS-dextrine | 22 28 23

- Le diamétre du disque de papier (6 mm) n’est pas compris dans les mesures.

H: n -Héxane, D: Dichlorométhane, A: Acétate d’éthyl, B: n-butanol.
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Figure 17: Activité antibactérienne des extraits organiques de la souche TAM13.

a: L. monocytogenes sur milieu Bennett, b: L. monocytogenes sur milieu ISP2, c: E. coli sur milieu
ISP2, d: E. coli sur milieu Bennett.

4. Analyse des antibiotiques par HPLC

L’analyse par HPLC a été effectuée pour I’extrait au dichlorométhane provenant de la
culture de la souche TAM13 sur le milieu ISP2 incubé pendant 5 jours a 30°C. La détection se fait a
220 nm et a 450 nm. A 220 nm I’extrait organique de la souche TAM13 a donné plusieurs pics
récoltés en 9 fractions (nommées de F1 a F9) non colorées a I’exception de la fraction F8. Trois pics
sont majoritaires (F5, F6, F8) et 6 pics sont minoritaires (F1, F2, F3, F4, F7). En revanche, une
seule fraction (F8) est détectée a 450 nm car les fractions non colorées n’absorbent pas a cette

longueur d’onde (Figure 18).
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Figure 18: Profil d’élution en HPLC analytique obtenu a 220 nm et a 450 nm de I’extrait au
dichlorométhane de la souche TAM13.

5. Analyse spectroscopiques des Fractions majoritaires de I’extrait au dichlorométhane

Les fractions majoritaires de I’extrait au dichlorométhane (F5, F6 et F8) de la souche
TAM13 ont été analysées par spectroscopie UV-visible. Les spectres UV-visible obtenus ont
montré différents maxima d’absorptions avec des épaulements pour certaines. La fraction F5
posséde 2 maxima d’absorption, a 220 nm et a 269 nm, la fraction F6 possede égélement 2 maxima
d’absorption, & 220 nm et a 280 nm et enfin le spectre UV de la fraction majoritaire F8 indique la
présence de 4 pics d’absorption maximale a 220 nm, a 257 nm, & 292 nm et 494 nm (Figure 19).
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Figure 19: Spectre d’absorption dans 1I’UV-visible des fractions majoritaires F5, F6 et F8.
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I1. Discussion

La souche TMAL3 cultivée sur le milieu ISP2, est active contres toutes les bactéries testées.
Il est nécessaire de signaler que ce milieu est complexe, il est riche en éléments nutritifs, il fournit
des facteurs de croissance et d’autres précurseurs qui favorisent la production des antibiotiques par
les souches d’actinobactéries, ce milieu est choisi sur la base des résultats satisfaisants obtenues lors
des travaux antérieurs de: Badji et al. (2006) et Omran Kadhem (2016).

Cette étude a démontré la capacité de la souche étudiée a produire des substances
antibactériennes a large spectre. En effet d’autres travaux antérieurs ont montré des propriétés
antagonistes intéressantes des especes appartenant au genre Saccharothrix (Lamari et al., 2002;
Zitouni et al. 2004a; Merrouche et al., 2011; Aouiche et al. 2012; Boubetra, 2013 et Bouznada,
2018) . Le genre Saccharothrix est connu comme regroupant des souches et des especes
productrices de plusieurs antibiotiques a spectre d’action assez large. Ces antibiotiques
appartiennent a des familles et a des groupes différents tels que, les aminoglycosides et les
benzoquinones (Takahashi et al., 1986), les glycopeptides (Takeuchi et al., 1992), les nucléosides
carboxyliques (Bush et al., 1993), les heptadécaglycosides (Singh et al., 2000), les
dithiolopyrrolones (Lamari et al., 2002; Merrouche et al, 2010; Merrouche et al, 2011), les
anthracyclines (Zitouni et al., 2004a), les macrolides (Powell et Roush, 2001; Zitouni, 2005;
Murakami et al., 2009), les angucyclines (Kalinovskaya et al., 2010) et les aromatiques
benzéniques (Aouiche et al., 2012) et les cyanogrisides (Lahoum, 2017).

Une activité antimicrobienne assez forte de cette souche est surtout dirigée contre les
bactéries a Gram positifs et les bactéries a Gram négatif, tandis qu’aucune activité inhibitrice n’a été
observée vis-a-vis les champignons filamenteux. Les résultats obtenus par plusieurs auteurs ont
mentionné que la plupart des antibiotiques secrétés par les souches de Saccharothrix ciblent surtout
les bactéries a Gram positif et que cette activité est rarement dirigée contre les bactéries a Gram
négatif. Cependant les espéces de Saccharothrix sont connues pour la production des antifongiques
contrairement a notre souche (Takeuchi et al., 1992; Kinoshita et al., 1999; Wang et al., 2000;
Lamari et al., 2002; Zitouni, 2005).

Contrairement a la croissance de la souche TAM13 sur le milieu ISP2, la courbe de
croissance en milieu Bennett, est caractérisée par la présence de deux phases exponentielles
(phénoméne de diauxie), qui est observés dans certains cas, lorsque le milieu contient deux sources
de carbones (Prescott et al., 2013). Toutes fois, ce phénomene peut également se manifester en

présence d’une seule source de carbone et une d’azote. En effet, Strub (2008), a montré I’apparition

38



Résultat et discussions

de ce type de croissance chez Saccharothrix algeriensis, sur un milieu semi synthétique avec une
seule source de carbone (glucose) et une source d’azote (petite quantité de 1’extrait de levure). Les
acides aminés de I’extrait de levure sont utilisés en premier temps par 1’actinobactérie, durant la
premiére phase exponentielle et le glucose majoritairement au cours de la deuxiéeme phase de
croissance. Les méme résultats ont été obtenu sur d’autres souches de Saccharothrix (Boubetra,
2013; Toumatia, 2015; Lahoum, 2017; Bouznada, 2018).

Le pH de milieu Bennett, qui contient (le glucose, la peptone et 1’extrait de levure), a subit
une augmentation dans les premiers temps, puis une acidification vers la fin de la cinétique (6,1).
En effet, nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Boubtra en 2013, qui montre que le pH
devient alcalin en premier temps apres une utilisation d’extrait de levure et de peptone puis devient
acide, suite a la dégradation des glucides présents dans le milieu de culture. Le pH du milieu ISP2, a
baissé durant les premiers jours de la croissance, puis il subit une augmentation, et le milieu devient
basique (8,17) durant la deuxiéme phase de croissance. Le milieu que nous avons utilisé (ISP2) est
assez complexe. Il contient du glucose, de 1’extrait de levure et une grande quantité d’extrait de
malt. L’actinobactérie acidifie le milieu en utilisant les glucides comme sources de carbone et
d’énergie. Ceci a déja été signalé chez des actinobactéries en général, et notamment chez les
Saccharothrix comme Sa. algeriensis, Saccharothrix sp. PAL54 et Saccharothrix sp. SA198 (Strub,
2008; Aouiche, 2011; Boubetra, 2013). Nous avons notés que les variations du pH dans le milieu
synthétique sont faibles, ce milieu contient du CaCO3. Bouras et al. (2006) a noté que le CaCO;
présent dans un milieu synthétique joue un role de tampon. Il empéche les écarts importants et
défavorables qui peuvent surgir sur la valeur du pH.

Nos résultats, montrent que le milieu ISP2 a donné une meilleur production des
antibiotiques par la souche TAM13, suivi du milieu MS-dextrine et enfin le milieu Bennett.
Plusieurs auteurs ont montré que le milieu ISP2 composé de glucose, d’extrait de levure et de
I’extrait de malt est I’un des plus favorables milieux pour la production d’antibiotiques par les
actinobactéries (Zitouni et al., 2005; Badji, 2006; Boudjella, 2007; Aouiche, 2010; Boubetra,
2013; Toumatia, 2015; Lahoum, 2017; Bouznada, 2018). Le milieu Bennett contient une grande
quantité du glucose par rapport au milieu ISP2, plusieurs travaux ont montré que le glucose présent
en grande quantité dans le milieu, peut étre a I’origine d’une répression catabolique lors de la
production d’antibiotiques par certains microorganismes (Kimura, 1967; Kominek, 1972; Hurley et
Bialek, 1974; Kennel et Demain, 1978). De méme Zitouni et al. (2005) a montré un effet repressif
de ce sucre, a une concentration de 10 g/l, sur la production d’antibiotiques nucléosidiques

synthétisés par Saccharothrix sp. isolée d’un sol Saharien.

39



Résultat et discussions

Nous avons noté que la production des molécules bioactives par la souche TAM13 a eu lieu
au cours de toutes les phases de sa croissance dans les différents milieux utilisés. Plusieurs auteurs
ont signalé qu’en général, les microorganismes produisent les métabolites secondaires durant les
phases de ralentissement et stationnaire, mais dans le cas des actinobactéries, cette production peut
avoir lieu en phase exponentielle, stationnaire ou de déclin (Zitouni, 2005; Badji, 2006). A ce
propos, Strub (2008) a montré que la production de la thiolutine (dithiolopyrrolone) chez
Saccharothrix algeriensis, débute en phase exponentielle, mais intervient surtout durant la phase
stationnaire comprise entre deux phases exponentielles. Bouras (2005) a montré que la production
des métabolites secondaires reste sous I’influence de plusieurs facteurs intrinséques et/ou
extrinséques tels que les facteurs physicochimiques (pH, température, agitation et aération) et les
facteurs nutritionnels (source de carbone, d’azote, de phosphate et les sels minéraux et les
oligoéléments).

L’activité antibiotique des substances secrétées par Saccharothrix TAM13 a été mise en
évidence dans la phase organique; le dichloromethane s’est avéré le meilleur solvant de point de
vue extractibilité pour tous les milieux utilisés, ce qui est captivant car c’est le solvant qui extrait le
moins d’impuretés, ce qui rend la purification par HPLC plus facile. Nos résultats obtenus
concordent avec les résultats des travaux antérieurs réaliseés par Merrouche (2012), Boubetra (2013),
Aouiche (2013) et Toumatia (2015).

L’analyse par HPLC de ’extrait organique au dichlorométhane a donné plusieurs pics
récoltés en 9 fractions. Trois pics sont majoritaires (F5, F6, F8) et 6 pics sont minoritaires (F1, F2,
F3, F4, F7). Chaque pic peut correspondre a un antibiotique de nature chimique différente, selon la
littérature les souches et les espéces de Saccharothrix ont montré la capacité de produire un grand
nombre d’antibiotiques, telle que Saccharothrix algeriensis qui produit plus d’une vingtaine de
molécules d’antibiotiques appartenant a la famille des dithiolopyrrolones (Lamari et al., 2002;
Merrouche et al., 2010 et Merrouche et al. 2011). Cependant les tests d’activités pour chaque
fraction sont nécessaires, pour s’assurer qu’il s’agit bien d’une molécule biactive.

Les maxima d’absorption des fractions F5 et F6 dans 1’UV-visible montrent que 1’on est en
presence de molécules bioactives pouvant posséder des structures proches. En revanche le produit
F8 qui est un produit coloré en rouge absorbe non seulement dan 1’UV mais aussi dans le visible
(494 nm). Pour I’ensemble des composés les bandes d’absorption comprisse entre 200 et 300 nm
évoquent la présence probable d’un aromatique (Yekkour, 2013) et le maxima d’absorption a 494
nm pourrait signifier de la présence probable d’un antibiotique de la famille des anthracyclines. En

effet, les antracyclines, comme par exemple la mutactimycine PR et la mutactimycine C qui ont
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déja été caractérisées chez une autre souche de Saccharothrix sp. (Zitouni et al., 2004b et c)

absorbent a des longeures d’ondres comprises entre 490 et 500 nm (trés proches de notre produit).
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I. Généralités sur les actinobactéries (actinomycetes)

1. Définition des actinobactéries

Les actinobactéries (également connu sous le nom d’actinomycetes) tel qu’il figure dans le
manuel de Bergey (2012), composent un groupe diversifié de bacteries, filamenteuses, septées,
ramifiées, a Gram positive, chimio-organotrophe, hétérotrophe, aérobies stricts ou micro-aérophiles,

largement distribuées dans la nature et ayant un pourcentage en guanine et cytosine (G + C)

supérieur a 55%. La plupart sont non mobiles, ayant une croissance plus lente que celle des

bactéries non mycéliennes (Locci et al., 2005; Saurav et Kannabiran, 2010). Elles sont représentées
par le phylum des Actinobacteria qui renferme 6 classes, 23 ordres, 48 familles et 291 genres

(Euzéby., 2015).

2. Historique des actinobactéries

Durant ces derniéres années les actinobactéries ont connu une grande évolution, leur histoire
est subdivisée en quatre grandes périodes:

e La premiére phase d’évolution (1874-1900): a été nommee « période médicale », elle fut le
point de départ de leurs roles pathologiques, elle correspond a la premiere découverte du
premier actinomycete par Cohn en 1875 qu’il I’appela Streptothrix foeresteri, ainsi que la
découverte d’un agent d’actinomycose du bétail par Harz en 1877 et le nomma Actinomyces
bovis.

e La seconde phase d’évolution (1900-1919): c’est durant cette période que de nombreuses
especes telluriques furent isolées et mises en évidence, et la famille des Actinomycetaceaea été
créée par Orla Yensen (1909) et I’ordre des Actinomycetal par Buchanan (1917).

e Troisieme phase d’évolution (1919-1940): Elle couvre la découverte des conditions
saprophytiques d’habitat des actinobactéries et les premiéres tentatives pour distinguer deux
groupes: les pathogenes et les saprophytes (Mariat et Sebald, 1990).

e Quatrieme phase d’évolution (2 partir de 1940): elle correspond a la découverte des
antibiotiques produits par les actinobactéries. Waksman et Woodruff (1940) découvrirent
I’actinomycine dans les cultures d’actinomyces antibioticus. Quelques années plus tard,
Wakssman découvrit plus de 20 autres antibiotiques telles que la strptomycines et la néomycine
(in Moulin et Coquerel, 1998; Kresge et al., 2004). De point de vue taxonomique elle est
marquée par la création en 1943 du genre Streptomyces par Waksman et Henrici en combinant

les noms des genres Streptothrix et Actinomyces (Sanglier et Trujillo, 1997) et le développement



Synthese bibliographique

de criteres morphologiques et biochimiques pour la classification des actinobactéries (Baldacci,
1962).

L’étude des actinobactéries a connu apres 1959 beaucoup de progrés que ce soit sur le plan
taxonomique (apparition de la chimiotaxonomie et la taxonomie moléculaire) ou sur le plan
production de métabolites secondaires (découverte de certaines molécules bioactives) (Lechevalier
et Lechevalier, 1970; Lechevalier et al., 1977; Stacketbrand et al., 1983; Solecka et al., 2012).

3. Distribution des actinobactéries dans les écosystemes et leur role écologique

Les actinobactéries sont aussi importantes en écologie qu’en médecine, elles sont
ubiquitaires, on les retrouve presque partout dans la nature, elles occupent une variété de niches
écologiques (Tableau 1). Le sol constitue un biotope naturel pour la plupart, en particulier les sols
alcalins et les sols riches en matieres organiques ou elles constituent une partie importante de la
population microbienne (Ait barka et al., 2015). Elles sont présentes également dans des sols
polaires gelés en permanence tout comme dans les sols désertiques chauds et secs, dans le pétrole
brut, les sols hautement contaminés avec les métaux lourds, les lacs extrémement alcalins et les lacs
salés (Kitouni, 2007).

La fonction écologique principale des actinobactéries au sein des écosystemes est la
décomposition des substances organiques grace a leurs capacités de produire une large gamme
d’enzymes hydrolytiques, comme les protéases, les nucléases, les lipases...etc. (Prescott et al.,
2010; Prakash et al., 2012). Ainsi que les enzymes pour 1’hydrolyse des sucres complexes comme:
la cellulose, hémicellulose et certaines d'entre eux attaquent méme la carapace chitineuse des
cadavres d'insectes (Maier et al., 2009). Elles ont la capacité de produire la géosmine qui donne au
sol une odeur caracteéristique (Goodffellow, 2012).

Beaucoup d’actinobactéries ont évolué pour vivre en symbiose avec des plantes, des
champignons, des insectes et des animaux. La plupart de ces interactions actinobactéries-hote sont
bénéfiques, les actinobacteries permettent a leur hote de se protéger contre les agents pathogenes et

les parasites (Van Der meij et al., 2017).
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Tableau 1: Distribution de quelgues actinomycetes dans la nature (Goodffellow, 1983).

Genre Habitat

Saccharothrix Sol, eau de lac

Actinomodura Sol

Actinoplanes Sol, eau douce, litiere végétal

Frankia Nodule de racines des non-légumineuses, sol
Micromonospora Sol, sédiments, eau

Nocardia Sol, eau

Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiere, excréments animales
Streptomyces Sol, eau, litiere

Streptosporangium Sol

Thermomonospora Matiere en décomposition et fermentation

4. Le genre Saccharothrix

Le genre Saccharothrix (Saccharo = sucre, trix = cheveux) a été décrit par Labeda et al.
(1984), avec comme espece-type Sa. australiensis ATCC 31497. Bien que ce genre ne représente
qu’une fraction trés minime du total des actinobactéries myceliennes, il a pu étre isolé en tres petit
nombre a partir de divers substrats et eécosystemes (Hozzein et al., 2004; Zitouni et al., 2005) et
avec un pourcentage variant entre 8 et 15% dans plusieurs échantillons de sols sahariens (Sabaou et
al., 1998).

Le sol, avec ses différentes natures, est I’écosystéme a partir duquel la majorité des especes
de Saccharothrix ont été isolées, dont Sa. espanaensis, qui a été isolée a partir du sol d’Espagne
(Labeda et Lechevalier, 1989); Sa. texasensis a été isolée d’un sol au Texas (Labeda et Lyons,
1989) et Sa. variisporea est isolée d’un sol en Inde (Kim et al., 2011)...etc. Cependant beaucoup
d’espéces ont été isolées a partir des échantillons de sols des régions désertiques de 1’Algérie a
savoir: Sa. algeriensis (Zitouni et al., 2004); Sa. saharensis et Sa. hoggarensis (Boubetra et al.,
2013, p); Sa. tamanrassetensis (Boubetra et al., 2015); Sa. isguenensis (Bouznada et al., 2016) et
Sa. ghardaiensis (Bouznada et al., 2017). De méme, ce genre a été isolé a partir de I’eau, dont Sa.

xinjiangensis qui a été isolée a partir de I’eau d’un lac en Chine (Labeda et Kroppenstedt, 2006).

4.1. Caractéristiques et position taxonomique du genre Saccharothrix
4.1.1. Caractéristiques du genre Saccharothrix
Morphologiquement, le genre Saccharothrix est caractérisé par la présence d’un mycélium
aerien abondant ou trés peu produit selon les espéces et les souches. Les hyphes aériens se divisent
irrégulierement (souvent en zigzag), aboutissant a la formation de longues chaines de spores lisses,
non mobiles, droites ou ovoides, collées entre elles et moins individualisees (Labeda et Lyons,

1989; Zitouni et al., 2005) (Figure 1). Le mycélium de substrat est ramifié, dressé et strié, il se
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fragmente lui aussi, de maniére plus ou moins importante, en éléments coccoides ou allongés
(Labeda et Lechevalier, 1989; Labeda et Kroppenstedt, 2000).

La couleur des colonies de Saccharothrix différe selon les espéces, mais la plus abondante
est la couleur blanche clairsemé, blanc jaunatre ou jaune orangé. Le dos de la colonie, qui
représente le mycélium de substrat, est généralement de couleur jaune (Labeda, 1986; Lee et al.,
2000; Zitouni et al., 2004; Otoguro et al., 2009; Kim et al., 2011).

Physiologiquement, les espéces du genre Saccharothrix sont caractérisées par la présence
d’une catalase et d’une uréase et leur résistance aux lysozymes, elles sont des aérobies strictes
(Bergey, 2012). L’intervalle de la température de croissance est de 10 jusqu’a 45°C, I’optimum est
généralement a 30°C (Labeda, 1986; Lee et al., 2000; Hu et al., 2004; Zitouni et al., 2004,
Boubetra, 2013). L’intervalle de pH est de 4 a 10, Ioptimum est autour de 7 (Kim et al., 2011).
L’optimum de la concentration en NaCl pour la plupart des especes, est dans I’intervalle de 4-5 %
(Bergy, 2012), mais il y a des espéces qui exigent une concentration en sel inférieure a 4 % (Labeda
et Lechevalier, 1989; Otoguro et al., 2009).
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Figure 1: Micromorphologie du genre Saccharothrix selon Whitman et al.
(2012) (a), Sabaou (1988) (b) et Boubetra et al. (2015) (c).

4.1.2. Position taxonomique du genre Saccharothrix
Le genre Saccharothrix était classé¢ dans 1’ordre des Actinomycetal et la famille des
Actinosynnemataceae (Labeda et Kroppenstedt, 2000). Mais aprés les profonds remaniements
opérés a I’échelle supragénérique, ce genre est reclassé dans 1’ordre des Pseudonocardiales et la

famille des Pseudonocardiaceae (Manuel de Bergey, 2012). Il est rattaché au Phylum des



Actinobacteria et a la classe des Actinobacteria (Labeda et al., 2001; Labeda et Kroppenstedt, 2006;

Whitman et al., 2012).
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4-2-Especes appartenant au genre Saccharothrix

Actuellement ce genre regroupe 20 especes et deux sous-especes (Euzeby, 2017) (Tableau 2).

Tableau 2: Les espéces appartenant au genre Saccharothrix.

Espéces

Références

Sa. australiensis

Labeda et al., 1984.

Sa. texasensis

Labeda et Lyons, 1989.

Sa. espanaensis

Labeda et Lechevalier, 1989.

Sa. mutabilis subsp. mutabilis

Labeda et Lechevalier, 1989.

Sa. mutabilis subsp. capreolus

Grund et Kroppenstedt, 1989.

Sa. coeruleofusca

Grund et Kroppenstedt, 1989.

Sa. longispora

Grund et Kroppenstedt, 1989.

Sa. syringae

Grund et Kroppenstedt, 1989.

Sa. algeriensis

Zitouni et al., 2004.

Sa. xinjiangensis Hu et al., 2004.
Sa. violaceirubra Otoguro et al., 2009.
Sa. variisporea Kim et al., 2011.

Sa. yanglingensis

Yan et al., 2012.

Sa. hoggarensis

Boubetra et al., 2013.

Sa. saharensis

Boubetra et al., 2013.

Sa. carnea Liu et al., 2014.
Sa. tamanrassetensis Boubetra et al., 2015.
Sa. lopnurensis Lietal., 2015.

Sa. echatanensis

Mohammadipanah et al., 2015.

Sa. isguenensis

Bouznada et al., 2016.

Sa. ghardaiensis

Bouznada et al., 2017.
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5. Les antibiotiques

5.1. Définition des antibiotiques

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle ou synthétique d’origine
microbienne ou synthétisée chimiquement, capable d’inhiber spécifiquement la croissance d’autres
micro-organismes par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du germe (Gogny
et al., 2001; Morin et al., 2005).

5.2. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques constituent un groupe de molécules bioactives trés variées qui peuvent étre
classées selon plusieurs criteres: ’origine, le mécanisme d’action, le spectre d’action et la nature
chimique. Cette derniere est basée souvent sur une structure de base (Benabbou, 2012) et permet de
classer les antibiotiques en groupes de familles et sous-familles. Le tableau 3 ci-dessous résume la

classification des antibiotiques avec les dénominations les plus usuelles (Joffin et Leyral, 2014).

Tableau 3: Les principaux antibiotiques et leur classification (Joffin et Leyral, 2014).

Classe d’antibiotique | Exemples

Aminosides Streptomycine, kanamycine, Gentamycine, Gobramycine, Amikacine.

Antituberculeux Ethambutol, Isoniazide.

Antifongiques Amphothéricine B, Nystatine, Fluorocytosine, kétoconazole.

B-lactamines Noyau de type Classe Exemples
Pénicilline Pénames Pénicilline G.
Aminopénicillines(PénicillinesA):
ampicilline,amoxicilline.
Carboxypénicillines : ticarcilline,
pipéracilline...
Amidinopénicillines: Mécillinam
Isoxazoylpénicillines (pénicillines M):
Oxacilline.
Carbapénémes | Imipénéme, Ertapéneme, Doripéneme,
Méropénéme
Oxapénémes Acide clavulanique
Céphalosporine | 1°° génération | Céfadroxil, céfalexine, céfazoline,
(C1G) céfalotine.
2°™ génération | Céfaclor, céfuroxine, céfotétan,
(C206) céfoxitime...

3™ génération
(C3G)

Céfixime, céfotaxime, cefpodoxime,
ceftazidime.

4™ génération

Céfépime, cefpirome,...

(C4G)
5™ génération | Ceftaroline...
(C5G)

p-lactame seul | Monobactames | Aztréonam.

8
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Suite du tableau 3

Classe d’antibiotique

Exemples

Fosfomycines

Fosfomycine

Glycopeptides

Vancomycine, Téicoplanine

Imidazoles (5-nitro-)

Meétronidazole

Macrolides et
apparentés

Macrolides vrais Erythromycines, Spiramycine, Josamycine

Lincosamides Clindamycine, Lincomycine

Streptogramines Pristinamycine, Virginiamycine

Kétolides Telithromycine

Nitrofuranes

Nitrofurantoines

Phénicolés Chloramphénicol
Polypeptides Colistine, Bacitracine, Polymixine
Quinolones 1%® génération: acide nalidixique.

2°™ génération (fluoroquinolones): Norfloxacine, Ciprofloxacine. ..

Sulfamides et diamino-
2-4-pyrimidines
(sulfones)

Sulfaméthoxazole
Triméthoprime
(Le cotrimoxazole est I’association de ces deux molécules).

Tétracyclines

Tétracycline, Minocycline, Tigécycline

Oxazolidinones

Linézolide

Lipopeptides

Daptomycine

° Mécanisme d’action des antibactériens

D'une fagon générale, pour exercer son activité, I’antibiotique va se fixer sur une cible cellulaire,

bactérienne, spécifique et bloquer la fonction physiologique associée a cette cible: synthése de la
paroi, fonction de la membrane cytoplasmique, synthése des protéines, synthese des acides
nucleiques (Andremont, 1993) (Figure 2). Selon les conséquences de cette fixation de I'antibiotique
sur la cible, on peut distinguer deux types d'activités d’antibiotiques: la bactériostase et la
bactéricide (Mbengue, 1997).

Les Antibiotiques peuvent agir sur:

-La paroi bactérienne: les caracteristiques ainsi que le rdle important du peptidoglycane chez les
bactéries en font une cible majeure pour les antibiotiques (Koch, 2003), les antibiotiques agissent
sur différentes étapes de la synthése du péptidoglycane au niveau du cytoplasme (ex: fosfomycine),
de la membrane cytoplasmique (ex: tunicamycine) et le peptidoglycane en croissance (ex:
pénicilline) (Walsh, 2003; Zeba, 2005).

-La membrane cytoplasmique: Certains antibiotiques bactéricides (polymyxine) altérent

I'architecture lipido-protéique de la membrane et la dissocient (Bassirou fall, 1999).
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-La synthese protéique: la fixation des antibiotiques sur les ribosomes bactériens aboutit a la
formation de protéines anormales ou I’arrét de la biosynthese protéique (les aminosides, les

macrolides, les ketolides et les phenicolés) (Nilius et Ma, 2002)

- Les acides nucléiques: Les rifamycines inhibent la synthése d'ARN messager par fixation sur La
sous unité béta de l'enzyme permettant la synthese d’ARN et les quinolones se fixent sur la sous

unité A de la gyrase et inhibent 'ARN gyrase (Bassirou fall, 1999).

-Voie de biosynthese: Les sulfamides inhibent la dihydrofolique acide synthétase et bloquent ainsi
la synthése de 1’acide folique. Ils provoquent une inhibition de la synthese de bases nucléiques et la
cellule meurt par carence en ces bases (Flandrois et al., 1997). Le triméthoprime et la

pyriméthamine inhibent I’hydrofolate réductase et bloquent également la syntheése de I’acide

folique.

ISynth‘ese de la paroi bactérienne ADN gyrase Elongation de 'ARNm [Transcription de 'ARNm
Cydose’nne Quir;oloncs ‘ Acide nalidixique Actinomycine St 250
Vancomycine | Ciprofloxacine J eptovancine
Bacitracine Novobiocine I\ S/
pm!l:lumﬁ synthése protéique
S;:noba d' ﬂ:‘::s inhibiteurs des 50s
Carbapéneme Erythxomyc_inc (macrolides)

Métabolisme de I'acide folique A g;]noll m‘:::::’col
Tnmethopnime _ Lincomycine

Sulfonamides - e —
synthase protéique
inhibiteurs de la 30s

Tétracylines

Spectinomycine

Gentamycine

5 Kanamycine
- ? A Amikacine

Polymixines J 53 . Biosynthése _ Nitrofuranes

Daptomycine /' *\_des lipides

Structure et fonction de la
membrane plasmique

synthése protéique

Acide s-aminobenzoique =~ membrane Paroi  Platensimycine  jnhibiteurs des ARNt
cytoplasmique .

Mupirocine
Puromycine

Figure 2: Mode d’action des principaux antibiotiques (Madigan et al., 2012).

5.3. Microorganismes producteurs d’antibiotiques:

Les actinobactéries occupent la premiére place comme fournisseurs de substances bioactives
tels que les antibactériens, les antifongiques, les antiviraux mais aussi les antiparasitaires, les anti
tumoraux et les enzymes (Takahashi et Omura, 2003; Solanki et kahana et al., 2008). En effet, ce
vaste groupe de bactéries est surtout réputé pour la production d’antibiotiques antibactériens et

antifongiques (Nafis et al., 2017). 1l est responsable de la production d’environ plus de 75% de ces
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molécules suivi par les champignons avec pres de 15% et enfin les bactéries non mycéliennes qui
produisent les 10% restantes (Berdy, 2005) (Figure 3).

Bactéries
10%

Champignons
15%

T Actinomycétes
75%

Figure 3: Secteur angulaire montrant la répartition de la production d’antibiotiques entre les
trois groupes de microorganismes (Berdy, 2005).

e Champignons

La plupart des champignons producteurs de molécules bioactives sont des ascomycetes ou des
formes imparfaites telles que Aspergillus, Penicillium, Cephalosporium et Fusarium, ou encore
certains basidiomycétes et zygomycetes. Les pénicillines et les céphalosporines constituent les
antibiotiques d’origine fongique les plus importants (Barrett, 2002).
e Bactéries non mycéliennes

Les bactéries non mycéliennes qui produisent les antibiotiques sont surtout du genre Bacillus
(ex: la bacitracine) et du genre Pseudomonas (Pyrrolnitrine (PRN), Pyolutéorine (PLT) (Talaro et
Talaro, 2001 ; Dwivedi et al., 2003).
e Actinobactéries

Les actinobactéries constituent la principale source d’antibiotiques. IIs produisent plus de 6000
molécules d’antibiotiques chimiquement différentes. Au sein du groupe des actinobactéries, le
genre Streptomyces est le plus grand producteur (Kurtboke, 2012; Solecka et al., 2012; Jose et
Jebakumar, 2014). Les principaux antibiotiques secrétés par les espéces de Streptomyces ainsi que

leur spectre d’action sont répertorié€s dans le tableau 4.
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Tableau 4: Principaux antibiotiques élaborés par les espéces du genre Streptomyces (Madigan et
Martinko, 2007).

Classe Dénomination Espéces Spectre d’action
d’antibiotiques commune producrices
Aminoglycosides Streptomycine S. griseus -Bactéries a Gram négatif
Spectinomycine | Streptomyces sp. Mycobacterium tuberculosis et
Nesseria gonorrhoeae productrice de
pénicillinase.
Néomycine S. fradiae. -Spectre large a utilisation spécifique
du fait de la toxicité de la molécule.
Tétracyclines Tétracycline S. auréofaciens Spectre large, Bactéries a Gram positif

et Gram négatif: Rickettsies,
chlamidies et mycoplasmes.

Macrolides -Bactéries a Gram positif, Legionella
Erythromycine S. lincolnensis sp. fréguemment utilisée en
Clindamycine remplacement de la pénicilline.

-Bactéries anaérobies strictes,
notamment Bacteriodes fragilis.

Polyénes Nystatine S. noursei -Champignons, notamment les
infections a Candida sp.
Amphotéricine B | S. nodosus -Champignons.
Phénicolés Chloramphénicol | S. venezuelae Spectre large: utilisation contre la

fievre typhoide.

Cependant, Ces derniéres années, Les chercheurs ont commencés a s’intéresser a d’autres
genres autre que le genre Streptomyces, appelés parfois actinobactéries rares, en vue d’augmenter la
probabilité de découverte de nouveaux antibiotiques (Lazzarini et al., 2001; Cai et al., 2009).
Nombreux antibiotiques intéressants ont été isolés a partir de ces genres dites rares ou peu fréquents
tels que Micromonospora, Nocardia, Nocardiopsis, Saccharothrix, Actinomadura, etc., (Sarkar et
al., 2008; Genilloud et al., 2011).

Les souches appartenant au genre Saccaharothrix secrétent une multitude de molécules
d’antibiotiques de nature chimique assez diversifiées comme indiqué dans le tableau 5 ci-dessous,
dont Certains antibiotiques sont doués d'une activité antibactérienne ou antifongique, ou encore

antibactérienne et antifongique a la fois.

12
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Composés Origine Références
La nocamycine Sa. syringae Horvath et al., 1979.
Dopsisamine Sa. mutabilis Takahashi et al., 1986.

Saccharomicines (A,
B)

Sa. espanaensis

Wang et al., 2001.

Dithiolopyrrolones

Sa. algeriensis

Lamari et al., 2002.

Merrouche et al., 2010.
Zitouni et al., 2004; Zitouni, 2005.

Des anthracyclines
(Muctamycines C,

Sa. algeriensis
Saccharothrix sp.

PR), des macrolides (SA103)

Chloramphénicol Saccharothrix ~ sp. | Aouiche et al., 2012.
(PAL54)

Caerulomycine (A, F), | Saccharothrix  sp. | Lahoum, 2017.

caerulomycinonitrile, | (ABH26)

cyanogriside (1, J)

5.4. Biosynthése des antibiotiques

Les microorganismes produisent leurs métabolites secondaires aprés avoir terminé leur
phase active de croissance, cette production aura lieu lors de la phase stationnaire (Tortora et al.,
2003). En effet, la production des métabolites secondaires n’est pas indispensable ni a la croissance,
ni aux besoins énergétiques des organismes producteurs. Elle regroupe des voies de synthese tres
spécifiques, soumissent a un ensemble de mecanismes de régulation intervenant aux niveaux
anabolique, catabolique et énergétique de la cellule. La régulation peut s’exercer directement et
spécifiqguement sur les génes ou les enzymes de synthese des métabolites secondaires et/ou
indirectement sur les voies de biosynthése des métabolites primaires «précurseurs» (Piret et
Demain, 1988; Demain, 1998).

5.5. Régulation de la biosynthése des antibiotiques

La production microbienne de métabolites secondaires est généralement influencée et
connectée au métabolisme primaire de la souche productrice. Les métabolites intermédiaires issus
du métabolisme primaire servent de précurseurs pour la synthése de ces métabolites secondaires
bioactifs (Prescott et al., 2010). Le niveau de production des métabolites secondaires, notamment
chez les actinobactéries, dépend a la fois de la quantité de précurseurs disponibles et du niveau
d’activité des enzymes de la voie de biosynthese. Ces deux leviers de régulation du métabolisme
secondaire sont influencés par de nombreux paramétres, entre autres nutritionnelles et

physicochimiques et sont contrdlés par des mécanismes de régulation particuliere (Strub, 2008).

13



Synthese bibliographique

5.5.1. Facteurs nutritionnels

La composition du milieu peut influer sur la production des métabolites secondaires. En
effet, il est couramment admis que la production des métabolites secondaires intervient lorsque la
croissance se trouve limitée par 1’un des substrats du milieu (Demain et al., 1983; Cheng et al.,
1995). Parmi les sources nutritionnelles, les sources de carbone et d’azote affectant fortement cette
production. L’épuisement de ces sources nutritionnelles pourrait déclencher I’initiation de Ia
synthése d’antibiotiques en permettant de lever la régulation négative exercée par ces nutriments
(Martin et Demain, 1980).

5.5.1.1. Effet de la source de carbone
Le choix de la source de carbone utilisée par les microorganismes influence fortement la
croissance bactérienne ainsi que la production de molécules actives (Martin et Demain, 1980;
Spizek et Tichy, 1995). L’effet de la source carbonée est dépendant de la concentration, du temps
d’addition, de la souche utilisée, de la composition du milieu (milieu synthétique ou complexe) et
du nombre de sources de carbone employés (Bouras, 2005). La production spécifique de
métabolites secondaires s’avere souvent meilleure avec une source de carbone complexe, plus
difficilement métabolisable comme les polysaccharides (amidon, dextrines) (Lebrihi et al., 1988;
Lounes et al.,1995), les oligosaccharides (fructose, galactose, lactose) (Basak and Majumdar, 1973)
ou les huiles (méthyloléate, huile de soja) (Cortes et al., 1986; Park et al., 1994), que sur une source
de carbone rapidement assimilable telle que le glucose ou le glycérol. En revanche, le glucose peut
s’avérer étre la meilleure source de carbone pour la production d’antibiotiques. C’est le cas des
dithiolopyrrolones produites par Saccharothrix algeriensis (Lamari et al., 2002).
5.5.1.2. Effet de la source d’azote

L’azote est indispensable pour la biosynthése des acides aminés, des bases azotés, ainsi que
d’un grand nombre de biomolécules essentielles. Beaucoup d’antibiotiques comptent au moins un
atome d’azote dans leur structure. La forme sous laquelle 1’azote est apporté aux cultures
productrices d’antibiotiques influe et contrdle fortement le taux de croissance et les rendements de
production (Lebrihi et al., 1992). L’azote est apporté sous forme minérale (ions ammonium, nitrates
ou nitrites) ou organique (acides amines, peptides ou protéines).

Dans le cas de nombreux métabolites la production est meilleure lorsque la source d’azote
est organique. Les sources les plus favorables a la production de métabolites secondaires sont les
acides aminés et les sources complexes d’azote qui supportent une croissance lente et une

assimilation progressive de I’azote (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992; Spizek et Tichy, 1995).
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5.5.1.3. Effet des éléments minéraux et des oligoéléments
Outre I’importance de la nature des sources de carbone et d’azote, plusieurs travaux ont
montré 1’implication d’autres nutriments dans la production de biomolécules par les
microorganismes. Il s’agit des ¢léments minéraux comme le phosphore, le magnésium et le
potassium et les oligoéléments essentiellement le fer, le cobalt, le nickel, le cuivre, le zinc, le

molybdene, et le manganese (Larpent et Sanglier, 1989; Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992).

5.5.2. Facteurs physico-chimiques et environnementaux
Les conditions de culture comme le pH, la température et le temps d’incubation affectant

énormément la production des métabolites secondaires (Smaoui, 2010).

e Influence du pH: la plupart des actinobactéries se comportent comme des bactéries
neutrophiles, et font une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7-8, mais
en peut observer une croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4. Les conditions de pH
peuvent intervenir sur la production des métabolites secondaires (McKinney, 2004).

e L’aération: L oxygeéne dissous est un facteur clé lors de la fermentation des micro-organismes
filamenteux, car il affecte la croissance, la morphologie et le métabolisme secondaire (Olmos et
al., 2012). Il a été montré que la production de métabolites secondaires est généralement
favorisée par une concentration importante en oxygéene dissous (Rollins et al., 1988;
Yegneswaran et al., 1991; Shioya et al., 1999; Martins et al., 2004; Yin et al., 2008).

e Influence de la température: La température a également un impact sur d’autres parameétres
environnementaux, ainsi la solubilité de ’oxygene dans I’eau diminue lorsque la température
augmente (Papagianni, 2004).

o Influence de I’agitation: 1’agitation représente un parametre trés important dans la culture en
milieu liquide; Mellouli et al. (2004) ont signalé 1’optimum de la production des métabolites
entre 200 et 250 rpm, pour des agitations plus faibles ou plus fortes, la production chute
énormément.

La figure 4 ci-dessous montre I’interconnexion des paramétres cités précédemment.

-~ )
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Figure 4: Interconnexion des parameétres relatifs a I'hydrodynamique du fermenteur, daprés Olmos

etal. (2012).
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Annexe

Milieux de culture
1. Milieu Mueller-Hinton : milieu de culture pour déterminer la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques.
o Extrait de viande: 39 ;
e hydrolysat de caséine : 17,59 ;
e amidon:15g9;
e agar:170g9;
e eau distillée : 1000 ml;
e pH=72

2. Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Rapilly, 1968).
e Filtrat de pomme de terre: 500 ml;

e glucose: 20 g;

e agar: 20 qg;

o cau distillée: 500 ml;

e pH=72.

Le filtrat est préparé en mettant a bouillir 200 & 250 g de pomme de terre épluchée dans 500 ml

d’eau distillée.
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