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Depuis l’apparition des premiers agents antibactériens, notamment la pénicilline et les 

sulfamides, les bactéries n’ont cessé de s’adapter à l’environnement hostile que nous leur 

avons imposé par l’utilisation massive d’antibiotiques. Cette adaptation s’est traduite par le 

développement de la résistance bactérienne (Alanis, 2005) avec en particulier une évolution 

vers la multirésistance de certaines bactéries pathogènes, ce qui a eu pour conséquence, la 

perte progressive de l’efficacité des antibiotiques utilisés en thérapie anti-infectieuse. Ainsi, 

plusieurs stratégies ont été mises en œuvre afin de mettre sur le marché de nouveaux 

antibiotiques (Demain, 2010 ; Donadio et al., 2002 ; Hancock et Strohl, 2001). La 

recherche de molécules actives à partir du milieu naturel est l’une d’entre-elles (Singh et 

Greenstein, 2000).

La plupart des antibiotiques issus du milieu naturel proviennent des microorganismes du 

sol (Fishbach et Walsh, 2009 ; Demain et Sanchez, 2009 ; Clardy et al., 2006). Parmi 

ceux-ci, les actinomycètes sont les plus grands producteurs de ces molécules (Solecka et al., 

2012; Takahashi et Omura, 2003). Le genre Streptomyces qui constitue à lui seul, 80 à 95% 

des actinomycètes telluriques (Hopwood, 2007 ; Watve et al., 2001), sécrète près de 80% des 

antibiotiques naturels commercialisés (Thakur et al., 2007). De nombreux laboratoires dans 

le monde se sont efforcés de diversifier les sources d’actinomycètes en explorant des 

échantillons provenant des habitats les plus exotiques (Donadio et al., 2002; Gupte et al., 

2002), et ce, dans l’espoir de découvrir de nouvelles molécules. 

Les sols sahariens d’Algérie représentent un écosystème particulier. Dans le Laboratoire 

de Biologie des Systèmes Microbiens (LBSM, ex. LRPBVB, Laboratoire de Recherche sur 

les Produits Bioactifs et la Valorisation de la Biomasse, Ecole Normale Supérieure de Kouba, 

Alger), l’exploration des sols sahariens a montré leur richesse et leur biodiversité en genres 

d’actinomycètes (Sabaou et al., 1998 ; Boudjella, 1994).

Dans le contexte de recherche de nouvelles substances antimicrobiennes, une nouvelle 

souche d’actinomycète désignée EO6 a été isolée d’un sol saharien, et identifiée au genre 

Streptomyces Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés à l’étude de l’activité 

antibactérienne de la souche. Nous proposons de mettre en évidence l’influence de quelques 

milieux de culture sur la production d’antibiotiques. 

Ce travail a pour objectif la détermination d’un milieu de culture qui permettrait une 

production optimale de l’activité antibiotique par la souche EO6. Pour cela, nous comptons :

- Tester différents milieux de culture complexes pour la production des antibiotiques. 
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- Tester différentes sources de carbone sur un milieu semi-synthétique standard afin de 

définir la meilleure source de carbone.

- Tester différentes sources d’azote sur le même milieu semi-synthétique.

A travers les résultats de cinétiques collectées aux cours des différentes expérimentations, 

nous tenterons d’établir les milieux de culture permettant la production optimale des 

antibiotiques.

Ainsi, le manuscrit compte trois chapitres. Le premier, fait tout d’abord état d’une revue 

bibliographique sur les actinomycètes en général et sur le genre Streptomyces en particulier. 

Nous avons présenté leur importance dans les différents domaines (industriel, écologique, 

agro-alimentaire, vétérinaire et médical) avec un intérêt particulier consacré à leur grande 

aptitude à produire des antibiotiques. En ce qui concerne cette dernière propriété, nous avons 

traité succinctement les conditions de culture contrôlant leur production.

Le second chapitre a trait aux différents matériel et méthodes utilisés, et le troisième,  aux 

résultats obtenus et à leurs discussions. Ce dernier comprend l’étude de la production des 

antibiotiques dans différents milieux de culture, leur extraction et leur détection par 

révélations microbiologiques.
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Pour ce chapitre, nous avons réalisé une synthèse bibliographique où nous avons essayé de 

relever les points essentiels traités dans notre travail. Nous développons ci-après une 

rétrospective sur les Stryptomyces en tant que producteurs d’antibiotiques et sur les conditions 

de culture de production.

I. LES ANTIBIOTIQUES

Les antibiotiques sont des métabolites secondaires généralement synthétisés à la fin de la 

phase exponentielle (trophophase) et au début de la phase stationnaire (idiophase) (Bu’lock, 

1965).

1. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont biosynthétisés par des micro-organismes à partir de substances 

organiques simples comme les sucres, les acides aminés, les bases puriques ou pyrimidiques 

et les acides gras activés. La classification des antibiotiques peut reposer sur plusieurs 

critères : origine, mode d’action, spectre d’action, micro-organismes producteurs, structure 

chimique, voies de biosynthèse,…

La classification des antibiotiques basée sur leurs structures chimiques fait apparaitre neuf 

familles (Berdy et al., 1987 ; Becking, 1974) : (1) sucres et sucres aminés, (2) lactones 

macrocycliques, (3) quinones et antibiotiques apparentés, (4) acides aminés et peptides, (5) 

antibiotiques hétérocycliques contenant de l’oxygène, (6) antibiotiques hétérocycliques 

contenant de l’azote, (7) antibiotiques alicycliques, (8) antibiotiques aromatiques et (9) 

antibiotiques aliphatiques.

2. Mode d’action des antibiotiques

A la différence des antiseptiques et des désinfectants, les antibiotiques agissent en général 

de façon très spécifique sur certaines structures de la cellule bactérienne ; cette grande 

spécificité d’action explique pourquoi les antibiotiques sont actifs à très faible concentration. 

Cette action s’exerce selon les molécules sur des sites variés :

· Sur la paroi bactérienne : en inhibant la dernière étape de la biosynthèse du 

peptidoglycane (muréine composant essentiel de la paroi bactérienne, qui confère à la bactérie 
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sa forme et sa rigidité ce qui lui permet de résister à la forte pression osmotique intra 

cytoplasmique) au cours de la multiplication cellulaire, la nouvelle bactérie n’est plus 

protégée entraînant ainsi une lyse bactérienne, (Lagier, 1998).

· Sur la membrane cellulaire : en désorganisant sa structure et son fonctionnement, ce 

qui produit des graves troubles d’échanges électrolytiques avec le milieu extérieur.

· Sur les ribosomes : ce qui entraîne l’arrêt de la biosynthèse des protéines ou la 

formation de protéines anormales.

· Sur l’ADN : en empêchant sa réplication et de la biosynthèse protéique.

· Autres : en agissant entant qu’anti métabolites bactériens (c’est à dire au niveau des 

étapes du métabolisme intermédiaire des bactéries). (Cuq, 2008 ; Puyt, 2006 ; Puyt J.D. 

2002 ; Cohen et Jaquot, 2001 ; Yala, Merad et al. 2001).

3. Microorganismes producteurs d’antibiotiques 

Bérdy (2005) rapporte que parmi les 22500 molécules biologiquement actives synthétisées 

par des microorganismes, 45% sont produites par les actinomycètes, 38% par les 

champignons et 17% par les bactéries unicellulaires. 

Les Streptomyces sont à l’origine de la majorité d’entre eux : plus de 50% du total des 

antibiotiques et près de 80% de ceux sécrétés par les actinomycètes. Parmi les genres 

producteurs autres que Streptomyces, nous pouvons citer Micromonospora, Nocardia, 

Actinomadura, Actinoplanes et Streptoverticillium (environ 18% des antibiotiques d’origine 

actinomycétale). Les genres les plus rares ne produisent relativement que très peu de 

molécules actives (près de 3%).

Le tableau 1 indique les principales familles d’antibiotiques sécrétées par divers genre 

d’actinomycètes.
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Tableau 1 : Principales familles d’antibiotiques sécrétées par divers genres d’actinomycètes 

(In : Hacene, 1992)

Genre 

d’actinomycètes

Famille d’antibiotiques

OS BL PEP TC ANC ML PO AS NUC

Streptomyces

Micromonospora

Nocardia

Actinomadura

Actinoplanes

Streptoverticillium

Saccharopolyspora

Streptosporangium

Dactylosporangium

Actinosynnema

Kitasatosporia

Microbispora

kibdellosporangium

+

+

+

+

-

-

+

-

+

-

+

-

+

+

-

+

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

+

+

+

+

+

+

+

+

-

+

+

+

-

+

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

+

-

-

+

-

-

+

-

-

-

+

-

+

+

-

+

+

+

-

-

-

+

-

-

-

+

+

-

+

+

+

-

-

+

-

-

-

-

+

+

+

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

+

+

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

Note : OS : oligosides ; BL : ß-lactamines ; PEP : peptides ; TC : tétracyclines ; 

ANC : anthracyclines ; ML : macrolides ; PO : macrolides polyéniques, AS : ansamycines ; NUC : nucléosides, 

NC = genre non reconnu en 1974.

4. Résistance aux antibiotiques

4.1. Qu’est ce que la résistance aux antibiotiques ?

La résistance est un phénomène lourd de conséquences, qui peut être naturelle, ou acquise 

consécutivement à des modifications de l’équipement génétique chromosomique ou 

plasmidique (mutations spontanées - 20% des résistances - ou échange par conjugaison d’un 

plasmide ou d’un transposon - 80% des résistances). Ainsi, de nombreux microorganismes 

pathogènes classiques développent des résistances multiples aux antibiotiques.

Les bactéries se défendent contre l’action des antibiotiques en se rendant imperméable à 

leur pénétration, en produisant des enzymes capables de les inactiver et en modifiant la 

structure de leurs cibles.
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4.2. Origine de la résistance aux antibiotiques

Devant l’augmentation de la densité de la population humaine dans certaines zones 

géographiques, l’usage des différents traitements s’est accru. Le Dr Harold C. Neu était l’un 

des premiers chercheurs à dénoncer l’utilisation abusive et inutile des antibiotiques dans de 

nombreux cas (Neu, 1992). De nombreuses études dans le monde appellent à réduire la 

consommation d’antibiotiques afin de diminuer la résistance aux antibiotiques (Friedman et 

Whitney, 2008).

L’un des antibiotiques victimes de la résistance bactérienne est la pénicilline. Alors que cet 

antibiotique est mis en évidence par Alexander Fleming en 1928, on observe déjà des 

bactéries résistantes à ce ß-lactame dès 1930. Les bactéries résistent à la pénicilline de trois 

façons différentes : par diminution de la perméabilité, par modification des PBP (Penicillin 

Binding Protein) ou le plus souvent par hydrolyse du noyau lactame par les ß-lactamases. En 

1996, les pénicillines étaient encore un traitement efficace contre le pneumocoque ; en 2001, 

les chercheurs ont constaté que celui-ci présentait une résistance importante envers ces 

antibiotiques.

4.3. Solutions envisagées

Parmi les stratégies de recherche de nouveaux antibiotiques, celles qui consistent à les 

chercher dans les produits naturels. Comme les microorganismes et particulièrement les 

actinomycètes sont les principaux producteurs, les chercheurs explorent des écosystèmes 

particuliers (désert, grottes, volcan, lac salé, …) avec l’espoir de découvrir de nouvelles 

souches de microorganismes capables de produire de nouvelles molécules antibiotiques. 

A ce propos, les chercheurs estiment que seul 1% des microorganismes vivants sur terre a 

été découvert, ce qui laisse place à la découverte d’une multitude de nouvelles espèces.

Smirnov et al. (2008) estiment qu’il existe un réservoir immense et non exploité de diversité 

métaboliques au sein des milliers d’espèces appartenant à la famille des actinomycètes et plus 

particulièrement, au genre Streptomyces.

Ainsi, les chercheurs pensent que ces souches microbiennes vivant dans des écosystèmes 

particuliers doivent posséder des métabolismes particuliers et différents et donc, la capacité de 

produire de nouvelles molécules. Par ailleurs, dans l’espoir d’augmenter la probabilité de 

découverte de nouveaux antibiotiques, les chercheurs s’intéressent aussi bien au genre 
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Streptomyces (le plus abondant, le plus étudié et le plus grand producteur), qu’à des genres 

rares provenant de milieux extrêmes (Bouras et al., 2008 ; Barakate et al., 2002 ; Donadio 

et al., 2002 ; Moncheva et al., 2002 ; Naidenova et Vladimirova, 2002 ; Lazzarini et al., 

2000 ; Sabaou et al., 1998 ; Boudjella, 1994). Ainsi, de nombreuses recherches sont menées 

à travers le monde pour découvrir de nouveaux microorganismes.

II. LE GENRE STREPTOMYCES, UN ACTINOMYCETE UTILE

1. Aperçu général sur les actinomycètes

Les actinomycètes sont des bactéries filamenteuses, septées, ramifiées, à coloration de 

Gram positive (Nanjwad et al., 2010). La morphologie des différents groupes 

d’actinomycètes est très variable, elle va des formes peu évoluées comme Mycobacterium, à 

des formes très évoluées comme le genre Streptomyces qui forme un véritable mycélium non 

fragmenté et sporulant (Smaoui, 2010).

Leurs propriétés chimiques, physiologiques, et immunologiques les rangent parmi les 

procaryotes. Leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni cellulose mais une glycoprotéine  

contenant de l’acide diaminopimélique (formes oxydatives) ou de la lysine (formes 

fermentatives), et leur cytologie est celle des bactéries (Mariat et Sebald, 1990). Ces 

caractères s’ajoutant à d’autres (leur parasitage par des bactériophages, leur sensibilité aux 

antibiotiques antibactériens) ne permet pas de les classer parmi les mycètes (Hasley et 

Leclerc, 1993).

2. Importance des actinomycètes

Les actinomycètes sont connus pour la richesse de leur métabolisme secondaire par la 

production d’une étonnante diversité de métabolites tels que les antibiotiques, les enzymes, 

les vitamines, et d’autres substances à activités antitumorales, antiparasitaires, herbicides, 

insecticides… etc. 

Le métabolisme des actinomycètes peut être divisé en deux parties : le métabolisme 

primaire et le métabolisme secondaire. Le métabolisme primaire regroupe les réactions 

cataboliques et anaboliques qui permettent la formation de biomasse. Le pouvoir réducteur et 
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l’énergie produits par ces réactions sont utilisés pour former et assembler les monomères 

(ex. : acides aminés) en macromolécules (ex. : protéine).

Le métabolisme secondaire regroupe les voies de synthèse des composés qui n’ont pas de 

fonction apparente dans le métabolisme cellulaire. Il existe 23000 métabolites secondaires 

produits par les microorganismes, plus de 10000 sont produits par les actinomycètes, ce qui 

représente 45% du total des métabolites microbiens, et même 80%, si on ne considère que les 

composés ayant un usage pratique (Bérdy, 2005). 

Il a été estimé qu’environ 60 % des Streptomyces produisent, pendant la phase de 

limitations nutritionnelles, une famille de protéines du type γ- butyrolactone (Saffroy, 2006). 

Ces protéines constituent des intermédiaires entre les modifications du milieu de culture et la 

synthèse des antibiotiques (Demain et Dykhuizen, 2006). 

3. Ecologie des actinomycètes

Les actinomycètes sont rencontrés sur une grande variété de substrats naturels et la plupart 

d’entre eux sont strictement saprophytes. Ils sont retrouvés dans de nombreux biotopes tels 

que le sol, le fumier, le compost, les fourrages, les grains, (Dommergues et Mangenot, 1970) 

l’air, et l’eau (lacs, rivières, ruisseaux, mers et océans), mais c’est dans le sol qu’ils abondent 

le plus (Goodfellow et Williams, 1983 ; Cross, 1981).

Dans le sol, les actinomycètes sont présents à partir de la surface jusqu’à plus de 2 m de 

profondeur, la zone la plus riche étant comprise entre 2 et 20 cm (Breton et al. 1989). Ils sont 

plus nombreux que les champignons mais moins abondants que les autres bactéries. Leur 

densité par gramme de sol sec oscille souvent entre 1 et 10 millions de propagules (Lacey, 

1973). Le genre Streptomyces représente souvent plus de 90% des souches d’Actinomycetales 

de la plupart des sols (Lechevalier et Lechevalier, 1967).

Dans les sols sahariens, les actinomycètes constituent 15 à 60% de la microflore totale et 

parfois même jusqu’à 85%. Ce pourcentage augment jusqu’à 91% dans les horizons situés 

entre 1 et 2 m de profondeur avec une prédominance des Streptomyces et quelque fois des 

Micromonospora, des Actinomadura et des Nocardioides (Sabaou, et al. ; 1998 ; Sabaou et

al. 1992 ; Sabaou et al., 1980).
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4. Présentation du genre Streptomyces

Le genre Streptomyces (du grec Streptos : courbé, tordu et Myces : moisissure) appartient au 

groupe des Actinomycetes, sous-groupe des Streptomycetes. Les Streptomyces représentent le 

genre majoritaire des Streptomycetes (95,34%). Il s’agit de bactéries du sol filamenteuses, 

dont les hyphes, de longueur variable, ont un diamètre compris entre 0,5 et 2,0 µm. Ces 

bactéries sont aérobies strictes et à Gram positif.

5. Cycle de développement des Streptomyces 

Le cycle de développement de Streptomyces débute par la germination d’une spore 

donnant naissance à un mycélium primaire, formé d’hyphes non septées et plurinuclées, 

ramifié et ancré dans le milieu solide, appelé mycélium du substrat. Sur celui-ci, se 

développera ensuite un mycélium aérien. Les extrémités des hyphes aériens se cloisonnent et 

se différencient pour former des chaînes de spores uninuclées comme le montre la figure 1

(Flärdh et Bruttner,2009). 

Figure 1 : Cycle de développement des Streptomyces sur milieu solide (Hopwood et al.,

1985)
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Le mycélium aérien présente selon les espèces, des filaments de formes variées : droits 

(Rectus Flexibilis), incurvés (Retinaculum Apertum) ou spiralés (Spira). Ces filaments 

présentent des conidies non mobiles en chaines (jusqu’à 50 conidies) et ont une surface lisse, 

épineuse ou verruqueuse. 

La paroi est de type I (isomère LL de l’acide diaminopimélique) et ce genre ne contient pas 

de sucres caractéristiques ni d’acides mycoliques, son taux en G+C varie de 68 à 78%.

6. Intérêt des Streptomyces en tant que producteurs d’antibiotiques 

Les actinomycètes sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que 

producteurs d’antibiotiques. Plus des deux tiers des quelques sept mille antibiotiques isolés 

jusqu’à ces dernières années sont produits par des actinomycètes et surtout par le genre 

Streptomyces. Ils représentent la plus grande source d’antibiotiques naturels utilisés dans 

plusieurs domaines thérapeutiques.

Six mille antibiotiques avaient été identifiés chez les actinomycètes dont cinq mille chez 

les Streptomycètes sur un total de 9000 antibiotiques connus (Goodfellow et O’Donnell, 

1992). Environ 500 nouveaux antibiotiques sont découverts chaque année dont une part 

importante provient des Stretomycètes qui produisent encore à l’heure actuelle plus de 60% de 

ces molécules (Demain, 2000). Quelques exemples d’antibiotiques sécrétés par les 

Streptomyces sont donnés dans le tableau 2.  
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Tableau 2 : Exemples d’antibiotiques sécrétés par les Streptomyces.

Antibiotique Espèce productrice
Activité (Site ou mode 

d'action)
Référence

Streptomycine Streptomyces griseus
Les bactéries à Gram négatif  

(La synthèse des protéines)

Selman 

Waksman, 1944

Néomycine
Streptomyces fradiae

à large spectre

(La synthèse des protéines)

Selman 

Waksman, 1949

Erythromycine Streptomyces erythreus
Les bactéries à Gram positif

( La synthèse des protéines)
Mc Guire, 1952

Spiramycine 

(= rovamycine)
S. ambofaciens

Bactéries G+ et G-, 

chlamydies, mycoplasmes et 

taxoplasmes

Pinneret-Sindico, 

1954

Kasugamycine Streptomyces kasugaensis Bactéricide et fongicide

(Inhibiteur de biosynthèse de 

protéine)

Umezawa et al.,

1965

Platensimycine Streptomyces platensis
Bctéries G+ 

(la synthèse des acides gras)

Jun Wang et al., 

2006

6.1. Autres intérêts des Streptomyces

Outre la production d’antibiotiques, les Streptomyces ont la capacité de produire une large 

gamme de métabolites qui ont des applications importantes dans les domaines : industriel 

(pharmaceutique et agroalimentaire), agronomique et en biologie moléculaire (endonucléases 

de restriction).

6.1.1. Importance dans les domaines pharmaceutique et vétérinaire

Les enzymes sont, après les antibiotiques, les plus importants produits sécrétés par les 

actinomycètes (Moearsku, 1998). Ils peuvent avoir des applications médicales 

(neuroaminidases, estérases et cholestérol oxydase), ou vétérinaires, comme additif 

nutritionnel pour le bétail (Oestergaard et al., 2001). Des antiviraux (Kim et al., 1989), des 

immunosuppresseurs (rôle important dans la transplantation d’organes) ,des antihistaminiques 

sont également produits (Matsuo et al., 2003 ; Eder et al., 2002 ; Kim et al., 1998 ;
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Murakata et al., 1998 ; Papp et al., 1992). Umezawa (1988) rapporte qu’une molécule 

produite par S. tsukubaensis possède une activité immunosuppressive semblable à celle de la 

cyclosporine, utilisée dans la chirurgie de la transplantation des organes.

6.1.2. Importance dans le domaine agroalimentaire

Les Streptomyces jouent un rôle important en secrétant des enzymes dont certaines sont 

utilisées dans l’industrie agroalimentaire (glucose isomérase), dans celle des détergents 

(protéases) (Moreira, 2002), d’autres substances utilisés pour la protection de certains 

fromages (Vandamme, 1985 ; Block, 1983) et des promoteurs de croissance utilisés comme 

additif alimentaire aux animaux d’élevage.

6.1.3. Importance dans le domaine agronomique

En agriculture, les Streptomyces ont un rôle important dans le recyclage de la matière 

organique grâce à leur capacité à dégrader des substances très dures et incapables d’être 

décomposées par les bactéries non mycéliennes et les champignons : les polymères 

complexes, les polysaccharides, les lignocelluloses, la chitine, etc. (Mc carthy et Williams, 

1992 ; Goodfellow et Williams, 1983 ; Lechevalier, 1981). Ils participent donc activement à 

la fertilisation des sols. Leur pouvoir antagoniste prononcé leur confère un rôle dans la 

distribution écologique des microorganismes et dans la lutte biologique contre certains agents 

phytopathogènes du sol (Goodfellow et Williams, 1983).

Les Streptomyces sont employés en agriculture comme des agents biologiques, qui peuvent 

être utilisés pour tuer les insectes nuisibles (insecticides) et les mauvaises herbes (herbicides, 

comme l’herbimycine produite par Streptomyces hygroscopicus) (Omura et al., 2006).

III. FACTEURS INFLUENÇANT LA PRODUCTION 

D’ANTIBIOTIQUES

De nombreux facteurs peuvent affecter la production microbienne des antibiotiques, tels 

que la nature de l’inoculum, la composition du milieu de culture et les conditions de culture 

(pH, température, aération, temps d’incubation,…). Généralement cette production de 
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métabolites secondaires est soumise à une régulation influencée et connectée au métabolisme 

primaire de la souche productrice qui à leur tour synthétisent des métabolites intermédiaires 

servant de précurseurs pour la synthèse de ces métabolites secondaires bioactifs. Le niveau de 

production de ces derniers notamment chez les actinomycètes dépend à la fois de la quantité 

des précurseurs disponibles et du niveau d’activité des enzymes de la voie de biosynthèse. Ces 

deux leviers de régulation du métabolisme secondaire sont influencés par de nombreux 

paramètres, entre autres nutritionnelles et physicochimiques (Strub, 2008 ; Benslimane, 

2006 ; Laprent et Sanglier, 1992).

1. Conditions de culture

1.1. Choix du milieu de culture de production

Un milieu doit être complet, qu’il soit synthétique (de composition strictement définie) ou 

complexe (comportant des farines, des extraits de viande…) et doit contenir une source 

d’énergie et de carbone, une source d’azote, des sels minéraux et des oligo-éléments

(Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992).

1.2. Inoculum

L’inoculum est le matériel vivant (spores, cellules, hyphes) servant à inoculer un milieu de 

propagation ou de production. De la qualité et de la quantité d’inoculum va dépendre le 

succès de toute expérience et de toute production biotechnologique. L’inoculum de base doit 

être soigneusement conservé. Il faut aussi qu’il soit pur, d’excellente qualité et en quantité 

suffisante à un stade optimal de développement (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992).

2. Influence des sources nutritionnelles 

Comme le nombre de souches productrices d’antibiotiques est trop diversifié et les voies 

de biosynthèse sont trop multiples, des règles uniques ne peuvent pas être dégagées.  

D’une façon générale, les conditions optimales pour la production des antibiotiques ne 

sont pas nécessairement identiques à celles permettant une bonne croissance. Les zones 

optimales pour le métabolisme secondaire sont généralement plus étroites que pour la 

croissance, et varient avec la souche utilisée et le métabolite secondaire synthétisé.  
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2.1. Influence de la source de carbone 

Pour la plupart des microorganismes producteurs d’antibiotiques, une source de carbone 

rapidement assimilable exerce une action négative sur la biosynthèse (répression catabolique 

ou « effet glucose») (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1990).

La production spécifique de métabolites secondaires s’avère souvent meilleure sur une 

source de carbone complexe, plus difficilement métabolisable comme les polysaccharides 

(amidon, dextrines) (Lounès et al., 1995 ; Lebrihi et al., 1988) et les oligosaccharides que 

sur une source de carbone rapidement assimilable telle que le glucose ou le glycérol.

2.2. Influence de la source d’azote

La forme sous laquelle l’azote est apporté aux cultures productrices d’antibiotiques influe 

nettement sur les rendements de production. L’action peut se situer au niveau du taux de 

croissance et au niveau plus direct de la formation ou du fonctionnement des enzymes 

responsables du métabolisme secondaire.

Cette source peut être apportée sous forme de sels, de produits au cours du métabolisme 

d’acide aminés, de protéines ou de nitrates (Aharonowitz, 1980).

De nombreuses synthèses d’antibiotiques peuvent être inhibées par des excès d’ions 

ammonium ou d’autres sources azotées rapidement métabolisables. Exemple de l’antibiotique 

Candihexine de Streptomyces viridoflavum et Céphamycine de Streptomyces clavuligerus

dont la synthèse est réprimée par des sources d’azotées aisément assimilables (Demain, 

1982 ; Aharonowitz, 1980).

L’effet négatif des sources d’azote peut être éliminé par le choix dans le milieu de culture 

d’un substrat naturel approprié (farine de soja) ou d’acides aminés lentement métabolisés (cas 

de la proline pour la production de streptomycine).

3. Effet du pH, de la température, de l’agitation et du temps d’incubation

Les conditions de culture comme le pH, la température et le temps d’incubation affectant 

énormément la production des métabolites secondaires (Smaoui, 2010). Tanaka (1992)

montre que les optima de pH et de température pour la production d’antibiotiques sont 

généralement plus bas que celle pour la croissance. Il faut noter que ces deux conditions sont 



                                                                                                              Synthèse bibliographique

15

en fonction des bactéries actinomycétales, des bactéries-tests, et des milieux de culture. Il a 

été rapporté par Dumenil et Sanglier (1989) que les zones optimales pour le métabolisme 

secondaire sont généralement plus étroites que pour la croissance et sont fonction de la souche 

étudiée. Toutes les productions de métabolites secondaires se déroulent en conditions 

aérobies. La concentration en oxygène dissous constitue un facteur essentiel pour 

l’optimisation des fermentations. La quantité d’oxygène dissous dépend, non seulement de la 

quantité d’air injectée dans le milieu, mais aussi du type d’agitation mécanique, de la vitesse 

d’agitation et des propriétés rhéologiques et hydraulique du milieu.  

IV. LA SOUCHE EO6 DE STREPTOMYCES SP.

1.  Isolement et caractéristiques de la souche

Cet actinomycète  a été isolé à partir d’un échantillon de sol prélevé au niveau d’une 

palmeraie à El Oued (oasis du Nord-Est algérien). Son mycélium aérien (MA) est gris, bien 

produit sur les milieux ISP4 et ISP3 et peu ou pas produit sur les autres milieux. Celui du 

substrat (MS) est beige clair non caractéristique. Un pigment soluble brun orangé est produit 

sur le milieu ISP3 et brun grisâtre sur ISP4. 

Sa micromorphologie et la chimie de certains constituants cellulaires sont typiquement 

ceux du genre Streptomyces  auquel elle est rattachée (Khebizi, 2010). Le MA produit des 

chaînes de spores (10 à 50 spores par chaîne) portées par de courts sporophores. Ces chaînes 

sont disposées en spirales (type « spira » = S) de 3 à 6 tours (figure 2).

Figure 2 : Micromorphologie en microscope optique de la souche EO6 cultivé 

pendant 14 jours à 30°C sur milieu ISP4 (issu de Khebizi, 2010).
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L’analyse des constituants cellulaires a montré que la souche possède le chimiotype IC 

(caractérisé par la présence de l’isomère LL de l'acide diaminopimélique et de la glycine, et 

ne possède pas de sucres taxonomiquement importants dans les hydrolysats cellulaires). Les 

phospholipides sont de type PII contenant de la phosphatidyléthanolamine (PE). 

Dans l’étude physiologique, la souche a dégradé l’amidon, l’arabinose, le xylose, l’inositol, 

le mannitol, le fructose, le rhamnose, le saccharose, le galactose, et le glucose. Le raffinose est 

peu dégradé. D’un point de vue phylogénétique, la souche EO6 est différente des espèces 

types de Streptomyces. Elle se détache nettement de l’espèce-type S. werraensis la moins 

différente (taux de similitude de 99,03%).

2. Propriétés antagonistes de la souche 

Les propriétés antagonistes de la souche EO6 de Streptomyces sp. ont été déterminées par 

Khebizi (2010) sur un nombre restreint de germes-cibles. La souche présente un spectre 

d’action assez large touchant aussi bien les bactéries (à Gram positif et à Gram négatif), que 

les champignons filamenteux et unicellulaires (levures). 



                                                                                                                     Matériel et méthodes

17

I. LA SOUCHE EO6 DE STREPTOMYCES SP.

1. Isolement de la souche

La souche d’actinomycète utilisée dans notre travail provient du Laboratoire de Biologie des 

Systèmes Microbiens (LBSM) de Kouba. Elle a été isolée par Khebizi (2010) à partir d’un 

échantillon de sol saharien collecté à EL Oued et prélevé au niveau d’une palmeraie. 

L’isolement a été effectué par la méthode des suspensions-dilutions (Rapilly, 1968) sur milieu 

« chitine-vitamines B-agar » (Hayakawa et Nonomura, 1987), additionné de chloramphénicol 

(25 µg/ml). 

La taxonomie de la souche a été étudiée par Khebizi (2010) par le biais d’études 

morphologiques, chimiques, physiologiques et phylogénétiques. Elle a été identifiée au genre 

Streptomyces.

2. Conservation de la souche

La souche EO6 est conservée à 4°C, sur le milieu ISP2 (International Streptomyces Project 

2) incliné (en tubes à vis). Ce milieu permet une bonne croissance et une bonne sporulation de 

la souche et des actinomycètes en général.

II.   DETERMINATION DU SPECTRE D’ACTIVITE DE LA SOUCHE 

EO6

1. Bactéries-cibles

L’activité antibactérienne de la souche EO6 est déterminée contre les bactéries-

tests suivantes :

- bactéries à Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922 (Ec), Enterobacter cloacae 

(Ecl 052), Enterobacter cloacae (Ecl 064), Enterobacter cloacae (Ecl 068),

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Pa), Klebsiella pneumoniae (Kp 067), 

Klebsiella pneumoniae (Kp E40), Salmonella enterica (Se E32). 

- bactéries à Gram positif : Bacillus subtilis ATCC 6633 (Bs), Listeria monocytogenes

(Lm), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Sa), Staphylococcus aureus (Sa 045) et

MRSA (Staphylococcus aureus résistante à la méticilline). 

Les bactéries (Ecl 052, kp E40, Se E32, Ecl 064, Ecl 068, Kp 067, Sa 045 et MRSA.) 

pathogènes ont été prélevées dans les hôpitaux chez des patients soumis à une antibiothérapie 

ou à partir du matériel médical (Touati, 2006). La souche Lm. est obtenue auprès du laboratoire 
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du lait et des probiotiques de l’université A/Mira de Béjaia (Bendali). Les souches Ec, Bs, Pa

et Sa. font parties de la collection des souches du laboratoire LBSM.

2. Technique des stries croisées

L’activité antimicrobienne de la souche EO6 est évaluée par la méthode des stries croisées 

(Williston et al., 1947 ; Waksman, 1945) sur le milieu ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966) 

solide (à 18 g/L d’agar). Cette méthode consiste à ensemencer la souche d’actinomycète en un 

seul trait à la surface du milieu et en bordure de la boîte de Pétri. Après incubation à 30°C 

pendant 10 jours, les souches-test sont ensemencées perpendiculairement à l’actinomycète. 

L’effet de ce dernier est caractérisé par une inhibition partielle ou totale de la croissance des 

germes-tests. La lecture des résultats se fait en mesurant la distance d’inhibition entre la 

bordure de la souche-cible et celle de l’actinomycète après 24 h d’incubation. Les étapes de 

cette méthode sont représentées par la figure 3.

Figure 3 : La technique des stries croisées.

III. ETUDE DES ANTIBIOTIQUES

Pour l’étude des activités antibactériennes produites par la souche EO6, nous avons suivi le 

protocole dont le schéma général est illustré par la figure 5, et qui représente les différentes 

étapes de culture, des cinétiques, et de détection des antibiotiques.

1. Cultures et cinétiques de production des antibiotiques

Les cultures de production et les cinétiques ont été réalisées en fioles d’Erlenmeyer de 500 

ml (à raison de double pour chaque milieu). La figure 4 décrit les étapes suivies pour chaque
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milieu de culture. Au cours des cinétiques, nous avons mesuré l’activité antibactérienne, la 

croissance et le pH.

Figure 4 : Schéma de la préparation des cultures et des cinétiques.
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1.1.Les milieux de culture de production

Les cinétiques de production des antibiotiques ont été menées d’abord sur 5 milieux de 

culture complexes. Puis, un milieu semi-synthétique est utilisé pour étudier l’influence de 

quelques sources de carbone et d’azote sur la production des antibiotiques. Le but est de 

choisir un milieu de culture permettant une production optimale des antibiotiques. Chaque 

expérience est réalisée en double. 

Le pH des milieux est ajusté à 7,3 (avec NaOH 0,1 N et HCl 0,1 N).

1.1.1. Les milieux complexes

Cinq milieux de culture complexes sont testés (ISP2, Bennett, TSB, SSB et MCB). Ces 

milieux de culture sont préconisés par plusieurs auteurs pour la production d’antibiotiques par 

les actinomycètes, et particulièrement par les espèces du genre Streptomyces.

- Le milieu ISP2 « International Streptomyces Project » (Shirling et Gottlieb, 1966)

Glucose……………………………………… 4 g

Extrait de levure ……………………………. 4 g

Extrait de malt………………………………. 10 g

Eau distillée…………………………………. q.s.p. 1000 ml

   pH 7,3

- Le milieu Bennett (Warren et al., 1955)

Glucose……………………………………… 10 g

Peptone de caséine………………………….. 2 g

Extrait de levure…………………………….. 1 g

Extrait de viande……………………………. 1 g

Eau distillée…………………………………. q.s.p. 1000 ml

   pH 7,3

- Le milieu TSB « Tryptic Soy Broth »  (Mellouli et al., 2003)

Peptone de caséine………………………… 17 g

peptone de soja……………………………... 3 g

Chlorure de sodium……………………….. 5 g

K2HPO4……………………………………... 2,5 g

Glucose……………………………………… 2,5 g

eau distillée…………………………………. q.s.p. 1000 ml

   pH 7,3



                                                                                                                     Matériel et méthodes

21

- Le milieu SSB « Soluble Starch Broth » (Bouras, 2005)

Amidon soluble……………………………... 5 g

Glycerol……………………………………... 10 g

Extrait de levure ……………………………. 4 g

K2HPO4………………………………............ 0,4 g

KH2PO4……………………………………… 0,2 g

MgSo4,7H2O………………………………... 0,5 g

Eau distillée…………………………………. 1000 ml

   pH 7,3

- Le milieu MCB* « Milieu Complexe B » (Benslimane, 1996) modifié**

Dextrines……………………………………… 12 g

Extrait de levure……………………………… 12 g

KH2PO4 ……………………………………… 1 g

MgSO4………………………………………… 1 g

CaCO3………………………………………… 5 g

NaCl…………………………………………... 20 g

huile d’olive…………………………………... 5 mL

eau distillée…………………………………… q.s.p. 1000 ml

   pH 7,1

* : Le milieu MCB a été utilisé par « Rhône-Poulenc-Rorer » pour l’étude de la production de la spiramycine par 

Streptomyces ambofaciens.

** : La modification a porté sur l’huile de mais qui a été remplacée dans notre cas, par de l’huile d’olive.

1.1.2. Le milieu semi-synthétique (Bouras, 2006)

Le milieu MSS (Milieu Semi-Synthétique) est utilisé pour étudier l’effet de quelques 

sources de carbone et d’azote sur la production des antibiotiques. Une cinétique est suivie 

pendant 10 jours.

- Composition du milieu MSS*

(NH4)2SO4…………………………………... 2 g

NaCl…………………………………………. 2 g

K2PO4………………………………………... 1 g

KH2PO4……………………………………… 0,5 g

MgSO4,7H2O………………………………... 0,2 g
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CaCO3………………………………………... 2 g

Eau distillée………………………………….. q.s.p. 1000 ml

   pH 7,3

* : Le milieu MSS est additionné selon les cas (voir paragraphes suivants), d’une source d’azote (extrait de 

levure, 2 g/l) ou d’une source de carbone  (amidon, 10 g/l).

1.1.2.1. Les sources de carbone

Afin de rechercher une source de carbone permettant une production optimale des 

antibiotiques, cinq sources de carbone sont testées. Il s’agit du : glucose, glycérol, fructose, 

amidon et saccharose, ajoutés chacun au milieu MSS à raison de 1 % poids/volume (10 g/l).

D’après les résultats de l’étude physiologique (étude taxonomique) réalisée par Khebizi 

(2010), ces sources de carbone sont toutes utilisées par la souche EO6.

Dans le cas de l’étude des sources de carbone, de l’extrait de levure (à 2 g/l) est ajouté 

comme source d’azote. A la fin de cette cinétique, la source de carbone permettant une 

production optimale sera ajoutée au même milieu de culture, pour étudier l’influence de 

quelques sources d’azote sur la production d’antibiotiques.

1.1.2.2. Les sources d’azote

Cinq composés d’origine inorganique, organique et organique complexe, sont testés 

comme sources d’azote. Ce sont : le sulfate d’ammonium, l’asparagine, la leucine, la tryptone 

et la caséine à raison de 0,25 % (poids/volume) pour chaque source.

Lors de cette cinétique, le milieu MSS est additionné d’une source de carbone ; la 

meilleure obtenue lors de la précédente cinétique. 

1.2. Préparation de la suspension des spores de la souche EO6 du Streptomyces 

sp.

La souche EO6 est d’abord ensemencée en stries serrés sur milieu HT (Hickey et Tresner, 

1952) (la composition est donnée en annexe II) solide  additionné de CoCl2. Après 5 jours 

d’incubation, de l’eau distillée stérile est versée dans la boite. La surface du tapis mycélien est 

alors raclée avec une anse de platine et les spores sont récupérées dans 15 ml d’eau distillée 

stérile. La suspension obtenue est ajustée à une concentration de 106 cellules/ml sur la cellule 

de Malassez par comptage au microscope.
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1.3. Pré-cultures

Pour chaque milieu de production, les pré-cultures sont préparées en prélevant 50 µl à 

partir de la suspension des spores et en l’inoculant dans un tube à éssai contenant 5 ml de 

milieu de culture stérile (ISP2, Bennett, TSB, SSB ou MCB) soit 5 % de la culture de 

production. Après 2 jours d’incubation sur un agitateur rotatif (30°C, 250 rpm), cette pré-

culture est utilisée pour ensemencer le même milieu de production.

1.4. Cultures de production

Pour les cinétiques de production, des flacons d’Erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml

(soit 20 % du volume de l’Erlenmeyer) de milieu liquide (complexe ISP2, Bennett, TSB, SSB 

ou MCB, ou encore le milieu MSS) sont ensemencés avec 5 ml (5 % du volume utile) de la 

pré-culture et mis en incubation sur un agitateur rotatif (250 rpm) à 30°C pendant 10 jours. 

Nous rappellons que chaque expérience est réalisée en double. Des prélèvements sont 

effectués en cours de fermentation, toutes les 24 h pour effectuer les différentes mesures.

1.5.Mesure de l’activité antibactérienne, de la croissance et du pH

1.5.1 Mesures de l’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est mesurée par la méthode de diffusion des puits (Parente et 

al., 1995 ; Ericsson and Sherris, 1971) contre les bactéries-tests  suivantes : Staphylococcus 

aureus (Sa), Escherichia coli (Ec), Listeria monocytogenes (Lm) et Bacillus subtilis (Bs). Pour 

cela, de la gélose nutritive semi-solide (12 g/l d’agar) préalablement ensemencée avec une 

bactérie indicatrice, est coulée en boîte de Pétri de manière à obtenir 4 mm d’épaisseur de 

milieu par boite (soit 20 ml/boite de 90 mm de diamètre). Après solidification du milieu à la 

température du laboratoire, des puits sont confectionnés à l’aide d’un emporte-pièce de 9 mm 

de diamètre. 

Un échantillon de 1 ml de surnageant de culture est prélevée stérilement dans des tubes 

Eppendorf. Une aliquote de 0,1 ml est introduite dans chaque puits. Les boîtes sont mises 4 h 

à 4°C pour permettre la diffusion des substances actives tout en arrêtant momentanément la 

croissance des germes, puis incubées pendant 24 h à 30°C. La lecture des résultats se fait en 

mesurant le diamètre de l’auréole d’inhibition autour du puits, avec une règle graduée.
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1.5.2. Mesure de la croissance et du pH 

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

jour une aliquote de 2 ml de la culture homogénéisée est prélevée stérilement dans un tube 

Eppendorf de 2 ml préalablement taré. Après centrifugation à 13000 rpm pendant 10 mn

(Bouras et al., 2006), le surnageant est récupéré séparément pour mesurer le pH (au pH mètre 

HANNA instruments). L’eppendorf contenant le culot servira pour la mesure de la biomasse 

(par mesure du poids sec de la biomasse). Il est déposé dans un four à 105 °C pendant 24 h

(Bouras et al., 2006). 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).

2. Extraction des antibiotiques

Après le choix du meilleur milieu de culture et détermination du jour de production 

optimale des antibiotiques, l’extraction des molécules actives est effectuée non seulement à 

partir du filtrat de culture mais aussi à partir du mycélium.

2.1. Extraction à partir du filtrat de culture

L’extraction des antibiotiques à partir du filtrat de culture nécessite le choix d’un solvant 

organique non miscible à l’eau. Trois solvants de différentes polarités sont testés ; le 

dichlorométhane, l’acétate d’éthyle et le n-butanol.

Le bouillon de culture (200 ml) est centrifugé à 12 000 rpm pendant 15 mn (Bouras et al., 

2006), puis filtré. Un volume de 65 ml de filtrat est extrait deux fois avec un volume égal en 

solvant (2V/V) dans une ampoule à décanter. Les phases organiques et aqueuses sont 

récupérées séparément. La phase organique est déshydratée par passage à travers un papier-

filtre whatman contenant du sulfate de sodium anhydre en poudre afin d’éliminer les traces 

d’eau résiduelles et les contaminants hydrophiles. Les deux phases organiques et aqueuses 

sont concentrées à sec au rotavapeur. Les deux extraits bruts, organique et aqueux, sont repris 

dans un minimum de solvant (méthanol ou eau distillée) et testés par antibiographie. Cette 

expérience nous permet de choisir le solvant à utiliser pour les futures extractions des 

antibiotiques.

2.2. Extraction à partir du mycélium



                                                                                                                     Matériel et méthodes

25

Le mycélium récupéré après centrifugation et filtration de la culture est lavé 3 fois à l’eau 

distillée par centrifugation. Le culot mycélien est immergé avec du méthanol dans une fiole 

fermée. Le tout est mis sous agitation magnétique pendant 2 h à température ambiante. 

L’extrait méthanolique est ensuite obtenu par filtration à travers le papier Whatman puis 

concentré à sec au rotavapeur. Les activités antibactériennes sont recherchées par la méthode 

des disques de papier.

2.3. Détermination de l’activité antibactérienne des extraits

Les différents extraits organiques obtenus à partir du mycélium ou des filtrats, ainsi que les 

phases aqueuses, sont testés pour déterminer leurs activités antibactériennes. Pour cela, deux 

méthodes de diffusion sont utilisées : celle des puits, adaptée aux extraits aqueux et celle des 

disques de papier, adaptée aux extraits organiques.

2.3.1. Méthode de diffusion des puits

C’est la même méthode utilisée lors des cinétiques de production.

2.3.2. Méthode de diffusion des disques de papier 

L'activité antimicrobienne des extraits de la phase organique a été évaluée à l'aide de la 

méthode de diffusion du disque (Bauer et al., 1966). Les extraits à tester de la phase 

organique sont redissouts dans un minimum de méthanol, puis des disques de papier de 9 mm 

de diamètre sont imprégnés avec 60 μl de chaque extrait, et d’autres avec 60 µl du méthanol 

(comme témoin négatif). Des disques imprégnés de gentamycine (30 µg) sont utilisés comme 

témoin positif. Ils sont séchés pour faire évaporer le solvant, puis stérilisés sous UV à 254 nm 

pendant 45 mn. Les disques imprégnés sont ensuite déposés stérilement à la surface du milieu 

G.N. semi-solide (12g/l d’agar), pré-ensemencé avec la bactérie-cible. Les boîtes de Pétri sont 

mises à 4°C pendant 4 h avant d’être incubées à 30°C pendant 24 h, la lecture des résultats se 

fait en mesurant les zones d’inhibition autour des disques.
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Figure 5 : Schéma général de production, d’extraction et de révélation des antibiotiques.
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3. Révélation microbiologique

Afin de localiser les activités antibiotiques dans l’extrait brut, une bioautographie est 

réalisée selon la méthode de Betina (1973). Pour cela, une chromatographie sur couche mince 

de gel de silice est nécessaire avant de révéler les taches actives.

3.1. Préparation des plaques de gel de silice

Les plaques de gel de silice sont préparées avec 25 g de silice G60 (Merck) dans 60 ml

d’eau distillée dans un flacon d’Erlenmeyer de 250 ml. Après une agitation magnétique 

pendant 10 mn, la pâte obtenue est étalée de manière uniforme sur des plaques en verre (20 x 

20 cm) propres à l’aide de l’étaloir de DESAGA réglé pour une épaisseur de 0,25 mm. Les 

plaques sont ensuite séchées à température ambiante pendant une nuit et régénérées par 

chauffage au four  à 105°C juste avant utilisation.

3.2. Chromatographie sur plaques minces de gel de silice

À l’aide d’une microseringue, les échantillons sont déposés au bas de la plaque CCM (20 

cm × 20 cm) à 2 cm du bord sous forme de spots. Les plaques sont ensuite placées dans une 

cuve de chromatographie dont l’atmosphère a été préalablement saturée avec le solvant de 

migration. 

Les systèmes de solvants considérés sont souvent utilisés par les chercheurs pour l’étude 

des antibiotiques, il s’agit de :

- Acétate d’éthyle-méthanol (A.M.) : 100 : 15, en volumes. 

- n-butanol-acide acétique-eau (B.A.E.) : 60 : 20 : 20, en volumes.

Après développement, les plaques sont retirées de la cuve et laissées sécher sous hotte 

toute la nuit, afin d’éliminer toute trace de solvant susceptible d’empêcher la croissance du 

microorganisme-test lors de la bioautographie. Les chromatogrammes sont ensuite observés 

sous lumière ultra-violette pour localiser les taches présentant une absorption UV à 254 nm. 

3.3. Bioautographie

Dans une hotte microbiologique, les plaques développées et séchées sont placées sur un 

support dans une boîte en plastique (22 × 24 cm) désinfectée avec de l’alcool. Au fond de la 

boîte, une feuille imbibée d’environ 20 ml d’eau stérile permet de maintenir une atmosphère 
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humide et de retarder ainsi la dessiccation de la gélose au cours de l’incubation. Le dispositif 

est alors stérilisé durant 1 h sous UV à 254 nm.

Entre temps, 80 ml de gélose nutritive molle (9 g/l d’agar) en surfusion (45 à 50°C) est 

inoculée avec 200 μl d’une suspension de la bactérie-cible Bacillus subtilis (Bs). Après 

homogénéisation, ce milieu est uniformément réparti sur la plaque à l’aide d’une seringue 

stérile. Après solidification de la gélose, les boîtes sont mises à 4°C pendant 2 h pour 

permettre la diffusion de l’activité antibiotique dans le milieu puis incubées à 30°C. Le 

microorganisme-test va pousser sur toute la plaque sauf au niveau des taches présentant une 

activité antibiotique (auréole claire d’inhibition). Les zones d’inhibition sont mesurées après 

24h et les Rf calculés.

distance entre dépôt et tâche active

                       Rf   =  

distance entre dépôt et front du solvant
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Le présent travail a montré l’influence des milieux de culture sur la production 
d’antibiotiques par la souche EO6 de Streptomyces sp. isolée à partir d’un sol saharien, au 
niveau du laboratoire LBSM de l’E.N.S. de Kouba (Alger), lors d’un programme de criblage 
de souches d’actinomycètes productrices d’activités antimicrobiennes. 

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à l’étude de l’influence des milieux de 
culture sur la production d’antibiotiques par la souche EO6. Notre objectif est de rechercher 
un milieu de culture favorable à la production d’antibiotiques. Pour cela, trois parties ont été 
développées :

Dans la première partie, nous avons étudié la cinétique de production et de croissance 
dans 5 milieux complexes préconisés dans la littérature pour la production des antibiotiques 
par les actinomycètes. Le milieu complexe Bennett ayant permis d’atteindre, dans des 
conditions expérimentales identiques, une production d’antibiotiques jugée satisfaisante pour 
la suite du travail, a été retenu.

Dans la deuxième partie, nous avons testé cinq sources de carbone dans le milieu semi-
synthétique (MSS), l’amidon a permis de donner un rendement meilleur qu’avec le glucose, le 
glycérol, le fructose, et le saccharose.

Et dans la troisième partie, nous avons étudié l’effet de cinq sources d’azote sur la 
production des antibiotiques dans le milieu MSS. La meilleure source d’azote s’avère être le 
sulfate d’ammonium.

Ainsi, les résultats de notre étude nous ont permis de retenir le milieu Bennett et le milieu 
synthétique à base d’amidon et de sulfate d’ammonium comme milieux de production des 
activités antibactériennes pour la souche EO6 de Streptomyces sp.  

Ce travail qui ne représente qu’une étude préliminaire sur la production des antibiotiques 
par la souche EO6 de Streptomyces sp. a permis de définir quelques pistes de recherche 
ultérieures :

- Essais d’optimisation du milieu « MSS – amidon - sulfate d’ammonium » en testant 
différentes concentrations de chaque source.

- Tester d’autres sources nutritionnelles, de carbone, d’azote, d’oligoéléments, du 
phosphate, du potassium et des acides gras saturés et non saturés. 

- Une fois les meilleures sources définies, différentes concentrations du même composé 
sont testées. 

- Etudier l’effet du pH, de la température et de l’aération.

Le but est d’établir un milieu de culture dans lequel, des cultures seront réalisées en 
fermenteur pour un rendement de production optimale des antibiotiques.
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ANNEXE I

Matériel du laboratoire utilisé

Appareils

-Agitateur magnétique chauffant (TÜV Bayern GeprÜfte Sicherheit).

-Autoclave (pbi).

-Balance analytique (KERN ABJ).

-Congélateur -32° C (LIEBHERR comfort).

-Etuve (memmert).

-Evaporateur rotatif (BÜCHI 461).

-Four Pasteur (memmert).

-Micro-onde (Easytronic).

-pH mètre (HANNA instruments).

-Réfrigérateur 4° C (IGNIS).

-Séchoir (MégaTurbo).

-Vortex (OSI).

-Centrifugeuse des eppendorfs (P SELECTA).

-Centrifugeuse (Jouan E96) avec réfrigération.

-Hotte microbiologique à UV (FLUFRANCE).

-Hotte chimique (PBL mobili).

-Cellule de Malassez.

-Etaloir de gel de silice pour préparation des plaques CCM (DESAGA).

-Microscope optique (Motic).

Produits chimiques

-HCl, 0.1N (SIGMA-ALDRICH).

-NaOH, 0.1N (SIGMA-ALDRICH).

-Sulfate de Sodium anhydre en poudre (SIGMA-ALDRICH).
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-Dichlorométhane (SIGMA-ALDRICH).

-Acétate d’éthyle (SIGMA-ALDRICH).

-Méthanol(SIGMA-ALDRICH).

-n-butanol(SIGMA-ALDRICH).

Petits matériel et consommables

-Anse en platine.

-Bec Bünsen.

-Boites Petri en plastique 90 mm.

-Emporte pièce de 9 mm de diamètre.

-Eppendorfs 1,5 ml et 2 ml.

-Eprouvettes graduées 100 ml et 500 ml.

-Pipettes Pasteur.

-Erlenmeyers 250 ml et 500 ml.

-Seringue.

-Flacons 250 ml.

-Micropipettes réglables.

-Embouts 200 ml et 1000 ml.

-Microseringues 25 µl et 500 µl.

-Papier filtre Whatman n°42.

-Règle graduée.

-Piluliers 25 ml.

-Tubes à essai 20 ml. 

-Godets de centrifugeuse 110 ml.

-Tubes à hémolyse.

-Ampoules à décanter 500 ml avec des supports adéquats.

-Entonnoirs en verre.

-Pinces.
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-Papier aluminium.

-Papier Jausef.

-Couton.

-Disques en papier d’un diamètre de 9 mm.

-Plaques en verre (20X20 cm) pour chromatographie sur couche mince.

-Cuve de chromatographie.

ANNEXE II

La composition des milieux

- HT (Hickey et Tresner, 1952)

extrait de levure : 1 g ; extrait de viande : 1 g ; dextrines blanche : 10 g ; 
peptone (biotrypticase) : 2 g ; CaCl2,6H2O : 20mg (10 mL) ; agar : 18 g/L ; eau distillée : 
q.s.p. 1000 mL. pH 7,3.

- Gélose nutritive semi-solide

peptone : 5 g ; extrait de viande : 1 g ; extrait de levure : 2 g ; NaCl : 5 g ; agar : 12 g ; eau 
distillée : q.s.p. 1000 mL. pH 7,4.

ANNEXE III

Tableau 1: Résultats de l’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé.

Antibiotiques*
AMX TIC CZ GM AN TM C

S
≥29

R
≤28

S
≥24

R
<22

S
≥18

R
≤14

S
≥20

R
<20

S
≥20

R
<20

S
≥20

R
<20

S
≥23

R
<23

Sa 10 R 46 S 43 S 30 S 30 S 30 S 36 S

AMX TIC CZ GM AN TM C
S
≥23

R
<16R

S
≥24

R
<22

S
≥18

R
<12

S
≥18

R
<16

S
≥17

R
<15

S
≥18

R
<16

S
≥23

R
<19

Bs 16 I 36 S 50 S 30 S 30 S 30 S 36 S
Lm 0 R 30 S 13 S 24 S 30 S 15 R 25 S

AMX TIC CZ GM AN TM C
S
≥21

R
<16R

S
≥24

R
<22

S
≥19

R
≥23

S
≥18

R
<16

S
≥17

R
<15

S
≥18

R
<16

S
≥23

R
<23

Ec 0 R 15 R 0 R 0 R 13 R 11,5 R 16 R
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* : Diamètres critiques en mm, déterminés selon le CA-SFM (2010). R : Résistant, S : Sensible.
I : Intermédiaire.

AMX : Amoxicilline, TIC : Ticarcilline, CZ : Céfazoline, GM : Gentamicine, AN : Amikacine, TM : 
Tobramycine, C : Chloramphénicol.
Sa : Staphylococcus aureus, Bs : Bacillus subtilis, Lm : Listeria monocytogenes, Ec : Escherichia coli.
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Résumé

La souche EO6 Streptomyces sp., est productrice d’antibiotiques à propriétés 
antibactériennes. Lors de ce projet d’étude, l’influence de quelques milieux de culture sur la 
production d’antibiotiques est étudiée. Le but est de choisir un milieu de culture permettant 
une production optimale des antibiotiques.

La souche a d’abord fait l’objet d’une étude de ses propriétés antagonistes contre des 
bactéries (à Gram négatif et à Gram positif) indicatrices.

Pour l’étude de l’effet des milieux de culture sur la production d’antibiotiques, des 
cinétiques de production et de croissance ont été menées. Tout d’abord, cinq milieux de 
culture complexes représentés par le Bennett, l’ISP2, le MCB, le TSB, et le SSB sont testés. 
Les résultats de cette première cinétique indiquent que le milieu complexe Bennett est 
meilleur.

Dans une autre cinétique, un milieu de base semi-synthétique (MSS) est utilisé pour étudier 
l’influence de quelques sources de carbone et d’azote sur la production des antibiotiques. La 
comparaison des résultats obtenus a permis de retenir l’amidon et le sulfate d’ammonium 
comme sources de carbone et d’azote respectivement. 

Les activités antimicrobiennes produites sont extraites par différents solvants organiques à 
partir du filtrat de culture et du mycélium. Les résultats d’antibiographie ont montré que 
l’activité antibactérienne est concentrée principalement dans les phases aqueuses, et que 
l’extrait le plus actif est celui au n-butanol pour le milieu ISP2 et celui à l’acétate d’éthyle 
pour les milieux Bennett et MSS.

Les activités antibactériennes sont ensuite révélées par bioautographie (révélation 
microbiologique) avec deux systèmes de solvant. Les taches actives détectées sont mieux 
séparées des autres composés inactifs de l’extrait brut dans le système de solvant « acétate 
d’éthyle-méthanol ».

Les résultats obtenus sont intéressants et encouragent la poursuite du travail sur la 
production, la purification et la caractérisation des activités antibactériennes.

Mots clés : Streptomyces, antibiotiques antibactériens, milieux de culture, cinétiques de 
production.
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Abstract

The strain EO6 Streptomyces sp. produces antibiotics with antibacterial properties. During 
this project, the effect of some culture media on the production of antibiotics was studied. The 
purpose is to choose a culture medium for optimal production of antibiotics. 

The strain was first screened for its antagonistic properties, using target bacteria (Gram 
negative and Gram-positive). 

For the study of the effect of culture media on the production of antibacterial activities, 
kinetics of production and growth were conducted. Five complex culture media represented 
by Bennett, ISP2, MCB, TSB, and SSB were first tested. The results indicated that the 
production of antibiotics was better in Bennett medium.

In the second and the third kinetics, the basal semi-synthetic medium (MSS) was used to 
study the effect of some carbon and nitrogen sources on the production of antibiotics. The 
results indicated that starch and ammonium sulphate were the optimal carbon and nitrogen 
sources respectively.

The produced antibacterial activities were extracted with different organic solvents from 
the culture filtrate and mycelium. The results showed that the antibacterial activity was 
mainly concentrated in the aqueous phases, and that the most active extract was obtained with 
n-butanol for the ISP2 medium, and with ethyl acetate for Bennett and MSS media. 

These activities were then located by bioautography (microbiological revelation) using two 
solvent systems. The detected active spots were better separated from the non active 
compounds of the crude extract in the ethyl acetate-methanol solvent system. 

These obtained results are interesting and encourage the pursuit of studies on the 
production, purification and characterization of the antibacterial activities.

Keywords : Streptomyces, antibacterial antibiotics, culture media, kinetics of production.
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Au cours de cette étude sur la production d’antibiotiques par la souche EO6 de 
Streptomyces sp., nous avons commencé par déterminer son spectre d’activité antibactérienne 
contre des bactéries indicatrices. Dans une deuxième partie, nous avons d’abord testé des 
milieux complexes pour étudier la production des antibiotiques. Puis, nous avons étudié 
l’effet de quelques sources de carbone et d’azote sur la production et ce, sur un milieu de base 
semi-synthétique.

I. DETERMINATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE PAR 
LA TECHNIQUE DES STRIES CROISEES

L’activité antibactérienne de la souche EO6 a d’abord été recherchée par la méthode des 
stries croisées (figure 6) sur le milieu de culture ISP2. 

1. Résultats

L’activité antibactérienne de la souche a touché toutes les bactéries testées (figure 7) à 
l’exception de la souche kp E40 de Klebsiella pneumoniae contre laquelle l’activité est nulle. 
L’activité est très forte contre Bacillus subtilis (Bs) et Listeria monocytogenes (Lm), forte 
contre Enterobacter cloacae (Ecl 052) et Staphylococcus aureus (Sa), moyenne contre 
Enterobacter cloacae (Ecl 068), (Ecl 064), Klebsiella pneumoniae (Kp 068) et 
Staphylococcus aureus (Sa 045), faible contre MRSA, très faible contre Escherichia coli (Ec), 
Salmonella enterica (Se E32) et Pseudomonas aeruginosa (Pa).

Figure 6 : Recherche des propriétés antibactériennes de la souche EO6 de Streptomyces sp. par 
la méthode des stries croisées.
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Figure 7 : Spectre d’activité antimicrobienne de la souche EO6 Streptomyces sp.

2. Discussion

La méthode des stries croisées est une technique de criblage précoce, largement utilisée 
dans les programmes de recherche de nouvelles molécules antibiotiques. Simple et pratique, 
elle consiste à rechercher les propriétés antibiotiques des actinomycètes cultivés sur milieu 
solide (Williston et al., 1947) et ainsi déterminer leur spectre d’activité contre un nombre de 
cibles microbiennes (bactéries, champignons et levures). Le milieu de culture doit avoir la 
propriété de permettre une bonne croissance de la souche d’actinomycète et également celle 
des souches-cibles. Les résultats obtenus sont qualitatifs et permettent d’orienter la suite du 
travail lors du passage à la production en milieu liquide (Larpent et Sanglier, 1989).

Dans le criblage préliminaire réalisé par Khebizi (2010) pour de nombreuses souches 
d’actinomycètes dont la souche EO6, des germes englobant des bactéries et des champignons 
ont été ciblés. Pour la souche EO6, l’activité antibactérienne était très importante (jusqu’à 40 
mm de distance d’inhibition). Celle contre les champignons était faible.

II. ETUDE DE LA PRODUCTION D’ANTIBIOTIQUES EN MILIEUX 
DE CULTURE AGITES

Trois cinétiques de production d’antibiotiques sont réalisées en milieux de culture agités. 
La première a été réalisée sur cinq milieux de culture complexes (ISP2, Bennet, TSB, SSB, et 
MCB) habituellement utilisés par les chercheurs comme milieux de production. Dans la 
deuxième cinétique, l’effet de cinq sources de carbone (amidon, fructose, glucose, glycérol et 
saccharose) est étudié sur un milieu semi-synthétique (MSS) de base. La troisième cinétique 
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est effectuée sur le même milieu de culture (MSS) où cinq sources d’azote (sulfate 
d’ammonium, asparagine, leucine, tryptone et caséine) sont testées. 

Il est à signaler que les trois cinétiques sont réalisées dans des conditions identiques, à 
savoir la taille et l’âge de l’inoculum, les conditions de culture  (volume du milieu, 
agitation…) et les analyses. Le but de ce travail est de comparer entre les milieux, complexe 
et semi-synthétique, pour retenir un milieu de production pour la souche EO6. 

Nous rappelons que les cultures de production sont réalisées en fioles d’Erlenmeyer 
agitées. La production d’antibiotiques est évaluée par la méthode de diffusion des puits contre 
quatre bactéries-cibles ; Bacillus subtilis (Bs), Listeria monocytogenes (Lm), Staphylococcus 
aureus (Sa) et Escherichia coli (Ec). Dans ces cinétiques, sont également mesurés la 
croissance (par mesure du poids sec de la biomasse) et le pH. Pour chaque cinétique, les 
résultats sont présentés de deux manières ; une présentation selon le milieu de culture, et une 
autre présentation par bactérie-cible.

1. Cinétique de production en milieux complexes

1.1. Résultats
Les résultats de l’activité antibiotique, de la biomasse et du pH dans les milieux 

complexes sont illustrés par les figures 8 et 9. Dans la figure 8, les résultats sont présentés par 
milieu de culture. Dans la figure 9, ils sont présentés par bactérie-cible. Ces résultats montrent 
que :
- L’activité antibactérienne est décelée dès le 1er jour de fermentation contre Bs et Lm et ce, 
dans les cinq milieux.

- Des cinq milieux testés, le milieu Bennett s’est révélé meilleur. Il est suivi par l’ISP2, puis le 
SSB, le TSB et enfin le MCB.

-  Dans le milieu Bennett, l’activité apparait dès le 1er jour et atteint son maximum le 5ème jour 
de fermentation et ce, pour toutes les bactéries-tests. Cette activité évolue en corrélation avec 
la croissance. Le pH évolue lentement et atteint son maximum (pH 8,7) le 10ème jour de 
fermentation. 

- L’activité apparait dans le milieu ISP2 dès le 1er jour sauf sur Sa ou elle apparait le 2ème jour 
et atteint son maximum le 9ème et/ou le 10ème jour de fermentation. Cette activité antibiotique 
évolue en corrélation avec la croissance. Le pH initialement de 7,3 tend à diminuer en début 
de fermentation puis augmente progressivement et légèrement et atteint son maximum (pH 
8,46) le 10ème jour de fermentation.

- Avec le milieu SSB l’activité apparait dès le 1er jour mais moins forte que dans le Bennett et 
l’ISP2. Elle n’est importante au 1er jour que contre Lm (15 mm) et reste appréciable (10-12 
mm) entre le 5ème et le 8ème jour sur les quatre bactéries-cibles. Cette activité évolue en 
corrélation avec la croissance du mycélium. Le pH de départ (7,3) diminue progressivement et 
légèrement durant la fermentation et atteint son minimum (pH 4,5) le 10ème jour de 
fermentation.
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Figure 8 : Cinétiques de production des 
antibiotiques de la souche EO6 cultivée dans 
différents milieux de culture complexes.
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Figure 9 : Activité antibactérienne de la souche EO6 en milieux complexes SSB, ISP2,
Bennett, TSB et MCB.
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- La souche EO6 sur TSB donne une activité du 1er au 5ème jour de fermentation et diminue 
entre le 6ème et le 10ème. Cette activité décroit contrairement à la croissance qui augmente. Le 
pH passe progressivement de 7,3 à 9,1 le 10ème jour.
- Dans le milieu MCB, comparé aux  autres milieux testés, l’activité obtenue est la plus faible. 
Elle augmente très légèrement les cinq derniers jours de la fermentation sauf contre Ec où l’on 
note 9 mm. Cependant, la croissance a évolué de manière importante et très remarquable, elle 
est passée de 19,7 g/L le 1er jour à 42,85 g/L le 10ème jour de fermentation. 

1.1.Discussion

Les cinétiques de production ont été suivies dans les cinq milieux de culture ISP2, 
Bennett, TSB, SSB et MCB. La comparaison des résultats de production dans ces milieux de 
culture montre que le milieu Bennett est le meilleur milieu de production d’antibiotiques et ce, 
contre les quatre bactéries testées. Le même résultat est obtenu par de nombreux auteurs  
(Belghit, 2010 ; Kitouni et al., 2005 ; Barakat et al., 2002). Il est suivi du milieu ISP2. 

Le choix du meilleur milieu de production dépend à la fois des diamètres des zones 
d’inhibition obtenus avec le milieu, du jour de production optimale, et du nombre des germes-
tests touchés par l’activité antibiotique. 

Le contraire est observé avec le milieu MCB où l’on note une croissance importante au 
dépend de la production d’antibiotiques. Ce milieu contient des dextrines et de l’extrait de 
levure qui stimulent la croissance et entraînent une augmentation significative de la biomasse. 
Des études sur la production de spiramycine par Streptomyces ambofaciens ont montré que la 
diminution de 50 % de la concentration de ces deux composés, permet d’améliorer la 
production de spiramycine (Benslimane, 1996).

Le fait qu’un taux de croissance élevé soit souvent corrélé à une faible production de 
métabolites secondaires laisse à penser qu’un faible taux de croissance pourrait initier le 
métabolisme secondaire. Cependant, dans la plupart des cas, il est difficile de savoir ce qui 
détermine l’initiation du métabolisme secondaire à savoir le taux de croissance faible ou bien 
la limitation nutritionnelle qui y est la plupart du temps associée. Par ailleurs, dans quelques 
cas, comme la synthèse d’érytromycine par Streptomyces erythraeus (Trilly et al., 1987) ou 
de la chlortétracycline par S. aureofaciens (Sikyta et al., 1961), la production d’antibiotique 
augmente avec le taux de croissance.

A ce stade des résultats, nous pouvons donc proposer le milieu Bennett comme milieu de 
production pour la souche EO6, avec arrêt de la culture le 5ème jour (jour de production 
optimale) afin de réaliser des extractions et continuer l’étude des antibiotiques produits.

2. Cinétique de production avec différentes sources de carbone

En utilisant comme milieu de base (pour la préculture et la culture) le milieu MSS, nous 
avons testé 5 sources de carbone (l’amidon, le fructose, le glucose, le glycérol et le 
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saccharose) ajoutées au milieu de culture à raison de 1 % (w/v). Comme source d’azote, de 
l’extrait de levure est ajouté (2 g/l).

2.1. Résultats

Les résultats de l’activité antibiotique, de la biomasse et du pH obtenus en milieu MSS 
additionné de 5 sources de carbone, sont illustrés par les figures 10 et 11. 

- L’activité dans le milieu MSS additionné d’amidon est décelée dès le 2ème jour de 
fermentation contre Bs et le 3ème jour contre Lm, Sa et Ec. Elle atteint son maximum entre le 
5ème et le 7ème jour de fermentation. Cette activité évolue en corrélation avec la croissance. Le 
pH tend à diminuer au début puis évolue lentement et atteint son maximum (pH 8,60) le 10ème

jour de fermentation.

- Le fructose dans le milieu MSS révèle une activité au 2ème jour de fermentation contre Lm, 
Bs et Sa, et au 3ème jour contre Ec. Au 4ème jour, la production est optimale et accompagnée 
d’une croissance stable et d’un pH croissant le 5ème jour pour attendre 8,60 le 10ème jour.

- Dans le milieu au glucose, l’activité apparait le 2ème jour contre Lm, Sa et Bs, et au 3ème jour 
contre Ec. La meilleure activité est détectée entre le 4ème jour avec une évolution de la 
croissance. Tandis que le pH tend à diminuer vers le début et augmente jusqu’au 8,50 le 10ème

jour.

- Le milieu MSS contenant le saccharose, l’activité contre Lm, Sa et Bs est obtenue le 2ème

jour de fermentation et contre Ec le 4ème jour. Le meilleur jour de production diffère d’une 
bactérie à l’autre et la croissance non stable augmente les derniers jours de fermentation.

- Avec le glycérol, l’activité n’est détectée qu’à partir du 4ème jour de fermentation et cela 
avec les quatre souches testées. Entre le 4ème et le 8ème jour, l’activité et la croissance 
augmentent régulièrement. Le pH tend à diminuer au début puis évolue lentement pour 
atteindre 8,60 le 10ème jour de fermentation.

A partir de ces résultats, nous notons que des zones d’inhibitions (plus au moins 
importantes) ont été obtenues pour toutes les sources de carbones contre les quatre cibles 
testées. La plus forte inhibition est observée avec l’amidon. Nous pouvons donc le retenir 
comme source de carbone pour la prochaine cinétique.

2.2. Discussion

La bibliographie en rapport avec l’influence des sources carboné et d’azote sur la 
production d’antibiotiques est riche (Khaoua et al., 1991 ; Lebrihi et al., 1988 ; Demain, 
1982 ; Aharonowitz, 1980 ; Aharonowitz  et Demain, 1979 ; Aharonowitz  et Demain, 
1978).  

Les résultats de l’amidon (polysaccharide) comme meilleure source de carbone corrèlent 
avec la majorité des travaux (Lounès et al., 1995 ; Lebrihi et al., 1988) qui rapportent que les 
sources de carbone lentement assimilées (plus difficilement métabolisable comme les 
polysaccharides (amidon, dextrines) permettent de meilleurs rendements de production 
d’antibiotiques. 
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Figure 10: Cinétiques de production 
des antibiotiques de la souche EO6 
cultivée sur le milieu MSS 
additionné en sources de carbone.
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Figure 11 : Activité antimicrobienne de la souche EO6 en milieu MSS additionné en sources 
de carbone (amidon, fructose, glucose, saccharose, glycérol).
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Certains sucres rapidement assimilables comme le glucose, le glycérol et le fructose,
exercent une action négative sur la biosynthèse des antibiotiques. Larpent et Sanglier (1989) 
rapportent les travaux de plusieurs auteurs, avec de nombreux microorganismes producteurs 
d’antibiotiques, en rapport avec le phénomène de répression catabolique glucidique, appelé 
parfois « effet glucose ». Ainsi, le glucose exerce, à une certaine concentration, une répression 
catabolique sur la production de l’actinomycine, de la bacitracine, de la céphalosporine C, du 
chloramphénicol, de la kanamycine, de la pénicilline, de la néomycine, etc. L’effet négatif du 
glycérol et du fructose serait dû à un taux de croissance élevé et à un excès de production 
d’énergie.

Aharonowitz (1978) montre que l’augmentation de la concentration en source carbonée 
(maltose ou glycérol) de S. clavuligerus diminue sensiblement la production de Cephamycine 
C alors qu’au contraire, des sources de carbone plus pauvres telles que le succinate ou l’alpha-
cétoglutarate augmentent cette biosynthèse. De même, chez S. ambofaciens, les dextrines 
permettent une meilleure production spécifique de spiramycine que le glycérol (0,035 
mg.gX.h-1 contre seulement 0,05 mg.gX.h-1). L’effet négatif du glycérol serait dû à un taux de 
croissance élevé et à un excès de production d’énergie. Les sources de carbone lentement 
assimilées permettraient de meilleurs rendements de production d’antibiotiques (Lounès et 
al., 1995).

A la fin de cette cinétique, nous pouvons déjà retenir l’amidon comme source de carbone 
optimale pour le milieu MSS.

3. Cinétique de production avec différentes sources d’azote 

En utilisant le même milieu de base MSS (pour la préculture et la culture), nous avons 
testé 5 sources d’azote (l’asparagine, la leucine, la caséine, le sulfate d’ammonium et la 
tryptone) ajoutées au milieu de culture. Comme source de carbone, de l’amidon est ajouté (1 
%).

3.1. Résultats

Les résultats de l’activité antibactérienne, de la biomasse et du pH sont illustrés par la 
figure 12, et montrent que :

- En présence de caséine (source organique complexe), l’activité est décelée dès le 1er jour de 
fermentation contre les quatre bactéries cibles. Elle atteint son maximum le 6ème et le 7ème jour 
de fermentation. Cette activité évolue en corrélation avec une importante croissance qui 
continue d’augmenter au 10ème jour. Le pH tend à diminuer au début puis évolue lentement et 
atteint son maximum (pH 9,26) le 10ème jour de fermentation.

- Avec la leucine (source organique : acide aminé) l’activité est détectée au début de 
fermentation contre les quatre bactéries. Au 7ème jour, la production est optimale. Elle est 
accompagnée d’une croissance importante, qui était très faible au départ, et d’un pH croissant 
qui atteint 9,09 le 10ème jour.
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- L’asparagine (source organique : acide aminé) a montré une activité dès le 1er jour de 
fermentation et cela avec les quatre souches testées. Entre le 6ème et le 7ème jour l’activité est 
meilleure et la croissance tend à augmenter. Le pH évolue progressivement pour atteindre 9,2 le 
10ème jour de fermentation.

- Avec le sulfate d’ammonium (source inorganique), l’activité est importante et apparait le 1ème

jour contre Lm, Sa, Bs, et Ec. La meilleure activité est détectée le 7ème jour de fermentation qui 
évolue en corrélation avec la croissance. Tandis que le pH tend à diminuer vers le début et 
augmente de manière progressive pour atteindre 9 le 10ème jour.

- L’utilisation de la tryptone (source organique complexe) a permis de déceler une activité le 1er

jour de fermentation, contre toutes les bactéries sauf la Ec. Le meilleur jour de production 
diffère d’une bactérie à l’autre et la croissance non stable diminue le 5ème jour et augmente les 
derniers jours de fermentation.

3.2.  Discussion
Les résultats révèlent des zones d’inhibition importantes à plus ou moins importantes,

pendant les 10 jours de fermentation pour toutes les sources d’azote testées contre les quatre 
cibles bactériennes. Les activités apparaissent dès le 1er jour de fermentation avec les cinq 
sources d’azote. 

Les plus fortes inhibitions ont été observées avec la source d’azote inorganique qu’est le 
sulfate d’ammonium. La concentration utilisée (0,25%) semble être favorable à la production 
des antibiotiques par la souche EO6. En effet, des travaux rapportent que des concentrations 
élevées en sels d’ammonium exercent un effet répressif sur la synthèse de la plupart des 
antibiotiques (Piret et Demain, 1988 ; Demain, 1982 ; Aharonowitz, 1980 ; Okanishi et 
Hotta, 1980). 

Les résultats de la caséine sont en accord avec ceux de Shapiro et Vining (1983), qui 
rapportent que les sources d’azote qui assurent une accumulation rapide de la biomasse 
donnant de faible taux de synthèse d’antibiotiques. Une croissance rapide et une production 
élevée de chloramphénicol sont incompatibles.

A ce stade des résultats, nous pouvons donc proposer pour le milieu MSS, le sulfate 
d’ammonium comme source d’azote favorable à la production d’antibiotiques par la souche 
EO6, avec arrêt de la culture pour les extractions le 7ème jour (jour de production optimale).
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Figure 12 : Cinétiques de production des 
antibiotiques de la souche EO6 cultivée sur 
le milieu MSS supplémenté d’amidon  varié 
en sources d’azote.
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4. Discussion générale

La production d’antibiotiques est influencée par de nombreux paramètres, nutritionnels et
physicochimiques. Les composants du milieu de culture exercent une grande influence sur 
cette production. Parmi les sources nutritionnelles, les sources de carbone et d’azote affectent 
fortement cette production. 

Différentes études menées sur des milieux de culture ont montré que la production 
d’antibiotiques pouvait être associée à la croissance (complètement ou partiellement) ou au 
contraire dissociée de la croissance (Pamboukian and Faciotti, 2004 ; McIntyre et al.,
1996 ; Fazeli et al., 1995 ; Untrau-Taghian et al., 1995 ; Mc Dermott et al., 1993 ; Lebrihi 
et al., 1988 ; Vu-Trong and Gray, 1981 ; Bu’lock et al., 1975). Ainsi, ces études ont montré 
que la production d’antibiotiques pouvait avoir lieu avec une croissance non nulle mais que la 
production était meilleure à des taux de croissance faibles. Ces mêmes études rapportent que 
le profil de production (production dissociée de la croissance, partiellement associée ou 
complètement associée) est dépendant du milieu de culture utilisé. 

L’épuisement des sources nutritionnelles pourrait déclencher l’initiation de la synthèse 
d’antibiotique en permettant de lever la régulation négative exercée par certains nutriments 
(Martin and Demain 1980).

Il est à signaler que le contrôle des conditions de culture (quantité de spores à 
l’inoculation, préculture, pourcentage d’inoculation, volume utile des cultures, biomasse 
produite, aération, pH) est déterminant pour la reproductibilité des résultats. Mais ce contrôle 
est difficile en fioles d’Erlenmeyer. L’un des problèmes pourrait être du à une limitation en 
oxygène au cours de la culture. L’ajustement à la demande, en oxygène dans le système fiole 
d’Erlenmeyer / agitateur peut certes être obtenu par diminution de la concentration en 
biomasse, mais il est cependant impossible de contrôler l’apport d’oxygène en cours de 
culture. Toutefois, la difficulté d’obtention de cultures reproductibles en fioles d’Erlenmeyer 
ne doit pas remettre en cause l’utilisation de ce procédé. Pour des études d’optimisation et de 
régulation plus approfondies, le fermenteur est utilisé pour maîtriser tous les paramètres de la 
culture (oxygène, agitation, pH…).

Nous pouvons donc proposer à la fin de cette étude :

- le milieu MSS additionné d’amidon comme source de carbone et de sulfate 
d’ammonium comme source d’azote, avec extraction le 7ème jour de fermentation et le milieu 
complexe Bennett, avec extraction le 5ème jour de la culture sont les milieux qui conviennent 
pour la production des antibiotiques.

- Et éventuellement ; le milieu complexe ISP2, avec extraction le 10ème jour de la culture.

Cette étude préliminaire sur l’évolution de la production d’antibiotique, de la croissance 
et du pH en fonction des milieux de culture peut constituer l’ébauche d’une démarche visant à 
l’optimisation d’un milieu de production. Une telle optimisation nécessiterait des
expérimentations faisant appel à des tests de plusieurs constituants du milieu et à différentes 
concentrations. Tel n’est pas notre objectif. Notre étude a, par contre, permis de proposer des 
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milieux de culture de production pour la souche EO6 qui pourraient être utilisés pour des 
études plus approfondies.

IV. EXTRACTION DES ANTIBIOTIQUES

L’extraction des activités antibactériennes est effectuée à partir des 3 meilleurs milieux, à 
savoir le milieu MSS à base d’amidon et de sulfate d’ammonium, le milieu Bennett et le 
milieu ISP2. Les activités sont extraites à partir du filtrat de culture et du mycélium et ce au 
jour de production optimale déterminé lors des cinétiques.

1. Résultats

1.1. Extraction à partir du mycélium

L’extraction des antibiotiques à partir du mycélium est réalisée au méthanol. L’extrait a 
une couleur jaune comme la couleur initiale du mycélium. Les extraits méthanoliques révèlent 
une bonne activité. Ce test d’antibiographie a été réalisé par la méthode des disques de papier 
et le diamètre du disque (9 mm) est compris dans les valeurs indiquées.

La figure 13 montre que l’activité est plus importante dans le mycélium de la souche 
cultivée dans le milieu Bennett que dans le milieu ISP2 et cela contre les 4 bactéries-cibles, 
l’activité dans le mycélium est aussi très importante lors de la fermentation sur le milieu MSS 
supplémenté en amidon qu’est la meilleure source de carbone et en sulfate d’ammonium 
comme meilleure source d’azote. L’activité des extraits varie toujours selon la bactérie-cible.

Figure 13 : Activité des extraits méthanoliques du mycélium de la souche EO6 de 
Streptomyces sp. cultivée sur ISP2, Bennett et MSS.
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1.2. Extraction à partir du filtrat de culture

L’extraction est effectuée avec 3 solvants organiques de différentes polarités, le 
dichlorométhane, l’acétate d’éthyle et le n-butanol. Des filtrats de culture (200 ml chacun) de 
la souche EO6 (en milieu ISP2, Bennett et MSS amidon sulfate d’ammonium) sont répartis en 
3 fractions de 65 ml. Chaque fraction est extraite avec deux fois 65 ml de solvant (double 
extraction). Les phases organiques sont séparées des phases aqueuses et testées pour leur 
antagonisme par la méthode des disques de papier et les phases aqueuses par la méthode de 
diffusion des puits. Les activités sont détectées dans les phases aqueuses et organiques de 
chaque milieu. 

1.2.1. Extraits organiques
Les résultats de la double extraction des antibiotiques par les trois solvants et à partir des 

trois meilleurs milieux de production d’antibiotiques choisis sont illustrés par la figure 14. 
Ces résultats montrent que :
- Les bactéries-cibles les plus sensibles sont Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes et 
Staphylococcus aureus. Escherichia coli est inhibée faiblement par les trois extraits des trois 
solvants de chaque milieu mais fortement inhibé par l’extrait d’acétate éthyle à partir de 
Bennett. 

- L’activité antibactérienne est retrouvée dans les extraits des trois solvants. Avec le milieu 
ISP2, la capacité d’extraction du dichlorométhane et d’acétate éthyle sont faibles et proches, 
mais importante avec le n-Butanol. Pour les deux milieux Bennett et  MSS supplémenté 
d’amidon et du sulfate d’ammonium, la  capacité d’extraction des antibiotiques est assez 
proche entre les trois solvants, avec cependant une légère préférence pour l’acétate d’éthyle 
en général et une moins bonne pour le dichlorométhane avec le Bennett, et le n-Butanol avec 
MSS supplémenté. 

Pour la suite de notre étude, nous avons donc retenu le n- butanol comme solvant d’extraction 
d’antibiotique à partir d’ISP2 et l’acétate d’éthyle comme solvants d’extraction des activités 
antibiotiques à partir de Bennett et MSS.
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Figure 14: Activité des extraits organiques de la souche EO6 Streptomyces sp.

Note : Les résultats : 0 mm, des témoins négatifs (disques vierges imbibés avec du méthanol) ne sont pas 
représentés par la figure. Les résultats des témoins positifs (disques d’antibiotiques) sont donnés en annexe 3.
Les diamètres d’inhibition comprennent le diamètre des disques en papier (09 mm).

1.2.2. Extraits aqueux

Après une double extraction des filtrats de culture par chacun des trois solvants, une forte 
activité antibactérienne reste présente dans la phase aqueuse, ce qui suggère la présence d’un 
antibiotique dans la phase aqueuse non extractible (ou peu) par les trois solvants utilisés.
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Figure 1 : Activité des extraits aqueux de la souche EO6 de Streptomyces sp.

Note : Les résultats : 0 mm, des témoins négatifs (eau distillée stérile) ne sont pas représentés par la figure. Les 
résultats des témoins positifs (disque d’antibiotiques) sont donnés en annexe 3.
Les diamètres d’inhibition comprennent le diamètre des puits (9 mm).

Note : M : extrait méthanolique du mycélium, A : extrait àc l’acétate éthyle, B : extrait au n-Butanol, D : extrait 
au dichlorométhane. T- : témoin négatif. 
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Figure 16 : Antibiographie contre Bacillus subtilis des extraits aux 3 solvants oganiques (à 
droite) et aqueux (à gauche) des cultures de la souche EO6 de streptomyces sp. poussant sur 
milieu Bennett.
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V. DETECTION DES ANTIBIOTIQUES PAR BIOAUTOGRAPHIE 

1. Résultats 

Après extraction des antibiotiques du mycélium avec le méthanol, du milieu ISP2 avec le
n-butanol et ceux de Bennett et MSS additionné d’amidon et de sulfate d’ammonium avec 
l’acétate d’éthyle, la phase organique de chaque extrait est analysée par chromatographie sur 
couche mince de gel de silice G60. Les activités antibiotiques sont détectées par 
bioautographie. Deux systèmes de solvants de migration sont testés ; l’acétate 
d’éthyle/méthanol (A.M) et butanol/acide acétique/eau (B.A.E). 

Dans les extraits au méthanol, à n-Butanol et à l’acétate d’éthyle, plusieurs taches ont été 
détectées. 

- Avec le système solvant de migration B.E.A. (représenté par la figure 17) :

Une tache active de l’extrait butanolique à partire d’ISP2 est détectée d’un Rf= 0,96 et a 
une forte activité sur le Bs.

Le spot d’extrait du Bennett avec l’Acétate d’éthyle a donné deux taches de faible activité 
et des Rf=0,82 et 0,89.

L’extraction avec l’acétate d’éthyle à partir de MSS a donné une seule tache active 
moyennement d’un Rf= 0,82.

Deux taches ont été détectées avec l’extrait méthanolique du mycélium dont les Rf= 0,82 
et 0,96.  

La plus part des taches actives apparaissaient jaune-brunâtre à l’œil nu et violettes ou 
jaunes aux U.V. 

- Avec le système du solvant A.M. (représenté par la figure 18) :

L’extrait d’ISP2 a donné trois taches actives, deux qui sont fortes (Rf= 0,78 et 0,57) et une de 
moyenne acitvité et un Rf=0,42.

Trois tâches dont les activités sont moyenne, forte et faible sont détectées avec l’extrait 
Bennett, et leurs Rf= 0,71, 0,67, 0 respectivement.

L’extrait du MSS révèle deux taches actives à Rf=0,67 très forte et 0,78 forte.

L’extrait méthanolique du mycélium a donné une longue tache (trainée active très longue) 
d’un Rf = 0,67.  
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Figure 17 : Localisation par bioautographie avec le solvant B.A.E., des antibiotiques actifs 
contre Bacillus subtilis provenant des extraits organiques des filtrats de culture et du 
mycélium de la souche EO6 de Streptomyces sp. 

Les zones colorées sont des taches actives contre Bs. Les zones transparentes sont des taches inactives détectées 
sous U.V. à 254 nm (absorbance).
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Figure 18: Localisation par bioautographie avec le système de solvant A.M., des 
antibiotiques actifs contre Bacillus subtilis provenant des extraits organiques des filtrats de 
culture et du mycélium de la souche EO6 de Streptomyces sp.

Les zones colorées sont des taches actives contre Bs. Les zones transparentes sont des taches inactives détectées 
sous U.V. à 254 nm (absorbance).
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2. Discussion

L’analyse des résultats de bioautographie, révèle que les taches actives à des Rf différents 
signifient la présence de plus d’un antibiotique. Même si une tache active est obtenue, seule 
l’analyse par HPLC ou une autre méthode de purification (UPLC) peut déterminer le nombre 
d’antibiotiques présents. Les taches ayant le même Rf ne correspondent pas forcement au 
même antibiotique. 

Le meilleur système de solvant s’avère être l’acide acétique – méthanol, car il a pu 
détecter plus d’une tache pour chaque extrait contrairement au système B.A.E. Cependant, ce 
dernier a mieux séparé les composants d’extrait méthanolique du mycélium en révélant deux 
taches, en comparaison avec le système A.M., dans lequel la tache est restée au dépôt 
(absence de migration).

La bioautographie avec le système de solvant A.M. effectuée contre B. subtilis à partir de 
l’extrait méthanolique du mycélium a donné une mauvaise séparation des antibiotiques 
(trainées actives très longues). Ceci est probablement dû aux substances lipidiques 
membranaires ou autres (gênantes) extraites par le méthanol. Pour des travaux ultérieurs,  les 
extraits organiques des filtrats de culture ou aqueux sont choisis de préférence. 

Il est à signaler que l’activité obtenue contre Bs avec la bioautographie confirme les 
résultats des cinétiques de production des antibiotiques sur les trois milieux de culture ISP2, 
Bennett et MSS. 
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