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Introduction

1

Près d’un quart des décès dans le monde résultent de maladies infectieuses et un nombre

grandissant de ces dernières est provoqué par des bactéries (Mukhopadhyay et al ., 2008). En

effet, les antibiotiques sont, sans doute, la famille des médicaments ayant  réussie à améliorer

la santé humaine (Martinez, 2009). Cependant, leur utilisation massive a conduit à

l’apparition des bactéries résistantes aux substances antimicrobiennes qui sont une

préoccupation majeure en microbiologie clinique, et la recherche sur la résistance des

bactéries à ces substances au cours des cinquante dernières années à été principalement axée

sur les bactéries pathogènes (Davies et Mazel 1994 ; Yala et al.,2001 ; Summers, 2006 ;

Wright, 2007 & Tamara et al., 2013).

Des solutions sont nécessaires pour venir à bout de ce problème, notamment la mise en

œuvre de stratégies de recherche de nouvelles molécules, qui  sont orientées vers l’isolement

de nouvelles souches et espèces de différents écosystèmes particuliers, souvent peu exploités

(Cragg et al., 1997 ; Hegde et al., 2001 & Phoebe et al., 2001). Parmi les microorganismes,

les actinomycètes sont les plus grands producteurs de substances antimicrobiennes (Sanglier

et al., 1993 ; Suzuki et al., 1994 ; Takahashi et Omura, 2003 &  Kitouni et al., 2005). Ils

sont responsables de la production d’environ 80% des antibiotiques commercialisés (Béredy,

2005).

La production des antibiotiques est influencée par divers facteurs environnementaux, y

compris les éléments nutritifs (source de carbone, d’azote et phosphore), les conditions de

culture (T°, pH, taux d’oxygène et la lumière) et le taux de croissance ;  en outre la production

des métabolites secondaires par les actinomycètes diffère qualitativement et quantitativement

en fonction de la souche utilisée (Oskay, 2011). Par conséquence, l’optimisation des

paramètres de cultures pour une meilleure production de ces molécules est d’une très grande

importance. Cependant, les procédés classiques de celle-ci ont été fréquemment utilisés, mais

ces derniers sont lents et souvent ne parviennent pas à identifier l’optimum des facteurs car les

interactions entre les différents facteurs sont négligées, pour cela des méthodes statistiques ont

été utilisées (Baoxin et al., 2011).

Dans notre étude, nous nous sommes fixés comme objectif l’optimisation de la

production d’antibiotiques,  par une souche d’actinomycète en utilisant des plans

d’expériences.
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La première partie de ce travail est consacrée à une synthèse bibliographique sur les

actinomycètes en général ainsi que sur l’écologie, l’importance et la systématique de ces

microorganismes. Un aperçu sur leurs métabolites secondaires synthétisés et des notions

fondamentales relatives aux plans d’expériences sont présentées.

La deuxième partie est expérimentale et concerne, la mise en évidence de l’activité

antimicrobienne de la souche d’actinomycète étudiée, permettant le choix du meilleur milieu

de production d’antibiotique. Il s’en est suivi la réalisation de la modélisation de la production

d’antibiotiques par le biais d’un plan factoriel complet avec interactions dans le but de

déterminer les conditions optimales des variables choisies. Enfin  une étude morphologique de

la souche étudiée sur différents milieux de culture ainsi que sa capacité de dégradation de

certains composés sont réalisées.
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I- Les actinomycètes : caractéristiques, écologie, taxonomie et intérêt

1- Principales caractéristiques des actinomycètes

Les actinomycètes sont des eubactéries chimio-organotrophes appartenant à l’ordre des

Actinomycetales. Cet ordre regroupe des bactéries à Gram positif ayant un pourcentage en

"guanine + cytosine" relativement élevé dans leur ADN (G + C > 55 %), généralement

compris entre 60 et 70 % (Ensign, 1979 ; Larpent et Sanglier, 1989 ; Mariat et Sebald,

1990 ;  Manuel de Bergey, 1994 & Chun et al., 1997). Les actinomycètes sont des bactéries

dont la croissance donne lieu à des colonies circulaires (Eunice et Prosser, 1983) constituées

généralement d’hyphes (c’est –à-dire des filaments ramifiés de 0,5-1,0 µm de diamètre) qui

irradient ; par croissance centrifuge ; tout le tour du germe qui leur a donné naissance

(Gottlieb, 1973 ; Lechevalier et Lechevalier, 1981 & Eunice et Prosser, 1983). Cela

explique leur dénomination «Actinomycètes »  du Grec « aktino : rayons,  mycetes :

champignons » ou (champignons à  rayons) (Gottlieb, 1973). Caractérisée par une croissance

lente et une production maximale des antibiotiques, et plusieurs d’entre eux produisent des

spores non mobiles (Locci et Sharples, 1984). Préférant un pH neutre ou peu alcalin, ils sont

généralement mésophiles, d’autres sont thermophiles tolérant des températures avoisinant les

50°C et pouvant même aller jusqu’à 60°C (Omura, 1992).

Ces microorganismes  produisent  une  pléthore  de  molécules, ayant  de nombreuses

applications dans divers domaines (antibactériens,  antifongiques,  insecticides,  herbicides,

antiparasites,  acaricides, antiviraux, anti  tumoraux,  antimitotiques,  anti allergénique,

…etc.) et de ce fait, présentant un fort intérêt pour les industriels. Par ailleurs, les

actinomycètes ont un rôle écologique car ils possèdent la capacité de dégrader des molécules

complexes non dégradées par les champignons ou les autres bactéries, contribuant ainsi à la

fertilisation des sols (Lechevalier, 1981; Goodfellow et Williams, 1983 & Lacey, 1997).

Cependant,  quelques uns sont pathogènes pour l’Homme et les animaux provoquant des

actinomycetomes, des nocardioses (Nocardia) (Goodfellow et al., 1993) ainsi que la

tuberculose  causé par Mycobacterium tuberculosis (Leclerc et al., 1983).

2- Ecologie des actinomycètes

Les actinomycètes sont universellement répandus,  on les trouve dans différentes niches

écologiques telles que : sols, air, fumier, composts, foin, débris végétaux, résidus fibreux de

cannes à sucre, pollen des plantes, sédiments marins, lacs, rivières, mers et océans, glaciers,
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déserts, sols pollués, lacs alcalins, algues marines et  les milieux salins (Lechevalier, 1981 ;

Goodfellow et Williams, 1983; Lacey, 1997 & Djinni et al., 2013). Par ailleurs, certaines

espèces d’actinomycètes semblent préférer certains habitats à d’autres  par exemple, les

Thermoactinomyces et les Faenia se trouvent dans les composts, les foins en fermentation et

les condenseurs de réfrigérateurs et de climatiseurs, les Micromonospora au fond des lacs et

des réservoirs ; les Streptosporangium à la surfaces des sols forestiers et les Streptomyces qui

sont nombreux se rencontrent presque partout (Xu, 1996 ; Lacey, 1997). Une majorité

d’actinomycètes sont saprophytes, mais il existe des formes parasites et symbiotiques des

plantes ou des animaux (Goodfellow et Williams, 1983).

3- Taxonomie des actinomycètes

Les actinomycètes ont longtemps été considérés comme des champignons primitifs, du

fait de leur mycélium, souvent à la fois aérien et pénétrant dans le substrat nutritif, du fait

également de la fructification par sporanges libérant des spores chez nombreux d’entre eux

(Hasley et Leclerc, 1993 ; Horinouchi, 2002).

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 la lysine ou de l’acide diaminopimélique (DAP) (qui peut également être

remplacer par le DAB : acide diaminobutilique), 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  antibactériens) ne permettent  pas de les classer parmi les

mycètes (Hasley et Leclerc, 1993). Dans le Bergey’s Manual (2007), les actinomycètes sont

rattachés au phylum des Actinobacteria, à la classe des Actinobacteria, à la sous classe des

Actinobacteridae, et l’ordre des Actinomycetales crée par Buchnan en 1917. La classe des

Actinobactéria est subdivisée en 5 sous classes, 6 ordres, 13 sous ordres (dont 9 appartiennent

à l’ordre des Actinomycetales), 41familles, 193 genres et près de 1711 espèces. Streptomyces

est le genre le plus large avec 562 espèces valides jusqu' à 2009 (Ningthonjam et al., 2009).

Selon le Bargey’s Manual (2012), ces microorganismes sont classés dans le règne des

Procarryotae, le phylum des Actinobacteria et la classe des Actinobacteria également.

Cependant, l’ordre des Actinomycetales a été subdivisé en plusieurs ordres ( Actinomycetales,

Streptomycetles, Streptosporangiales, Micromonosporales, Micrococcales, … etc ). L’ordre

des Actinomycetales est actuellement un petit ordre représenté  par peu de genres, dont

Actinomyces, anaérobie stricte et pathogène pour l’Homme. Les Actinobacteria sont classés,
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depuis 2012, dans 15 ordres, 43 familles et 203 genres (Goodfellow et al., in

Bergey’s Manual, 2012).

4- Intérêt des actinomycètes

Les actinomycètes suscitent un grand intérêt dans diverses applications dues à leurs

capacité de synthétiser de nombreux métabolites secondaires biologiquement actifs (les

antibiotiques, herbicides, pesticides, antiparasitaires)  et des enzymes (Oskay et al., 2004). Ils

exercent une influence sur la croissance des plantes, et protègent les racines contre les

invasions des champignons (Yilma et al., 2008). La majorité des antibiotiques naturels est

d’origine microbienne et prés de la moitie est synthétisée par les actinomycètes, en particulier,

par Streptomyces (Badji et al., 2005).

Après les antibiotiques, les enzymes représentent le second grand groupe de produits

d’intérêt industriel synthétisés par les actinomycètes. Certaines sont utilisées en industrie

agroalimentaire, (Vandamne, 1985), encore en industrie chimique comme les protéases

ajoutées au détergents (cité par Bakour ,2006) ainsi que  les cellulases et les xylanases

utilisées dans le traitement des déchets (Saadoun et al., 2007).

Certains genres d’actinomycètes comme Nocardia, Rhodococcus, Arthrobacter,

Mycobacterium et Corynebacterium se révèlent être d’une grande importance dans la

dégradation des hydrocarbures (Lacey, 1997).

II- Les métabolites secondaires des actinomycètes

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

primaire et secondaire. Ces bactéries  sont connues par  la richesse de leur métabolisme

secondaire, elles ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactives entre

autres des antibiotiques, des insecticides,  des herbicides,  des enzymes extracellulaires, des

antitumoraux, des antiparasitaires et des antiviraux comme le montre le tableau I.
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Tableau I : Quelques métabolites secondaires produits par les actinomycètes

Métabolites      secondaires Actinomycète Références

Antibiotiques

Antibactérien :

Clostomycine

Micromonospora sp. Takahashi et al.,

2003

Antifongique :

Amphotéricine B

Streptomyces nodosus. Carle et al., 2003

Molécules

Bioactives

non antibiotiques

Bioinsecticides : Spinosad Saccharopolyspora

spinosa.

Williamson et al.,

2006

Bioherbicides :Herbimycine Streptomyces

hygroscopicus

Omura et al., 2006

Antiparasitaires :

Trioxacarcine

Streptomyces sp. Maskey et al., 2004

Anti viraux : Panosialie Streptomyces sp. Aoyagi et al., 2006

Anti-tumoraux :

Marinomycine

Marinospora sp Kwon et al., 2006

Les enzymes L-asparaginase Streptomyces sp. Saleem Basha et al.,

2009

L- glutaminase Streptomyces

olivochromogenes.

Balagurunatha et

al., 2010.

III- Régulation de la biosynthèse des antibiotiques

La production microbienne de métabolites secondaires est généralement influencée et

est fortement liée  au métabolisme primaire de la souche productrice. Les métabolites

intermédiaires  issus  du métabolisme primaire servent de précurseurs pour la synthèse des

métabolites secondaires bioactifs. La  régulation du métabolisme secondaire est influencée par

de nombreux paramètres, entre autres nutritionnelles et physicochimiques (Strub, 2008).

1- Influence des sources nutritionnelles sur la production des

antibiotiques par les actinomycètes

La nature et la concentration de certains composés dans le milieu de culture ont un effet

éminent sur la production des métabolites secondaires, biologiquement actifs, par les

microorganismes entre autres chez les actinomycètes (Strub, 2008).
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1-1 Effet de la source de carbone

Le choix de la source de carbone influence fortement le métabolisme secondaire et par

conséquent la production d’antibiotiques (Demain et Martin, 1980, Doull et Vining, 1990,

Spizek et Tichy, 1995). Les sources de carbone lentement assimilées permettraient de

meilleurs rendements de production d’antibiotiques (Lounès 1995ab).

Cependant la source de carbone rapidement métabolisable est utilisée pour produire des

cellules mais peu ou pas de métabolites secondaires (Sanchez et al., 2002), comme le glucose

qui provoque  une répression de la formation de plusieurs antibiotiques amino-glycosidiques

produits par les actinomycètes (streptomycine, kanamycine, istamycine et néomycine) par une

répression des enzymes de leurs  biosynthèse (Demain, 1989; Piepersberg et Distler, 1997),

ou par l’acidification due à  l'accumulation des acides organiques dans le milieu (Solé et al.,

2000)

1-2    Effet de la source d’azote
Beaucoup d’antibiotiques possèdent un atome d’azote dans leur structure. La forme sous

laquelle l’azote est apporté aux cultures productrices d’antibiotiques influe et contrôle

fortement les rendements de production (Lebrihi et al., 1992 ; Marwick et al ., 1999). De

même que pour la source de carbone, la biosynthèse de la plupart des métabolites secondaires

peut être réprimée par les sources d’azote rapidement assimilables, en particulier par

l’ammonium (Aharonowitz, 1980; Okanishi et Hotta, 1980; Demain, 1982; Piret et

Demain, 1988). En 1995 certains  auteurs comme Islas,  Obregon,  Escalante et Sanchez

ont montré que l’addition d'ammonium au milieu de culture augmente la production de

certains antibiotiques tels que la streptomycine, la néomycine et la gentamicine (aminosides).

Cet effet positif est dû à la conversion de l’ammonium en glutamine utilisée dans la formation

des précurseurs indispensables à la biosynthèse d’antibiotiques. (Gonzalez et al., 1995).

1-3    Effet de la source de phosphate

La production des métabolites secondaires est soumise à une régulation par le phosphate

inorganique chez plusieurs espèces de bactéries (Weinberg, 1973; Martín, 1977; Weinberg,

1978 ; Liras et al ; 1990; Spížek et Tichy, 1995 ; Lounès et al., 1995b), et inhibe la

synthèse des antibiotiques, chez les actinomycètes grâce a sa capacité d’inhiber et/ou de

réprimer les phosphatases qui interviennent dans certaines voies de biosynthèses des

antibiotiques (Gersh et al., 1978 ; Dekleva et al .; 1985).
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2- Influence des conditions de culture sur la production des

antibiotiques

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

énormément la production des métabolites secondaires (James et al, 1991). Par exemple, un

choc thermique de 1h induit la production de la jadomycine B chez S. venezualae (Doull et

al., 1993), alors que aux conditions de culture normale cette dernière produit la

chloromycetine (chloramphénicol) utilisée pour traiter la typhoïde (Chater, 2006).

L’influence du pH  sur la production de plusieurs métabolites organiques du

métabolisme secondaire a été démontrée depuis longtemps, par exemple chez Streptomyces

aureofaciens, le changement de pH pendant le procédé de fermentation peut induire des

modifications de l'équilibre entre la production du chlorotétracycline (CTC) et de la

tétracycline (TC) dans le milieu de culture. En effet,  un pH acide favorise la production du

CTC tandis qu’un pH basique favorise la sécrétion de TC (Asanza-Teruel et al ., 1997).

Le temps d’incubation est un facteur qui affecte la synthèse des métabolites secondaires

des actinomycètes par exemple pour la souche de Streptomyces TN 58, la production de

biomolécules commence après 60 heures d’incubation pour atteindre un maximum après 72

heures. Cette production  reste stable jusqu’à 80 heures puis elle décroit progressivement pour

disparaitre à partir de 120 heures (Mellouli et al., 2004).

IV- Plan d’expérience

1- Définition

Un plan d’expérience n’est pas une série d’essais au hasard ni sélectionnés par la seule

intuition, mais une stratégie optimale permettant de prédire le maximum de précision une

réponse à partir d’un nombre minimal d’essais et en utilisant un modèle postulé. (Ozil, 1997).

De manière générale, la méthode des plans d’expériences cherche à déterminer et à établir les

liens existants entre deux types de variables :

-La réponse : grandeur de sortie ou grandeur étudiée.

-Les facteurs : grandeurs physiques modifiables par l’expérimentateur, sensées influé sur les

variations de la réponse. (Goupy, 1999 et Goupy, 2005).

-Espace expérimental : La réponse dépend donc de un ou de plusieurs facteurs. Le premier

facteur peut être représenté par un axe gradué et orienté (Figure 1). La valeur donnée à un

facteur pour réaliser un essai est appelée niveau. Lorsqu'on étudie l'influence d'un facteur, en

général, on limite ses variations entre deux bornes.
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Figure 1 : Le domaine de variation du facteur

S'il y a un second facteur, il est représenté, lui aussi, par un axe gradué et orienté. On

définit, comme pour le premier facteur, son niveau haut, son niveau bas et son domaine de

variation. Ce second axe est disposé orthogonalement au premier. On obtient ainsi un repère

cartésien qui définit un espace euclidien à deux dimensions. Cet espace est appelé l'espace

expérimental (Figure2) (Goupy,2006).

Figure 2 : Domaine d’étude pour deux facteurs

2- Objectifs du plan d’expérience

Les plans d’expériences sont  utilisés dans le but de :

 diminuer le nombre d’essais ;

 connaitre  les effets des paramètres ;

 évaluer les effets des interactions entre les paramètres ;

 donner  une meilleure précision des résultats ;

 modéliser mathématiquement l’expérience ;

 prédire et optimiser.

3-La modélisation

La modélisation est l’objet même du plan d’expériences, elle permet une fois que les

facteurs influents sont identifiés, de trouver la forme de cette influence ou la fonction décrite

les variations du phénomène étudié en fonction des facteurs influents. (G.E.P. Box et al ., et

Goupy, 1999)
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Toute réponse expérimentale peut être écrite sous la forme suivante :

 )Z.,,.........Z,Z(fy k21 ………………(1)

Où f est une fonction inconnue (modèle théorique) des facteurs influents contrôlées

( Z1, Z2, Z3,… , Zk ) .

L’équation de régression obtenue sur la base de l’expérience s’écrit sous la forme suivante :

  



 


k

1j

k

ju
1j,u

k

1j

2

jjjjuujjj0 xbxxbxbbŷ ………….

Où  Xj sont des coordonnées des facteurs Zj exprimées en variables centrées réduites,

(j=1,….k).

ŷ est l’estimé (valeur prédit par le modèle) de y(valeur expérimentale). Chaque valeur

expérimentale yi est sujette aux erreurs aléatoires Ɛi à distribution normale telle que :

iii εŷy  …………(3) (Benoit et al.,1994 ;Goupy,1999).

On appelle les coefficients :

 b0 : Terme constant de l’équation de régressions.

 bj : effets linéaires.

 buj : effets d’interactions

 bjj : effets quadratiques

4-Model polynomial de premier degré

4-1   Plan factoriel à deux niveaux  avec interaction 2k

Les plans factoriels à deux niveaux sont basés sur le principe que dans bien des cas, on

admet que la réponse est linéaire quand un facteur passe d’un niveau minimal à un niveau

maximal. Il suffit alors d’étudier seulement ce qui se passe aux bords du domaine  de

variation du facteur. ( Benoit et al., 1994 ;  Goupy, 1999 ; Antony, 2003).

Le nombre d’expérience (N) à réaliser est en fonction du nombre (k) des facteurs :

N=2k

Réponse

expérimentale

Facteurs

contrôlés

Erreur

expérimentale

(2)
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4-2 Variables centrés réduite

La notion de YATE permet une combinaison simple des niveaux et permet un calcul

aisé des effets et interactions. Les niveaux sont représentés par  les signes (+) et (-)

symbolisent respectivement la valeur haute et basse d’un facteur.

La formule de codage qui permet le passage des variables d’origine, aux variables centrées

réduites x, elle est donnée par la formule suivante :

k,...,21,j,x

ΔZ
ZZ

j

0

jj
j 




Tells que:
2
ZZ

Z jminjmax0

j


 et

2
ZZΔZ jminjmax

j




xj est la variable centrée réduite correspondant à la variable naturelle Zj. le point de

cordonnées (Z1
0, Z2

0,…. , Zk
0 ) est dénommé centre du plan ; ΔZj est l’unité ou intervalle de

variation suivant l’axe des Zj. Zjmin et  Zjmax sont les niveaux inférieur et supérieure des

facteurs qui constituent les frontières du domaine d’étude.

4-3  Calcul des coefficients du modèle :

On calcule pour chaque coefficient, le produit scalaire de la colonne y par la colonne

xj Correspondante, divisé par le nombre d’essais N. Ainsi pour les effets linéaires, les valeurs

des coefficients sont déterminées par :bj = xji yji …………(5) avec , j = 0,1, … , k.
et celle des coefficients d’interactions par :

buj = 1 (xu xj)iyi , j = 1, … , k , u = 1,… kj ≠ ubujf
= 1 (xu xj xf )i ………… . . (6).

Plus la valeur absolue d’un coefficient au sein de l’équation d’un modèle est grande plus

l’influence du facteur correspondant sur la réponse est forte. Le signe (+) d’un coefficient du

modèle signifie que la réponse augmente quand le facteur correspondant passe du niveau (-1)

au niveau (+1) (Antony, 2003 ; Sado et Sado, 1991).

….. …( 4 )
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I. Matériel

1. Matériel analytique (voire annexe I).

2. Matériel biologique

2.1. Microorganisme test « souche d’actinomycète SRC3 ».

La souche d’actinomycète dénommée SCR3 isolée par Dr DJINNI à partir d’un

échantillon de sédiment de rivière, de la wilaya de Jijel (Ziama Mensouria) en Janvier 2015, à

fait l’objet d’une optimisation et d’une modélisation des paramètres de production

d’antibiotiques.

2.2. Germes cibles

 Bacteries à Gram négatif :

-Escherichia coli ATCC 29523

-Salmonella typhi ATCC 14028.

-Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

-Vibrio cholerae ATCC 14035

 Bacteries à Gram positif :

-Staphylococcus aureus ATCC 29522

-Staphylococcus aureus résistant à la méthiciline (SARM) ATCC 43300,

 Levure :

-Candida albicans ATCC10231

II. Méthodes

1. Isolement de la souche SRC3

La souche  SRC3 est isolée sur le milieu  Czapeck ; additionné d’un antifongique

(K2Cr2O7 à 50µg / ml) pour inhiber les champignons filamenteux. Les boites sont incubées à

28°C pendant 30 jours.

2. Choix du meilleur milieu de production d’antibiotiques
Dans le but de déterminer le meilleur milieu de production d’antibiotiques, la SRC3 est

repiquée sur trois milieux différents : SCA (Startch-Casein-Agar), Czapeck et Gausse, dont la

composition est mentionnée dans l’annexe I. Après sept jours d’incubation à 28°C un test

d’activité antimicrobienne est réalisé par la méthode des cylindres d’agar vis-à-vis des germes

cibles préalablement cités.
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Le  milieu de culture ayant permit l’obtention des diamètres  de zones d’inhibitions les

plus importants est sélectionné comme milieu de base pour l’étude d’optimisation de la

production d’antibiotiques.

 Test d’activité antimicrobienne (Test des cylindres d’agar).

L’activité antimicrobienne de la SRC3 est évaluée par la méthode des cylindres d’agar

sur le milieu Mueller Hinton (MH), qui consiste à ensemencer la souche SRC3 sur les

différents milieux étudiés et incuber pendant 7 jours à 28°C.

Après incubation, des cylindres de gélose des milieux testés ayant 6 mm de diamètres sont

découpés stérilement (à l’aide d’une pipette Pasteur) et sont déposés à la surface du milieu

Mueller Hinton préalablement ensemencé, par écouvillonnage, avec les germes cibles dont la

charge d’inoculum est de 107 UFC/ml (Bastide et al., 1986) (figure 3). Les boites

ensemencées sont ainsi maintenues à 4°C pendant 2h avant d’être incubées pour permettre la

diffusion des substances actives éventuellement produites. Les zones d’inhibition sont

mesurées en (mm) après 24h d’incubation à 37°C.

Figure 3: Mise en évidence de l’activité antibiotique de l’isolat d’actinomycète sur milieu

Mueller-Hinton par la méthode des cylindres d’agar (Bastide et al., 1986).
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3. Détermination des paramètres influent la production d’antibiotiques

(plan de Plackett-Burman)

Dans le but de déterminer les paramètres les plus influents sur la production

d’antibiotiques par la souche SRC3 à savoir la concentration en : amidon, KCl, K2HPO4,

MgSO4 ,7H2O, NaNO3, pH et temps d’incubation, une modélisation des résultats

expérimentaux est réalisée en utilisant le plan d’expérience de Plackett et Burman à l’aide

d’un logiciel (Minitab 16.0). Les valeurs extrêmes choisies des différents paramètres

opératoires étudiés du meilleur milieu de production d’antibiotiques, préalablement

sélectionné, sont résumés dans le tableau II :

Tableau II : Les valeurs extrêmes des différents paramètres opératoires du meilleur milieu de

production d’antibiotiques.

Paramètres opératoires Niveau bas (-1) Centre (0) Niveau haut (+1)

X1(g/l) 6 10 14

X2 (g/l) 0,3 0,5 0,7

X3 (g/l) 0,6 1 1,4

X4 (g/l) 1 3 5

X5 (g/l) 0,3 0,5 0,7

X6 5,2 7,2 9,2

X7 4 7 10

X1 :( Amidon) ; X2 :( KCl) ; X3 : (K2HPO4) ; X4 :(NaNO3) ; X5:( MgSO4); X6: pH; X7: temps (jours).

Treize milieux, dénommés de (C1 à C13), de compositions différentes sont préparés

selon la matrice des expériences (donnée par le logiciel : Minitab 16.0) du plan de Plackett-

Burman choisis pour la détermination des facteurs influents l’activité antibiotique de SRC3,

évaluée par la méthode des cylindres d’agar vis-à-vis des germes cibles testés. La matrice des

expériences donnée par le plan de P-B est présentée dans le tableau III (annexe II).

4. Modélisation de la production d’antibiotiques par le plan factoriel

complet avec interaction.

Dans le but de déterminer les concentrations optimales des paramètres permettant une

meilleure production d’antimicrobiens par la souche SRC3, un plan factoriel avec interaction

est appliqué dans cette étude afin de déterminer l’influence de chaque paramètre sur la
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réponse étudiée (activité antimicrobienne) d’une part et d’évaluer les effets d’interaction de

ces derniers d’autre part.

La matrice d’expériences donnée par le plan factoriel ayant permis la préparation des

milieux d’optimisation,  auxquels s’ajoutent trois essais au centre, est mentionnée dans le

tableau IV (annexe II). L’activité antimicrobienne de la souche SRC3 cultivée dans les

conditions expérimentales déterminées par ce plan est évaluée par la méthode des cylindres

d’agar et le diamètre des zones d’inhibition  (en mm) est mesuré à l’aide d’un pied à coulisse

électronique.

5. Caractérisation morphologique

 Macromorphologie

Il s’agit de déterminer la forme et la taille des colonies ; la couleur des mycélia aériens

(MA) et de substrat (MS), la production ainsi que la couleur des pigments solubles produits

sur les différents milieux de culture préconisés par « l’International Streptomyces Project » ou

ISP (Shirling et Gottlieb, 1966), il s’agit de l’ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP6. La composition

de ces derniers est donnée en annexe I. La SRC3 est ensemencée sur ces différents milieux et

incubée à 28°C et   les lectures sont réalisées le 3éme, 7éme, 14éme et le 21éme jour de culture.

 Micromorphologie

Les colonies d’actinomycètes obtenus sur les milieux cités précédemment sont

observées directement sur boite de Pétri sous microscope optique en utilisant le grossissement

(10x40). Cette étude consiste à voir les structures et la fragmentation ou non du mycélium du

substrat (MS) et du mycélium aérien, ainsi que la sporulation.

6. Caractérisation physiologique

Certains tests physiologiques sont réalisés pour la différentiation entre les espèces

d’actinomycètes. Il s’agit de la dégradation de certains composés organiques et la résistance à

cinq métaux lourds. L’ensemble de ces tests  effectués sont cités ci-dessous et la composition

des milieux de culture utilisés sont détaillés en annexe I.

 Dégradation de divers composés organiques.

Ce test est réalisé sur des milieux de gélose nutritive additionnée du composant à tester à

savoir :

 l’amidon (Marchal et Bourdon, 1973) ;

 la caséine du lait (Gourdon et al ., 1974) ;

 la gélatine (Marchal et Bourdon, 1973) ;
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 la tyrosine (Gourdon et al, 1974) ;

 3 sels de sodium: Acétate; Citrate et Oxalate (Gourdon et al., 1974).

 et 11 glucides à raison de 1% (glucose, lactose, mannitol, mannose, ramnose, sucrose,

fructose, cellulose, tryptose, agarose et le xylose). Le milieu de base utilisé est l’ISP9

préconisé par Pridham et Gottlieb (1968). Ce dernier est utilisé comme témoin.

 Résistance à certains sels mèttaliques :

Dans le but de tester la résistance de la SRC3 à cinq métaux lourds différents (ZnSO4,

7H2O, CuSO4 ,5H2O, K2Cr2O7, Cd3N2O6, 4H2O, FeN3O9, 9H2O) ainsi que leur mélange,

50mg /l de ces derniers sont additionnés au milieu nutritif gélosé (NA : Nutrient Agar)

(Daboor et al., 2014). Après incubation à 28°C, des lectures sont réalisées le 3éme, 7éme et le

14éme jours.



Chapitre III Résultats et discussion

17

Dans cette partie, les résultats de la modélisation de la production d’antimicrobiens

par la souche SRC3seront présentés, en premier lieu par le biais d’un plan d’expériences de

Plackett- Burman afin de déterminer les paramètres opératoires qui ont plus d’influence sur

l’activité antimicrobienne, et en deuxième lieu les étapes d’élaboration du modèle

mathématique décrivant la variation de l’activité antimicrobienne en fonction des conditions

opératoires seront décrites en utilisant un plan factoriel complet avec interactions.  En fin une

étude morphologique et quelques caractères physiologiques de la souche étudiée seront

illustrés.

I. Choix du meilleur milieu de production d’antibiotiques

Dans le but de sélectionner le meilleur milieu de culture permettant une production

maximale d’antibiotiques par la souche SRC3, trois milieux de culture sont testés à savoir

SCA (Startch-Casein-Agar), Gausse et Czapeck, sur sept germes cibles par la méthode des

cylindres d’agar. Le milieu pour lequel la souche a présenté une production maximale

d’antibiotiques est sélectionné pour la suite du travail et les résultats obtenus sont illustrés

dans la figure 4, ainsi que les zones d’inhibition donnée par ce milieu sont présentés dans la

figure 5.

Figure 4 : Activité antimicrobienne de SRC3 cultivée sur les différents milieux testés.
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D’après les résultats  représentés dans la figure 4 (et illustrés dans la figure 5), une

activité à la fois antibactérienne qu’antifongique (avec un diamètre de zone d’inhibition à

l’égard de Candida albicans de 19 mm) est notée en utilisant le milieu Czapeck alors qu’une

activité exclusivement antibactérienne (vis-à-vis E. coli, S. aureus) est marquée  sur le milieu

SCA tandis qu’aucune activité n’est enregistrée sur le milieu Gauss. En effet, le milieu

Czapeck est choisi comme étant le meilleur parmi ceux testés, permettant la production

d’antimicrobiens. Il  est ainsi sélectionné pour l’optimisation des paramètres de cette

production.

D’après Aharonowitz et Demain (1978) ; Omura et Tanaka (1986) ; Cheng et al .,

(1995) ; Sanchez et Demain (2002), la nature et la concentration des composants du milieu

de culture ont un effet remarquable sur la quantité d’antibiotiques produits par le

microorganisme en question.

II. Détermination des paramètres influents la production d’antibiotiques
Les paramètres opératoires (Z1, Z2, Z3,........Z7) pris en considération pour modéliser

l’activité antibactérienne de la souche S3 vis-à-vis Salmonella typhi sont respectivement :

amidon, KCl, K2HPO4, MgSO4; 7H2O, NaNO3, pH et temps d’incubation. La matrice

d’expériences de Plackett et Burman et les résultats de l’activité antibactérienne (y) sont

regroupés dans le tableau III (annexe II).Les résultats obtenus par le logiciel Minitab16.0 sont

représentés sur la figure 6.

Figure 5 : Photographie  des zones d'inhibition sur le milieu Czapeck
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Figure 6 : Tracé représentatif des facteurs influents la production des antibiotiques.

D’après ces résultats obtenus, les facteurs qui ont plus d’influence sur l’activité

antibactérienne sont respectivement: la concentration en KCl (x1), en K2HPO4 (x2), en

MgSO4;7H2O, (x3) et le temps d’incubation (x4).

III. Modélisation de la production d’antibiotiques par un plan composite

centré (CCD)

1. Elaboration du model de premier degré

Après avoir déterminé les facteurs influents la production antibactériennes par la

souche SRC3 vis-à-vis de Salmonella typhi, les quatre facteurs opératoires considérés (Z1, Z2,

Z3, Z4)  sont respectivement : la concentration initiale en KCl, en K2HPO4, en MgSO4; 7H2O

et le temps d’incubation, dont leurs valeurs extrêmes sont présentées dans le tableau V.
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Tableau V : valeurs extrêmes des paramètres opératoires étudiés

Paramètres

opératoires

Notation Niveau minimal

(-1)

Le centre

(0)

Niveau maximal

(+1)

La concentration en

KCl(g/l) Z1 0,3 0,5 0,7

La concentration en

K2HPO4 (g/l)

Z2 0,6 1 1,4

La concentration en

MgSO4 (g/l) Z3 0,3 0,5 0,7

Le temps

d’incubation (jours) Z4 4 7 10

En premier lieu, un plan factoriel avec interaction est appliqué dans cette étude pour

déterminer l’influence de chaque paramètre sur la réponse étudiée (activité anti-S. typhi)

d’une part et évaluer les effets d’interaction de ces derniers d’autre part. Le nombre d’essais

N=2k dans ce cas k=4 (facteurs) est donc seize milieux Czapeck, numérotés de 1 à 16 et de

composition variée. Ils sont préparés selon la matrice donnée par ce plan.

Le diamètre de la zone d’inhibition (y) obtenue pour chaque expérience est la moyenne

des trois répétitions réalisées pour chaque milieu. La matrice des expériences effectuées ainsi

que la réponse (y) notée pour chacune sont mentionnées dans le tableau IV (annexe II).

La moyenne des zones d’inhibitions (réponses) des seize milieux à l’égard de S. typhi

est de ȳ =10,09 mm. Le nombre (n0) d’expériences au centre du domaine expérimental

([KCl]=0.5g/l, [K2HPO4]=1g/l, [MgSO4]=0.5g/l, temps=7 jours) est 3 et les diamètres des

zones d’inhibitions ainsi obtenues sont rassemblés dans le tableau VI.

Tableau VI : Valeurs des zones d’inhibitions au centre du domaine.

n0 y0 (mm)

1 13,2

2 12,9

3 11,5
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Moyenne (ȳ0) 12,53

1.1 Calcul des coefficients du modèle

Les coefficients bj de l’équation de régression sont obtenus par le produit scalaire de la

colonne y par les colonnes xj correspondantes qu’on divise par le nombre d’essais N. Les

valeurs de ces coefficients sont regroupées dans le tableau VII.

Tableau VII: Valeurs des coefficients du modèle

Terme constant Effets linéaires

b0 b1 b2 b3 b4

10,09 0,41 1,23 - 0,005 - 0,32

1.2. Analyse statistique de l’équation de régression

1.2.1. Vérification de la signification des coefficients

Le test de Student permet de déterminer si parmi les coefficients du modèle, il existe

des coefficients non significatifs, lesquels seront éliminés de l’équation de régression car leur

influence sur l’activité antibactérienne est négligeable. La procédure de calcul consiste a

déterminer :

 La variance de reproductibilité qui est estimée par celle calculée au centre du

domaine expérimental :

 
N1,2,...,i

1n

yy
S

0

n

1i

2
0i

2
rep

0









yi : Valeur du diamètre de la zone d’inhibition de l’essai i au centre.

ȳ0: Moyenne des 3 essais au centre ; ȳ0 =12,53 mm

en aura alors:    S2
rep= 0,82

Effets d’interactions

b12 b13 b14 b23 b24 b34 b123 b124 b134 b234 b1234

-0,6 2,99 -0,56 1,31 -1,32 0,75 0,06 0,78 -0,76 -1,67 -0,40
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Pour identifier les coefficients non significatifs par le test de Student, on détermine les valeurs

de tj pour chaque coefficient :

bj

j

j

S

b
t 

Avec : Sbj est l’écart quadratique moyen défini par : = 0,227

Les résultats des calculs effectués, sont rassemblés dans le tableau VIII ci-dessous :

Tableau VIII: Valeurs des tj calculées

Terme constant Effets linéaires

t0 t1 t2 t3 t4

44,48 1,83 5,43 0,021 1,43

Effets d’intéractions

t12 t13 t14 t23 t24 t34 t123 t124 t134 t234 t1234

2,68 13,16 2,45 5,78 5,84 3,32 0,28 3,44 3,37 7,34 1,75

En utilisant la table de Student relative à un test bilatéral (Annexe IV), la valeur tα (f)

pour un degré de liberté f= n0– 1= 2 et pour un niveau de signification α= 5%, est égale à 4,3.

D’après les résultats des tableaux précédents, nous  remarquons que les valeurs de t1, t3, t4, t12,

t14, t34, t123, t124, t134, t1234 sont inferieur à la valeur tabulée (4,3), alors les coefficients

correspondant ne sont pas significatif, et ils seront donc éliminés de l'équation de régression

du modèle qui s’écrit sous la forme suivante:

ŷ = 10.09 + 1.23 x2 + 2,99x1x3 + 1,31x2x3 – 1,32x2x4 – 1,67x2x3x4

D’après ce model, nous remarquons que la concentration en K2HPO4 (x2) a un effet

linéaire dont son influence est positive. Le signe positif nous indique que l’augmentation de la

concentration en K2HPO4 de sa valeur minimale (1g/l) à sa valeur maximale (1,8g/l) fait

augmenter l’activité de la souche SRC3. Ces résultats sont similaires à ceux de Ripa et al en

2009, sur la souche Streptomycessp et ceux de Kavitha et Vijayalakshmi en 2009 sur la

souche Nocardia levis.

N

rep

bj

S
S 
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Nos résultats sont opposés à ceux de Lebrihi et al en 1992 dont des concentrations

élevées en source de phosphate empêche la synthèse de l'enzyme de prolongation essentielle

pour la production de céphalosporine, et à ceux de JIN Zhihua et al en 2006 qui ont trouvé

qu’une forte concentration en phosphate inhibe la croissance et empêche la synthèse de

spinosad.

Nous  remarquons d’après le model de premier degré l’existence de quatre interactions qui

sont :

o Celle entre le KCl (x1) et le MgSO4;7H2O (x3) avec un effet de (+ 2,99) ; et celle entre

le K2HPO4 (x2) et le MgSO4;7H2O (x3) avec un effet de (+1,31) qui influents

positivement sur la production d’antibiotiques. Ripa et Collaborateur en (2009), ont

montrés que la concentration en MgSO4;7H2O a un effet positif sur la production

d’antibiotiques par Streptomyces sp avec un optimum à 0.05%. Dans l’étude  réalisée

par El-Sersy et Abou- elela en (2006), le MgSO4;7H2O à une concentration de 0.5%

est le facteur qui affecte la production des agents bioactifs par la souche Nocardia

brasiliensis dont la gamme testée est de 0,25 à 1,5 g/l.

o Celle entre le K2HPO4 (x2) et le temps d’incubation (x4) avec un effet de (-1,32) ; et

celle entre le K2HPO4 (x2) et le MgSO4;7H2O (x3) ainsi que le temps (x4) avec un

effet de (-1,67) qui influents négativement sur la production d’antibiotiques.

1.2.2. Test de validation de l’équation du modèle

 Recherche de biais

Avant de valider le modèle postulé, nous devons vérifier l’absence du biais, pour cela,

on calcul la variance résiduelle qu’on va comparer à celle de reproductibilité par le test de

Fisher Snedecor :
2
rep

2
rés

S

S
F  , dont la variance résiduelle est donnée par la relation  suivante :

 








N

ŷy
S

N

1i

2
ii

2
rés

ŷi: valeur du diamètre de la zone d’inhibition pour chaque milieu donné par le modèle.

Pour  N=16 et l= 6 (l est le nombre de coefficients significatifs) on trouve  S2
rés=6,311

Donc : F= 6,311/ 0,82 = 7,665
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La valeur tabulée du test du Fisher pour f1=10 et f2=2 est égal à 19,45. Comme cette

valeur est supérieure à celle calculée, alors le modèle est sans biais, ce qui signifie que tous

les paramètres influençant la réponse sont pris en considération par le modèle.

 Test de signification de la régression

Pour vérifier la signification de la régression on effectue le test de Fisher donné par la relation

suivante :   F= S²régr / S²rés   , donc :
 

 










 N

1i

2
ii

N

1i

2
i

-N /ŷy

1- /yŷ
F





= 8,62

Où :
N

y
y

N

1i
i

 = 12,53.

La valeur tabulée du test Fisher pour f1= 6-1=5 et f2=16-6=10 est égale à 3,33. Comme la

valeur calculée est supérieur aux valeurs tabulées alors le modèle est valide à 95%.

 Validation par le point au centre

Dans cette étape, on compare la valeur de la zone d’inhibition déterminée par le model

au centre ŷ0 (0,0,0,0)=10,09mm  à la moyenne des expériences au centre ȳ0= 12,53 mm, par

le calcul d’erreur relative  entre ces deux valeurs, tell que :

Erreur relative = (ȳ0 – ŷ0) / ŷ0 = 0,2421

2. Elaboration du modèle de second degré

Comme l’erreur relative entre la valeur expérimentale et théorique est de 24,21% qui est

supérieure à 5% alors le modèle  de premier degré  ne simule pas  bien l'expérience. A cet

effet, on élabore un modèle du second degré, toute on conservons  les résultats des essais du

plan factoriel complet avec interactions y compris les résultats des essais effectués au centre

du domaine d’étude. Les valeurs des paramètres  des essais complémentaires sont regroupées

dans le tableau IX.
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Tableau IX: Valeurs des paramètres du plan en étoile.

Paramètres opératoires Niveau (-α) = -2 Niveau (+α) = +2

KCl (g/l) 0,1 0,9

K2HPO4 (g/l) 0,2 1,8

MgSO4 (g/l) 0,1 0,9

Temps (jours) 1 13

La matrice des expériences du model du second degré, ainsi que le diamètre de la zone

d’inhibition (y) obtenue pour chaque expérience est la moyenne des trois répétitions réalisées

pour chaque milieu sont mentionnées dans le tableau X.

Tableau X : Matrice des expériences du plan en étoile.

Milieux

Czapeck Z1 Z2 Z3 Z4 X0 X1 X2 X3 X4 Y(mm)

C1 0,3 0,6 0,3 4 +1 -1 -1 -1 -1 11

C2 0,7 0,6 0,3 4 +1 +1 -1 -1 -1 12,18

C3 0,3 1,4 0,3 4 +1 -1 +1 -1 -1 13,86

C4 0,7 1,4 0,3 4 +1 +1 +1 -1 -1 7,65

C5 0,3 0,6 0,7 4 +1 -1 -1 +1 -1 0

C6 0,7 0,6 0,7 4 +1 +1 -1 +1 -1 8,25

C7 0,3 1,4 0,7 4 +1 -1 +1 +1 -1 12,92

C8 0,7 1,4 0,7 4 +1 +1 +1 +1 -1 17,46

C9 0,3 0,6 0,3 10 +1 -1 -1 -1 +1 10,1

C10 0,7 0,6 0,3 10 +1 +1 -1 -1 +1 7,41

C11 0,3 1,4 0,3 10 +1 -1 +1 -1 +1 9,62

C12 0,7 1,4 0,3 10 +1 +1 +1 -1 +1 8,94

C13 0,3 0,6 0,7 10 +1 -1 -1 +1 +1 10,24

C14 0,7 0,6 0,7 10 +1 +1 -1 +1 +1 11,68

C15 0,3 1,4 0,7 10 +1 -1 +1 +1 +1 9,67

C16 0,7 1,4 0,7 10 +1 +1 +1 +1 +1 10,47

C17 0,5 1 0,5 7 +1 0 0 0 0 13,2

C18 0,5 1 0,5 7 +1 0 0 0 0 12,9

C19 0,5 1 0,5 7 +1 0 0 0 0 11,5

C20 0,1 1 0,5 7 +1 -2 0 0 0 11 ,67

C21 0,9 1 0,5 7 +1 +2 0 0 0 11,77

C22 0,5 0,2 0,5 7 +1 0 -2 0 0 12,96

C23 0,5 1,8 0,5 7 +1 0 +2 0 0 17,75
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C24 0,5 1 0,1 7 +1 0 0 -2 0 10,85

C25 0,5 1 0,9 7 +1 0 0 +2 0 10,97

C26 0,5 1 0,5 1 +1 0 0 0 -2 10,6

C27 0,5 1 0,5 13 +1 0 0 0 +2 19,78

2.1 Calcul des coefficients du modèle

Le calcul des coefficients de l’équation de régression s’obtient à partir du produit

suivant :

B = [XT.X]-1. [X]T. [Y]

Les résultats de ce calcul sont rassemblés dans le tableau XI.

Tableau XI: valeurs des coefficients du modèle

Terme constant Effets linéaires

b0 b1 b2 b3 b4

12,53 0,28 1,22 0,007 0,55

Effets d’interactions et quadratiques

b12 b13 b14 b23 b24 b34 b11 b22 b33 b44

-0,61 1,46 -0,56 1,31 -1,32 0,75 -0,74 0,17 -0,94 0,13

2.2. Analyse statistique de l’équation de régression

2.2.1 Vérification de la signification des coefficients

La valeur de la variance de reproductibilité S2
rep est la même que celle calculée pour le

plan factoriel, S2
rep =0,82. Pour déterminer la variance des coefficients du modèle, il suffit de

multiplier les éléments Cjj de la diagonale de la matrice de dispersion [XT.X]-1(tableau XII)

par cette variance :
2
repjj

2
bj .SCS 
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Tableau XII : Matrice de dispersion [XT.X]-1

0,33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,083 -0,083 -0,083 -0,083

0 0,042 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0,042 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0,042 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0,042 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0,063 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0,063 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0,063 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0,063 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,063 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,063 0 0 0 0

-0,083 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,047 0,016 0,016 0,016

-0,083 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,016 0,047 0,016 0,016

-0,083 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,016 0,016 0,047 0,016

-0,083 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,016 0,016 0,016 0,047

Les valeurs des S2
bj calculés sont groupées  dans le tableau XIII ci-dessous.

Tableau XIII : Valeurs des S2
bj .

S2
bj Valeurs de tj

Effets

linéaire

0,27 23,92 t0

0,034 1,54 t1

0,034 6,59 t2

0,034 0,035 t3

0,034 2,96 t4

0,052 2,68 t12

Effets d’interactions et

quadratiques

0,052 6,45 t13

0,052 2,45 t14

0,052 5,78 t23

0,052 5,84 t24

0,052 3,32 t34

0,039 3,75 t11

0,039 0,87 t22

0,039 4,79 t33

0,039 0,66 t44
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La valeur tabulée du test de Student pour f=2 à 5% égale à 4,3 ; on a les valeurs de  t1,

t3, t12, t4, t14, t34, t11, t22, t44 sont inferieurs à cette dernière, alors les coefficients

correspondants sont non  significatifs et ils seront éliminés de l'équation du modèle.

2.2.2 Test de validation de l’équation de régression

 Recherche du biais

La valeur calculée de la variance résiduelle pour N=27 el l=6 est donnée par : S2
res=

10,04 ce qui donne F=10,04/0,82 =12,19.

La valeur tabulée du test de Fisher pour le niveau de signification α = 5% et les

nombre des degrés de liberté f1 = 21 et f2 = 2  varie entre19,4 et 19,5 cette valeur est

supérieure à celle calculée alors le modèle est sans biais.

 Test de la signification de la régression

La valeur calculée du test de Fisher  est égale à : F= 3,05 alors que la valeur tabulée

pour le niveau de signification α = 5% et les nombres des degrés de liberté f1=5 et f2= 21 est

égal à 2,68  comme la valeur calculée est supérieure à celle tabulée, l’équation de régression

est adéquate et le modèle est valide à 95%. L’équation retenue pour le modèle s’écrit donc :

ŷ = 12,53 +1,22 x2 +1,46x1x3 +1,31x2x3 – 1,32x2x4 - 0,94 x3
2

3. Calcul de l’optimum
Rappelons l’équation de régression donnant le diamètre de la zone d’inhibition  (ŷ) en

fonction de la concentration en KCl, K2HPO4, MgSO4, 7H2O et le temps d’incubation

correspondant respectivement aux variables codées x1, x2, x3 et x4 :

ŷ = 12,53 +1,22 x2 +1,46x1x3 +1,31x2x3 – 1,32x2x4 - 0,94 x3
2

A partir de ce modèle, nous sommes maintenant en mesure de calculer les valeurs

optimales des paramètres opératoires conduisant à une activité antibactérienne maximale vis-

à-vis Salmonella typhi. Il suffit pour cela, de résoudre le système d’équations ci-dessous,

obtenu en dérivant le modèle prédictif par rapport à chacune des variables x1, x2, x3 et x4 :

ŷ
=  1,46 x3 = 0 → x3 = 0

ŷ = 1,22 + 1,31 x3 – 1,32 x4 = 0 → x4 = 0,92ŷ
= 1,46 x1 + 1,31 x2 – 1,88 x3 = 0 → x1 = 0
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ŷ
= - 1,32 x2 = 0 → x2 = 0

La résolution du système d’équations conduit à :

x1 = 0, correspondant à une concentration de KCl égale à 0,5 g/L

x2= 0, correspondant à  une concentration de K2HPO4 égale à 1 g/L

x3= 0, correspondant à une concentration de MgSO4, 7H2O égale à 0,5 g/L

x4= 0,92 ; correspondant à un temps d’incubation égale à 9 jours et 18 heurs et14 minutes

et24 secondes.

L’activité antibactérienne théorique optimale obtenue  en remplaçant les variables par

ces valeurs dans le modèle postulé est de 12,53 mm.

L’objectif de ce travail étant d’obtenir une zone d’inhibition maximale, par conséquent

on cherche la région du domaine d’étude où cette condition est respectée. Le nombre de

facteurs étant élevé (4), les étudier tous en même temps n’est pas une chose facile. Pour

simplifier l’étude, nous sommes amenées à réaliser des coupes en fixant deux variables à leurs

valeurs optimales (x2= 0 et x4= 0,92),  et en traçant les courbes isoréponses dans le plan ŷ=

f(x1, x3) qui correspond à l’interaction la plus importante.

Alors : ŷ= 12,53 + 1,46x1x3-0,94x3
2

La surface de réponse (a) et la courbe isoréponse (b) tracées à l’aide du logiciel

MATLAB 7.0 sont présentées par la figure7.

Figure 7 : Surface de réponse (a)et courbe isoréponse (b) pour x2=0 et x4=0,92
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Selon le sens de la flèche indiquée sur la courbe isoréponse, l’activité anti-S. typhi

augmente dans le sens de diminution des concentrations de KCl (X=x1) et de MgSO4, 7H2O

(Y=x3). Ces deux courbes nous ont permis de localiser un optimum de l’activité de 14,795

mm obtenu pour une concentration en KCl= 0,1g/l (x1= - 2) et une concentration en MgSO4,

7H2O = 0,2g/l (x3= -1.5). De point de vu économique il est intéressant de travailler avec ces

concentrations pour avoir un optimum plus élevée. Ces concentrations sont plus faibles

comparant avec celle de l’optimum déterminées par le modèle.

IV. Caractérisation morphologique de la souche

1. Macromorphologie

La souche SRC3 est ensemencée sur les milieux ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP6 et l’ISP9,

après incubation à 28°C, des observations sont effectuées le 3éme, 7éme, 14éme et 21éme jours. La

croissance, l’aspect des colonies, la couleur du MS, MA et de pigment diffusible sont notés

dans le tableau XIV ci dessous et XV (annexe III).

Tableau XIV : Résultats des aspects morphologiques de la souche SRC3 cultivée sur les

milieux ISP après 3éme, 7éme, 14éme et 21éme jours  d’incubation.

Milieux

Durée

Les milieux

ISP1 ISP2 ISP3 ISP4 ISP4

3éme jour
 MA

 MS

 Croissance

 Colonies

 Pigments difusibled

(-)

Beige

+++

Rugueuse

(-)

(+/-)

Beige
Jaunâtre

+++

Moyennes,
rugueuses,
craquelés

(-)

Blanc avec teinte
grisâtre

Gris claire

+++

Petits ,poudreuses

(-)

(-)

Jaune claire

++

Petits, bombés, lisses

(-)

(-)

Beige

++

Petits , légèrement
bombés, rugueuses

Violet      foncée

7éme jour
 MA
 MS
 Croissance

 Colonies

 Pigments difusibles

(-)
Beige
+++

Beige
Rugueuses sec

(-)

(+/-)
Jaune
+++

Moyennes,
rugueuses,
craquelés

(-)

Blanc
Gris claire
+++

Petits ,poudreuses

(-)

(-)
Jaune claire
++
Petits, bombés a un
centre rugueux
jaunâtre
(-)

(-)
Beige
++
Petits , légèrement
bombés, rugueuses

Violet foncée
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14éme jour
 MA
 MS

 Croissance

 Colonies

 Pigments difusibles

(+/-)
Jaune claire

+++

Rugueuses sec

(-)

+/-
Marron claire
+++

Craquelés
rugueuses

(-)

Gris foncée
Vert

++++

Poudreuses

(-)

(+/-)
Jaune

+++

Rugueuse

(-)

Blanc
Blanc

++++++

Moyennes rugueuses

Violet foncée

21émejour
 MA
 MS
 Croissance
 Colonies

 Pigments diffusibles

Blanc
Jaune
++++
Rugueuses sec

(-)

Blanc
Jaune
++++
Craquelés

(-)

Noire
Noire
++++
Rugueuses

(-)

Blanc
Jaune
++++
Moyennes rugueuse

(-)

Gris claire
Blanc
++++
Rugueuses

Violet foncée

D’après ces résultats nous pouvons déduire que : la souche SRC3 présente une

croissance importante sur ISP1, ISP2, ISP3, et ISP6. Les pigments diffusibles ne sont pas

produits par cet isolat sur la majorité des milieux à l’exception du milieu ISP6, il est de

couleur violette foncée, et ce, à partir du 3ème jour de son incubation à 28°C. Après  21 jours

d’incubation, la production de MA est observée sur tous ces milieux, il est de couleur blanche

sur ISP1, ISP2 et ISP4.  Cependant,  il est noir sur ISP3 et gris-claire avec une teinture

blanchâtre sur l’ISP6.

Le MS est d’une couleur jaune sur (ISP1, ISP2 et ISP4), noir sur ISP3 et blanche sur

ISP6. Les colonies présentent un aspect rugueux à partir du 7éme jours sur les (ISP1, ISP2,

ISP4, ISP6) et avec un aspect poudreux  sur ISP3. La taille de celles-ci varie d’un milieu à un

autre, elles sont toutes incrustées dans la gélose.

Cette variation d’aspect, de couleurs, de taille et de croissance peut être due aux  différents

composants des milieux (Shirling et Gottlieb, 1966).

2. Micromorphologie

Cette étude a pour but la détermination de la morphologie, la fragmentation des

mycéliums ainsi que le type de spores de la souche  SRC3. Les colonies obtenues sur les

différents milieux utilisés pour l’étude de la macromorphologie (l’ISP1, ISP2, ISP3, ISP4,

l’ISP6), sont directement observées sur boites de Pétri sous microscope optique à l’objectif

x40.  Les résultats obtenus indiquent que le mycélium du substrat (MS) de la souche SRC3 est

fragmenté, non cloisonnés portant des chaînes de spores (immobiles) de type S (S= Spira). Ce

type de mycélium est caractéristique du genre Streptomyces. L’aspect et le type de MS ainsi

que les chaines de spores sont représentés dans la figure 8.
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Figure 8: Photographie illustrant la micromorphologie de la souche SRC3 sur ISP1.

V. Caractérisation physiologique

L’étude physiologique effectuée sur la souche SRC3, nous a permis de déterminer sa

capacité d’utilisation et de dégradation de certains composés organiques ainsi que cinq

métaux lourds.

1. Dégradation de divers composés organiques.

Les composés organiques testés sont : la caséine de lait, les glucides, la gélatine, la

tyrosine et les sels de sodium (Acétate; Citrate et Oxalate).Le tableau (XVI) illustre les

résultats des tests de leur dégradation par la souche  SRC3.

Tableau XVI: Résultats de dégradation des différents composés organiques.

Test effectués Résultats des tests.

Dégradation de

2. Caseine du lait

3. Gélatine

 Tyrosine

Sels de sodium:

 Acétate

 Oxalate

 Citrate

(-)

(+++)

(+)

(+++)

(+++)

(+++)
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Assimilation des sucres :

 Agarose

 Ramnose

 Xylose

 Mannose

 Tryptose

 Lactose

 Arabinose

 Glucose

 Fructose

 Cellulose

 Mannitol

 ISP9

(-)

(++)

(-)

(+)

(++)

(-)

(-)

(+)

(-)

(+)

(++)

(-)

(+): Développement moyen, (++) : Bon développement, (+++) : Très bon développement, (-) : pas de développement.

D’après ce tableau la majorité des composés organiques sont dégradés par la souche

SRC3 à l’exception de la caséine de lait, agarose, xylose, lactose, arabinose et le fructose.

La souche SRC3 ne pousse pas sur l’ISP9 tandis qu’elle pousse sur ce dernier

additionné des sucres tell que : le ramnose, mannose, tryptose, glucose, cellulose et mannitole,

donc elle exige une de ces sucres comme source de carbone pour croitre.

2. Dégradation des sels méttaliques :

Les métaux lourds testés sont : (ZnSO4), (CuSO4), (K2Cr2O7), (Cd3N2O6, 4H2O),

(FeN3O9, 9H2O). Le tableau (XVII) montre les résultats des tests de leurs dégradation ou pas

par la souche  SRC3.

Tableau XVII: Résultats de dégradation des sels méttaliques par la souche SRC3 après 3éme,

7éme et 14éme jours d’incubation.

Sels

Temps

(jours)

ZnSO4,

7H2O

CuSO4 ,

5H2O K2Cr2O7

Cd3N2O6,

4H2O

FeN3O9,

9H2O

Mélange

des sels

3éme + + ++ + /- + -

7éme ++ + ++ + + -

14éme ++ ++ ++ + + -

(+) : Développement moyen, (++) : Bon développement, (+/-) : Développement du mycélium du substrat (MS)

uniquement, (-) : pas de développement.
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D’après ce tableau la souche SRC3 à la capacité de dégrader les métaux testés (à 50 mg/l),

mais elle est incapable de dégradée le mélange de ces derniers. Cette capacité de dégradation

de ces métaux est une caractéristique importante de certains actinomycètes pouvant être

utilisés dans  de la dépollution des écosystèmes pollués par ces métaux. Une étude menée par

Daboor et al, (2014) a permis l’isolement de 67 actinomycètes à partir d’échantillons d’eau et

de sédiment de la rivière du Nile dont seulement 5 (7,5%) Streptomycètes ont la capacité de

dégrader ces mêmes métaux lourds.

L’ensemble des tests physiologiques nécessite d’être complétés par d’autres telle que :

la croissance sur d’autres milieux utilisées pour les actinomycètes à différentes température et

pH, et en présence d’autres agents chimiques (antibiotiques, tellurites de potassium,

phénols,…est).Il serait aussi plus intéressant de coupler cette étude morphologique à une autre

chimiotaxonomique et moléculaire car l’identification des espèces des actinomycètes repose

sur  des méthodes phénotypiques mais aussi par des critères chimiques et des critères

moléculaires qui s’avèrent essentiels et indispensables.
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Cette étude avait pour principal objectif l’optimisation de la production d’antibiotiques

par une souche d’actinomycète  dénommée SRC3, en utilisant le plan composite centré.

Suite aux tests d’antagonisme de la souche, cultivée  sur trois milieux de culture

différents vis-à-vis de certaines bactériennes cibles et C. albicans, le milieu Czapeck est

sélectionné comme étant le meilleur milieu ayant présenté des activités à la fois

antibactérienne qu’antifongique.

Dans le but de déterminer les facteurs qui influents sur la production d’antibiotiques par

la souche SRC3, une modélisation  par le plan Plackett et Burman est appliquée, cette

dernière a montré que les facteurs les plus influençant sur l’activité anti- S. typhi sont le :

KCl, K2HPO4, MgSO4 ; 7H2O, et le temps d’incubation.

La modélisation par le biais d’un plan composite centré est appliquée, en premier lieu,

un plan factoriel avec interaction est élaboré afin d’étudier les effets linéaires et d’interactions

entre les différents paramètres considérés. En deuxième lieu, un modèle du second degré a été

développé afin de tracer la courbe isoréponse et la surface de réponse.

Les résultats obtenus  montrent que le facteur le plus influençant sur l’activité anti- S.

typhi de la souche SRC3 est la source de phosphate(K2HPO4), toutefois l’interaction la plus

importante est marquée pour le couple [KCl]-[MgSO4; 7H2O].

Les concentrations optimales de ces dernières sont calculées à partir du modèle de

second degré et leurs valeurs sont les suivantes : [KCl] = 0,5 g/L, [K2HPO4] = 1 g/L,

[MgSO4, 7H2O] =0,5 g/L, le temps d’incubation égale à 9 jours, 18 heurs, 14 minutes et 24

secondes, avec une activité de 12,53 mm qui est égale à celle obtenue au centre du domaine

expérimentale.

La courbe isoréponse nous a montré qu’on peut obtenir une  activité de 14,795 mm

supérieure à celle obtenue au centre 12,53 mm avec des concentrations en [KCl] = 0,1 g/L et

en [MgSO4 ; 7H2O] = 0,2 g/L. Un test de  confirmation de ce résultat serait indispensable à

réaliser. Cependant suite à certaines contraintes  (manque de temps et la disponibilité de la

paillasse), ce dernier n’a pas été effectué.
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L’ensemble des résultats obtenus ont montrés que sur milieu Czapeck et à 28°C,

seulement quatre paramètres  (KCl, K2HPO4, MgSO4 ; 7H2O et la durée d’incubation) parmi

sept testés ont un effet sur la production d’anti- S. typhi par la souche SRC3.

Ces résultats restent intéressants et méritent d’être complétés par :

 élargir la gamme de germes cibles ;

 optimiser tous les paramètres nutritionnels de cultures ;

 passer du milieu solide au milieu liquide ;

 vérifier la meilleure activité (14,795 mm) prédite par la courbe isoréponse au

laboratoire ;

 étudier la cinétique de  croissance et de production des antibiotiques ;

 étudier d’autres milieux de culture connus pour leur production d’antibiotiques

(l’ISP2 par exemples) ;

 essayer d’autres domaines d’études ;

 compléter l’identification de la souche SRC3 (ajouter d’autres tests physiologiques,

l’étude chimiotaxonomique et l’analyse moléculaire).

 Identifier  les antibiotiques produites par la souche SRC3.
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Annexe I
 Matériel utilisé :

 Balance

 Autoclave

 Bain marie

 Bec benzene

 Etuve à 28°C et à 37°C

 pH métre

 Pied à coulisse électronique

 Micro pipette

 Microscope optique

 Flacons de 250 ml

 Anse de platine

 Tubes à essais

 Milieux de culture utilisés

Milieu Czapeck

NaNO3 ............................................................. ……3.0 g

K2HPO4...............................................................1.0 g

MgSO4 .7H2O .......................................................... 0.5 g

KCl .......................................................................... 0.5 g

FeSO4.7H2O............................................................. 10.0 mg

Amidon.................................................................... 10.0 g

Agar ......................................................................... 18.0 g

Eau distiller ............................................................. 1.0 L

pH............................................................................ 7±0.2

Starch Casein Agar (SCA) (Kuster and Williams, 1964)

Amidon…………………………………………… 10g

Caseine …………………………………………… 0.3g

KNO3…………………………………………………………………………. 2g

K2HPO4 ………………………………………….. 2g

NaCl………………………………………………..2g

MgSO4 7H2O……………………………………… 0.05g
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CaCO3………………………………………………………………………. 0.02g

FeSO4 7H2O………………………………………. 0.01g

Agar………………………………………………..18g

Eau distillé………………………………………... 1000mL

pH ………………………………………………… 7.2±0.2

Milieu Gausse (Ivantiskaya et al. 1978)

Amidon……………………………………… 20g

K2HPO4…………………………………….. 0.5g

KNO3………………………………………… 1g

MgSO4 7H2O……………………………….. 0.5g

Agar…………………………………………. 20g

Eau distiller…………………………………. 1000mL

pH…………………………………………… 7.4 ± 0.2

Mueller-Hinton(williams et Kuster, 1964).

Extrait de viande…………………………….. 3g

Hydrolysat de caséin………………………… 17,5g

Amidon………………………………………. 1,5g

Agar…………………………………………. 16g

pH………………………………………….. 7,3

Gélose nutritive (GN) :

Extrait de viande…………………………… 1g

Extrait de levure……………………………. 2,5 g

Peptone……………………………………… 5g

NaCl………………………………………… 5g

Agar…………………………………………. 15g

pH……………………………………………. 7,24

T°……………………………………………. 37°C.
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 MILIEUX D’IDENTIFICATION

1. Etude morphologique

Les milieux ISP ont été préconisés lors de l’« International StreptomycesProject »

(Shirling et Gottlieb, 1966).

1.1. Milieu ISP1

Tryptone…………………………………….. 5g

Extrait de levure……………………………... 3g

Agar…………………………………………. 15g

Eau distillée………………………………….. 1000 ml

pH…………………………………………… 7,2

1.2. Milieu ISP2

Glucose…………………………………….... 4 g

Extrait de levure……………………………... 4 g

Extrait de malt……………………………… 10 g

Eau distillée……………………………….... 1000 ml

Agar…………………………………………. 20 g

pH…..……………………………………… 7,2.

1.3. Milieu ISP3

Farine d’avoine…………………………….. 20 g

Solution saline standard……………………. 1 mL

Agar………………………………………….. 20 g

Eau distillée………………………………… 1000 ml

pH……………………………………………. 7,2.

Solution saline standard:

FeSO4, 7H2O……………………………….. 0,1 g

MnC12, 4H2O………………………………. 0,1 g

ZnSO4, 7H2O……………………………….. 0.1 g

Eau distillée…………………………………. 100 ml
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1.4. Milieu ISP4

Amidon……………………………………… 10 g

K2HPO4.......................................................................................... 1 g

MgSO4, 7H2O………………………………. 1 g

NaCl…………………………………………. 1 g

(NH4)2SO4…………………………………………………….. 2 g

CaCO3…………………………………………………………… 2 g

Solution saline standard (voir ISP3)…………. 1 ml

Agar………………………………………….. 20 g

Eau distillée………………………………….. 1000 ml

pH………………………………………….... 7,2

1.5Milieu ISP6 :

Peptone……………………………………… 15g ;

Protéose peptone……………………………. 5g ;

Citrate du fer amoniacal……………………. 0.5g ;

Thiosulfatede sodium………………………….0,08g ;

Extrait de levure……………………………….1g ;

K2HPO4……………………………………... 1g ;

Agar…………………………………………. 20g ;

Eau distillée…………………………………. 1000ml ;

pH……………………………………………. 7.

2. Etude physiologique

2.1. Dégradation des glucides et dérivés

Milieu ISP9 (Milieu de base)

(NH4)2S04…………………………………... 2,64g ;

KH2PO4………………………………………2,38g ;

K2HPO4 ………………………………………5,65g;

MgSO4, 7H2O………………………………. 1g;

Solution saline*………………………………. 1 ml;
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Eau distillée……………………………………1000 ml ;

Agar……………………………………………20g;

pH…………………………………………….. 6,8-7.

Solution saline:

CuSO4, 5H2O..………………………………..0,64g;

FeSO4, 7H2O………………………………... 0,11 g;

MnCl2, 4H2O…………………………………0,79 g;

ZnSO4,7H2O…………………………………0.15 g;

Eau distillée……………………………………1000 ml.

2.2. Dégradation de la tyrosine, (Goodfellow, 1971 ; Gordon et al., 1974 )

0,4 g de tyrosine est suspendu dans 10 ml d’eau distillée et stérilisé. La suspension est

ajoutée à 100 ml de gélose nutritive stérile pH 7,5 et maintenue en surfusion à 50°C.

La dégradation se manifeste par une auréole claire autour des colonies.

2.3. Dégradation de la gélatine (Marchal et Bourdon, 1987)

4 g de gélatine dans 100 ml de gélose nutritive. Le réactif de Frazier permet de mettre en

évidence la dégradation de gélatine (auréole claire autour des colonies).

2.4. Dégradation de la caséine du lait (Gordon et al., 1974)

10 g de lait en poudre écrémé sont dissous dans 100 ml d’eau distillée (pH 7,5), puis a

stérilisés à l’autoclave. 100 ml d’eau distillée (pH 7,5) contenant 3,6 g d’agar sont

parallèlement autoclavés. Ces deux solutions sont mélangées aseptiquement puis coulées en

boîtes de Pétri stériles. L’apparition d’une auréole claire autour des colonies indique la

dégradation de la caséine.

2.5. Dégradation des sels de sodium (Gordon et al., 1974)

Sel de sodium (acétate, citrate, oxalate)……. 2 g,

NaCl…………………………………………. 2 g ;

MgSO4, 7H2O………………………………... 0,2 g ;

(NH4)2HPO4……………………………………………………. 1 g ;

KH2PO4…………………………………………………………… 0,5g ;

Agar………………………………………….. 15 g ;

Eau distillée…………………………………..1000 ml;

Solution aqueuse de rouge de phénol à 0,04%.........20 ml,

pH…………………………………………… 6,8.
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La dégradation est notée positivement après virage de l'indicateur coloré du jaune au rouge-

rose.

2.6. Dégradation des métaux lourds :(Nutrient Agar est le milieu de base) :

le milieu NA est composé de : 28 g de NA+1000ml d’eau distillée avec un pH neutre.50mg/l

de 5 métaux différent : ZnSo4,7H2O; CuSo4 ,5H2O ; K2Cr2O7 ; Cd3N2O6,4H2O et

FeN3O9,9H2O.
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Tableau III : Matrice des expériences de Plackett-Burman.

facteurs

Nombres
d’expériences

X1

(g/l)
X2(g/l) X3(g/l) X4(g/l) X5(g/l) X6 X7 Y(mm)

C1 14 0,7 0,6 5 0,7 5,2 10 6,83

C2 6 0,7 0,6 1 0,3 9,2 10 7

C3 14 0,3 1,4 5 0,3 9,2 4 9,66

C4 6 0,3 0,6 5 0,7 9,2 4 16,2

C5 6 0,3 1,4 5 0,7 5,2 10 0

C6 14 0,3 1,4 1 0,3 5,2 10 0

C7 10 0,5 1 3 0,5 7,2 7 11,5

C8 14 0,7 0,6 5 0,3 5,2 4 8,83

C9 6 0,7 1,4 1 0,7 5,2 4 11,33

C10 14 0,7 1,4 1 0,7 9,2 4 13,16

C11 14 0,3 0,6 1 0,7 9,2 10 0

C12 6 0,3 0,6 1 0,3 5,2 4 10

C13 6 0,7 1,4 5 0,3 9,2 10 0

X1 :( Amidon) ; X2 :( KCl) ; X3 : (K2HPO4) ; X4 :(NaNO3) ; X5:( MgSO4); X6: pH; X7: temps (jours).
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Tableau IV : Matrice d’expériences pour k = 4 et N= 16.

Milieux

czapeck Z1 Z2 Z3 Z4 x0 x1 x2 x3 x4 y (mm)

C1 0,3 0,6 0,3 4 +1 -1 -1 -1 -1 11

C2 0,7 0,6 0,3 4 +1 +1 -1 -1 -1 12,18

C3 0,3 1,4 0,3 4 +1 -1 +1 -1 -1 13,86

C4 0,7 1,4 0,3 4 +1 +1 +1 -1 -1 7,65

C5 0,3 0,6 0,7 4 +1 -1 -1 +1 -1 0

C6 0,7 0,6 0,7 4 +1 +1 -1 +1 -1 8,25

C7 0,3 1,4 0,7 4 +1 -1 +1 +1 -1 12,92

C8 0,7 1,4 0,7 4 +1 +1 +1 +1 -1 17,46

C9 0,3 0,6 0,3 10 +1 -1 -1 -1 +1 10,1

C10 0,7 0,6 0,3 10 +1 +1 -1 -1 +1 7,41

C11 0,3 1,4 0,3 10 +1 -1 +1 -1 +1 9,62

C12 0,7 1,4 0,3 10 +1 +1 +1 -1 +1 8,94

C13 0,3 0,6 0,7 10 +1 -1 -1 +1 +1 10,24

C14 0,7 0,6 0,7 10 +1 +1 -1 +1 +1 11,68

C15 0,3 1,4 0,7 10 +1 -1 +1 +1 +1 9,67

C16 0,7 1,4 0,7 10 +1 +1 +1 +1 +1 10,47

X0 : variable fictive, X1 : KCl, X2 :K2HPO4, X3 :MgSO4,X4: temps d’incubation.
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Tableau XV : Caractères morphologique de la souche SRC3 au 3éme, 7éme , 14éme , 21éme jours
de croissance sur les différents milieux ISP à 28°C.

Milieux ISP1 ISP2 ISP3 ISP4 ISP6

3éme

jour

7éme

jour

14éme

jour

21éme

jour
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Table de Fisher (Goupy ; 1999 et Ozil ; 1997)

Valeurs des 95 nièmes centiles (niveaux 0.05)

F0.95 pour la distribution F

1→
2↓ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20 24 30 ∞
1234567891011121314151617181920212223242526272829304060120∞

16118.510.17.716.615.995.595.325.124.964.844.754.674.604.544.494.454.414.384.354.324.304.284.264.244.234.214.204.184.174.084.003.923.84

20019.09.556.945.795.144.744.464.264.103.983.893.813.743.683.633.593.553.523.493.473.443.423.403.393.373.353.343.333.323.233.153.073.00

21619.29.286.595.414.764.354.073.863.713.593.493.413.343.293.243.203.163.133.103.073.053.033.012.992.982.962.952.932.922.842.762.682.60

22519.29.126.395.194.534.123.843.633.483.363.263.183.113.063.012.962.932.902.872.842.822.802.782.762.742.732.712.702.692.612.532.452.37

23019.39.016.265.054.393.973.693.483.333.203.113.032.962.902.852.812.772.742.712.682.662.642.622.602.592.572.562.552.532.452.372.292.21

23419.38.946.164.954.283.873.583.373.223.093.002.922.852.792.742.702.662.632.602.572.552.532.512.492.472.462.452.432.422.342.252.182.10

23719.48.896.094.884.213.793.503.293.143.012.912.832.762.712.662.612.582.542.512.492.462.442.422.402.392.372.362.352.332.252.172.092.01

23919.48.856.044.824.153.733.443.233.072.952.852.772.72.642.592.552.512.842.452.422.402.372.362.342.322.312.292.282.272.182.102.021.94

24119.48.816.04.774.103.683.393.183.022.902.82.712.652.592.542.492.462.422.392.372.342.322.302.282.272.252.242.222.212.122.041.961.88

24219.48.795.964.744.063.643.353.142.982.852.752.672.602.542.492.452.412.382.352.322.302.272.252.242.222.22.192.182.162.081.991.911.83

24419.48.745.914.684.003.573.283.072.912.792.692.602.532.482.422.382.342.312.282.252.232.202.182.162.152.132.122.102.092.001.921.831.75

24619.48.75.864.623.943.513.223.012.852.722.622.532.462.402.352.312.272.232.202.182.152.132.112.092.072.062.042.032.011.921.841.751.67

24819.48.665.804.563.873.443.152.942.772.652.542.462.392.332.282.232.192.162.122.102.072.052.032.011.991.971.961.941.931.841.751.661.57

24919.58.645.774.533.843.413.122.902.742.612.512.422.352.292.242.192.152.112.082.052.032.011.981.961.951.931.911.901.891.791.701.611.52

25019.48.625.754.503.813.383.082.862.702.572.472.382.312.252.192.152.112.072.042.011.981.961.941.921.91.881.871.851.841.741.651.551.46

25419.58.535.634.373.673.232.932.712.542.402.302.212.132.072.011.961.921.881.841.811.781.761.731.711.691.671.651.641.621.511.391.251.0
1degrés de liberté au numérateur

2 degrés de liberté eu dénominateur
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Table de Student (Goupy ; 1999 et Ozil ; 1997)

Unilatéral
Bilatéral

0.01
0.20

0.05
0.10

0.025
0.05

0.01
0.02

0.005
0.01

1
2
3
4
5

6
7
8
9
10

11
12
13
14
15

16
17
18
19
20

21
22
23
24
25

26
27
28
29
30

40∞

3,08
1,89
1,64
1,53
1.48

1,44
1,42
1,40
1,38
1,37

1,36
1,36
1,35
1,35
1,34

1,34
1,33
1,33
1,33
1,33

1,32
1,32
1,32
1,32
1,32

1,32
1,31
1,31
1,31
1,31

1,30
1,28

6,31
2,92
2,35
2,13
2,02

1,94
1,90
1,86
1,83
1,81

1,80
1,78
1,77
1,76
1,75

1,75
1,74
1,73
1,73
1,73

1,72
1,72
1,71
1,71
1,71

1,71
1,70
1,70
1,70
1,70

1,68
1,65

12,7
4,30
3,18
2,78
2,57

2,45
2,37
2,31
2,26
2,23

2,20
2,18
2,16
2,15
2,13

2,12
2,11
2,10
2,09
2,09

2,08
2,07
2,07
2,06
2,06

2,06
2,05
2,05
2,05
2,04

2,02
1,96

31,8
6,97
4,54
3,75
3,37

3,14
3,00
2,90
2,82
2,76

2,72
2,68
2,65
2,62
2,60

2,58
2,57
2,55
2,54
2,53

2,52
2,51
2,50
2,49
2,49

2,48
2,47
2,47
2,46
2,46

2,42
2,33

63,7
9,92
5,84
4,60
4,03

3,71
3,50
3,36
3,25
3,17

3,10
3,06
3,01
2,98
2,95

2,92
2,90
2,88
2,86
2,85

2,83
2,82
2,81
2,80
2,79

2,78
2,77
2,76
2,76
2,75

2,70
2,58
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Résumé

L'objectif de cette étude est l’optimisation de la production d’antibiotiques par une
souche d’actinomycète isolée à partir d’un échantillon de sédiment de rivière, de la Wilaya de
Jijel (Ziama Mensouria). La mise en évidence de son activité antimicrobienne sur trois
milieux de culture, effectuée par la méthode des cylindre d’agar, a permis la sélection du
milieu Czapeck comme étant le meilleur pour la production d’antibiotiques.

Le plan de Plackett-Burman est appliqué, et trois constituants du milieu : KCl, K2HPO4,
MgSO4; 7H2O et le temps d'incubation sont sélectionnés pour leurs effets significatifs sur la
production d'antibiotiques. Le plan composite centré est  par la suite utilisé pour optimiser ces
facteurs. Un total de 25 expériences a conduit vers la construction d'un modèle quadratique et
une équation polynomiale de second ordre est générée. Les optima des constituants et  la
durée d'incubation sont obtenus par l'analyse du modèle et le tracé de la courbes isoréponse ;
donnant les valeurs optimales des paramètres comme suit: [KCl] = 0,1 g / L, [K2HPO4] = 1 g
/ L, [MgSO4 7H2O] = 0, 2 g / l, le temps d'incubation est de  9 jours, 18 heures, 14 minutes et
24 secondes

Mots–clés : Optimisation, antibiotiques, Actinomycète, Plackett-Burman, plan composite
centré.

Abstract:

The aim of this study is to optimize the production of antibiotics by an actinomycetes

strain isolated from a river sediment sample from the wilaya of Jijel (Ziama Mensouria). The

antimicrobial activity is carried out, on three culture media using the agar cylinder method

allowed the selection of Czapeck medium as the best one for this production.

The Plackett-Burman design is applied, and three media constituents: KCl, K2HPO4,

MgSO4; 7H2O and the incubation time are selected for their significant effects on the

production of antibiotics. The central composite design is subsequently used to optimize these

factors. A total of 25 experiments were conducted towards the construction of a second-order

polynomial equation. The optimum concentration of medium constituents  and the incubation

time are obtained by the analysis of the model and the isoreponse curve; giving the optimal

parameter’s values as follows: [KCl] = 0.1 g / L, [K2HPO4] = 1 g / L, [MgSO4 7H2O] = 0, 2 g

/ l, the incubation time is 9 days 18 hours, 14 minutes and 24 seconds.

Key–words: Optimization, antibiotics, actinomycete, Plackett-Burman design, central
composite design.
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