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Introduction

En médecine moderne, les antibiotiques sont le support de la défense et de la
prévention contre les infections bactériennes (Mathur et Singh, 2005). Cependant, le
monde bactérien s’est adapté a ces molécules et cela s’est traduit par 1’émergence de
souches résistantes ou multiresistantes chez 1’homme, les animaux et dans 1’environnement
(Guillot, 1989).

L’existence de ces agents pathogénes résistants aux antibiotiques n’est pas un
phénomene récent puisqu’il a été évoqué par Alexander Fleming en 1945 lors de son
obtention du prix Nobel pour sa découverte de la pénicilline, et a mis en garde de
I’utilisation abusive de ces molécules (Rosenblatt - Farrell, 2009). En effet, la résistance
aux antibiotiques a atteint des niveaux dangereusement élevés dans toutes les régions du
monde (OMS, 2016).

Ces derniéres années, le taux de découverte de nouvelles molécules a
considérablement diminué, par conséquent de nombreuses approches visant a mettre en
évidence de nouvelles substances actives efficaces ont fut leur apparition notamment, le
criblage de nouvelle souches d’actinobactéries isolées a partir d’environnements particulier
peu étudiés tels que les sols sahariens, les sédiments et invertébrés marins. . .etc.

L’ordre des Actinomycetales est largement connu pour renfermer des genres
producteurs de molécules actives entre autres les antibiotiques. Toutefois, ces derniers sont
produits a des taux relativement faibles rendant leur étude et leurs manipulation difficiles,
d’ou la nécessité d’optimiser les conditions de cultures afin d’améliorer et augmenter le
rendement de production.

Différentes approches sont utilisées a cet effet telles que la méthode du "One Factor
At Time" (OFAT) qui est considérée comme étant une approche longue et laborieuse, et la
méthode statistique avec ces différentes variantes et models, Tagushi, Box Behnken,
Plackett-Burman, plan composite centré...etc. Par ailleurs, I’optimisation des conditions de
croissance de 1’organisme et de production est une étape trés importante amenant a une
production maximale des molécules d’intérét.

L’objectif principal de cette étude s’inscrit dans cette optique et qui s’organise
autour de trois parties: la premiére fait état des connaissances genérales sur les
actinobactéries et un apercu de leur capacité a produire des molécules bioactives ainsi que
des notions fondamentales relatives a la modélisation statistique par les plans
d’expériences.

La deuxieme partie de ce mémoire expose 1’ensemble des méthodes expérimentales

mises en ceuvre dans 1’étude des caractéres morphologiques et antagonistes, des cinéetiques

[1]
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de production et de croissance de la souche d’actinobactérie étudiée, ainsi que mise en
évidence des parametres influencant la production d’antibiotiques par le plan de Plackett et
Burman et enfin la modélisation et I’optimisation de I’activité antibactérienne par la
méthodologie de surface de réponse.

La troisiéme et derniére partie discute les résultats obtenus au cours de cette étude.

On termine par une conclusion qui résume 1’ensemble des résultats obtenues de
cette étude.

[1]
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Chapitre | Synthése bibliographique

I. Généralités sur les actinobactéries

Les actinobactéries, parmi les microorganismes présentant un intérét
biotechnologique en particulier pour la production de molécules bioactives (Sabaou et al.,
1998), sont un groupe diversifié de bacteries filamenteuses, septées, ramifiees, Gram
positif, organotrophes, hétérotrophe, aérobies stricts et micro-aérophiles. Leur coefficient
de Chargaff (G+C%) est supérieur a 55%, generalement compris entre 60 et 75% (Larpent
et sanglier, 1989).

Appelées autrefois actinomycetes, terme utilisé pour la premiere fois par Bollinger
en 1877, emprunté du grec « aktis » et « mykes » pour « champignons a rayons », explique
que ces microorganismes ont d’abord été considérés comme des champignons en raison de
leur capacité a former un véritable mycélium ramifié (Gottleib et al., 1973). On rencontre
des especes dont le mycélium est rudimentaire au point d’étre inexistant (la plupart des
Mycobacterium), d’autres forment un mycélium du substrat bien développé et ramifié mais
n’ont pas de mycélium aérien (Micromonospora) (Figure 1A) (Supong et al., 2013), et
enfin des espéces organisées en mycélium végétatif et/ou en mycélium aérien comme ci-

dessous pour le genre, Streptomyces (Figure 1B) (Belyagoubi, 2014).

Ab G h we 3 - 1]
P i TR

Micromonospora (A) Streptomyces (B)

Figure 1 : Photographies au microscope électronique a balayage illustrant les chaines de
spores des genres Micromonospora (A) (Supong et al., 2013) et Streptomyces (B)
(Belyagoubi, 2014).

En culture solides, les actinobactéries forment en une semaine environ des colonies
souvent pigmentées (gris, vert, rouge...) provenant de I’accumulation d’hyphes ramifiés a

contours lisses ou échancrés a aspect compact, poudreux ou en chou-fleur (Kitouni, 2007).

(2]
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Les actinobactéries sont capables de métaboliser plusieurs et différentes sources de
carbone et d’énergie et a croitre dans des conditions trés variées. Elles peuvent se
développer dans des habitats tres différents, et jouent un réle important dans la fertilisation
des sols.

La taxonomie des actinobactéries est basée sur plusieurs critéres : morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires. Avec les récentes éditions du manuel de
taxonomie bactérienne, plusieurs formes bactériennes non myceéliennes sont affiliées aux
actinobactéries sur la base de leurs parentés phylogénétiques. Avec la version 2012 du
manuel de la systématique bactérienne, les actinobactéries sont rattachées au phylum
Actinobacteria qui comprend 6 classes, 15 ordres, 43 familles et 203 genres (Goodfellow
etal., 2014).

I.1. Ecologie et distribution des actinobactéries

Les actinobactéries sont des microorganismes ubiquitaires, la grande majorité est
d’origine tellurique (Larpent et Sanglier, 1989). Ces dernieres occupent une place
prépondérante, ils constituent un groupe que I’on trouve dans divers niches écologiques, y
compris les plus extrémes : sols (cultivés, glaciers, des déserts chauds, des régions polluées
par du pétrole et des métaux lourds...), eau (rivieres, lacs alcalins, mers et océans...) air,
fumiers et composts, debris de vegétaux et litiéres...etc (Goodfellow et Williams, 1983 ;
Lechevalier, 1988).

La majorité des actinobactéries est saprophytes mais quelques-unes peuvent étre
pathogenes ou symbiotes de plantes ou d’animaux, elles sont plus nombreuses que les
champignons et moins abondantes que les bactéries, préferent un pH neutre ou peu alcalin.
Elles sont généralement mésophiles d’autre sont thermophiles tolérants des températures
avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu’a 60°C (Goodfellow et Williams ,1983). Elles sont
retrouvées en surface jusqu’a deux meétres de profondeur, la zone optimale étant comprise
entre 2 et 15 centimetres (Breton et al., 1989). Préférant un taux d’humidité peu élevé de
I’ordre de 5 a 25 % (Hagedorn, 1976).

Par ailleurs, ces microorganismes produisent de la geosmine et du MIB (2-methyl -
isobornéol) contribuant ainsi a I’odeur caractéristique du sol. Beaucoup sont capables de
sporuler ce qui leur permet de survivre aux conditions défavorables telles que la salinité
(Zaitlin et watson, 2006), qui joue un réle important dans leur distribution.

L’exploration des sols sahariens d’Algériec a montré leur richesse et leur

biodiversité en actinobactéries, des plus fréguents comme Streptomyces, aux plus rares tels

3]
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que Actinomadura, Catellatospora, Herbidospora, Nocardiopsis, Nonomuraea, etc...
(Boudjella, 1994 ; Sabaou et al., 1998).

1.2. Les actinobactéries halophiles et halotolérants

Les microorganismes halophiles et halotolérants sont capables de prospérer et de
croitre dans des environnements salins et hyper-salins (Das et al., 2011). En effet, les
microorganismes nécessitant du sel pour la croissance sont appelés halophiles tandis que
les halotolérants sont capables de se développer en absence aussi bien qu’en présence de
sel (Margesin et Schinner, 2001).

La premiére souche d’actinobactérie halophile extréme a été isolée par Gochnauer
en 1975 a partir d’une contamination d’un milieu de culture contenant 25% de NaCl.
L’espéce a été identifiée comme Actinopolyspora halophila (Zhi et al., 2007).

En 1978, Kushner a défini 5 catégories de bactéries halophiles selon la
concentration en sels qui améne a une croissance optimale des microorganismes (Tableau
).

Tableau I : Classification des microorganismes en fonction de leur comportement en
présence de NaCl (Kushner, 1978).

Groupe Concentration de Exemples*

NaCl
Non halophiles <0,2M La plupart des Eubactéries
Faiblement 0,2a05M Les actinomycetes d’origine marine :
halophiles Nocardiopsis ; Saccharomonospora

marina.

Halophiles 05a25M Nocardiopsis kunsanensis Streptomyces
modéres rochei MTCCC10109. Actinopolyspora

alba, Actinopolyspora erythraea

Halophiles 2,5a5,2M Halobacterium salinarium; Halococcus
extrémes morrhuae.
Halotolérants 0azs5M Nocardiopsis halotolerans ;

N. nikkonnensis ; etc. Streptomyces albus.

(4]
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I1. Antibiotiques et actinobactéries productrices

Les actinobactéries sont connues pour leur grande capacité a produire des
antibiotiques qui sont des métabolites secondaires généralement synthétisés a la fin de la
phase exponentielle (trophophase) et au début de la phase stationnaire (idiophase) (Valan
arasu et al., 2008 ; Bu’lock, 1965).

11.1. Apercu sur ’historique des antibiotiques

Ce fut en 1889 que Vuillemin introduit le terme antibiose, du grec anti : « contre »
et bios : « la vie », pour désigner les phénomeénes d’antagonisme entre les microorganismes
vivants (L arpent et Sanglier, 1989 ; Klein, 2012). En 1897, Ernest Duchesne fut le premier
a observer ’effet antagoniste des moisissures sur les microorganismes et envisagea des
possibilités thérapeutiques, mais il faudra attendre 30 ans apres, suite a la découverte de la
pénicilline par Alexander Fleming en 1928, élaborée par une moisissure (Penicillium
notatum), substance capable d’inhiber la croissance de Staphylococcus aureus (Notter,
1990 ; Meunier, 2015). Dans les années 1940, de nombreux antibiotiques secrétés par des
actinobactéries ont été isolées par Selman Waksman tels que 1’actinomycine (1940), la
streptomycine (1943), la néomycine (1948) ...etc (De Lima Procopio et al., 2012). Grace a
ces molécules, Il a été possible de traiter la plupart des maladies infectieuses qui avaient
ravageé le XIX® siecle (Klein, 2012).

11.2. Les antibiotiques produits par les actinobactéries

Les actinobactéries représentent actuellement le groupe le plus producteurs de
composés bioactifs tels que les antibactériens, les antifongiques, les antiviraux mais aussi
les antiparasitaires, les antis tumoraux et les enzymes (Solecka et al., 2012). En effet, plus
de 90% des antibiotiques utilisés proviennent de ces bactéries qui produisent environ deux
tiers de tous les composes bioactifs isolées (Brédy, 2005).

Par ailleurs, 75% des antibiotiques commercialisés sont produits par le genre
Streptomyces (Sujatha et al., 2005), comme la vancomycine qui fut isolée a partir de
I’espece Streptomyces orientalis, la streptomycine a partir de S. griseus, la kanamycine a
partir de S. kanamyceticus et la thiostreptone a partir de S. azureus. Les espéces du genre
Nocardia comme N. lurida et N. mediterranei produisent respectivement la ristocetine et la
rifamycine et la teicoplanine produite par Actinoplanes teichomyceticus (Tableau II)
(Aboul-Enein et Ali, 2000). La recherche de nouvelles molécules antibiotiques plus

efficaces reste toujours un enjeu d’une importance capitale (Belyagoubi, 2014).
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Tableau Il : Quelques exemples de molécules antibiotiques et microorganismes
producteurs (Aboul-Enein et Ali, 2000)

Microorganismes producteurs Antibiotiques
Streptomyces orientalis Vancomycine
Streptomyces azureus Thiostreptone
Actinoplanes teichomyceticus Teicoplanine
Nocardia lurida Ristocetine
Nocardia mediterranei Rifamycine
Streptomyces kanamyceticus Kanamycine
Streptomyces griseus Streptomycine

I11. Streptomyces et les genres apparentés

Le genre Streptomyces appartient a 1’ordre des Actinomycetales, groupe des
Streptomycétes. Ce sont des bactéries avec un taux de G+C élevé (69 a 78%) qui
prédomine trés largement au sein des souches isolées avec 533 especes (Goodfellow et al.,
2012) méme si le genre Nocardia et Micromonospora sont relativement abondants
(Lechevalier et Lechevalier, 1967 ; Sabaou et al., 1998).
C’est le genre le mieux étudié en terme de cycle de vie. En effet Sur un milieu solide,
débute la germination des spores formant des hyphes non septés et plurinuclés, ramifiés et
ancrés dans le milieu appelé mycélium primaire ou de substrat. Sur ce mycélium primaire
se développera ensuite un mycélium aérien ou secondaire. Les extrémités des hyphes
aériens se cloisonnent et se différencient pour former les chaines de spores qui sont des
agents de dissemination (Hodgson, 1992), comme le montre la figure 2 ci-dessous. Le
mycélium de substrat et les spores peuvent étre pigmentés mais peuvent produire
également des pigments diffusibles (Williams et al., 1989). En milieu liquide, les cellules
se développent uniquement sous forme de mycélium primaire méme si certains

Streptomycétes peuvent sporuler dans cet environnement (Hodgson, 1992).
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Figure 2 : Cycle de développement du genre Streptomyces (Hopwood et al., 1985)

V. Effet des paramétres culturaux sur la production d’antibiotiques
L’influence des besoins nutritionnels, tel que les sources de carbone et d’azote, les
sels minéraux et les conditions de culture (pH, température, aération et agitation) sur la
biosynthese des métabolites secondaires, différe en fonction des souches, par conséquent
ils affecteraient la production et le rendement en molécules bioactives (Wang et al., 2008).

IV.1. Influence des sources de carbone et d’azote

Les sources de carbone telles que 1’amidon, les dextrines, le glucose, le saccharose,
et le maltose sont utilisées comme substrat de croissance, influencant la production
d’antibiotiques (Sanchez et Demain, 2002). En effet, la production de métabolites
secondaires s’avere souvent meilleure sur une source de carbone complexe, plus
difficilement métabolisable comme les polysaccharides (amidon, dextrines) que sur une
source de carbone rapidement assimilable telle que le glucose ou le glycérol (Spizec et
Tichy, 1995).
En effet, chez de nombreux microorganismes, le glucose provoque une répression de la

formation de plusieurs antibiotiques amino-glycosidiques produits par les actinobactéries
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(streptomycine, kanamycine, istamycine et néomycine) par une répression des enzymes de
biosynthese (Demain, 1989 ; Piepersberg et Distler, 1997).

Dans les milieux de culture, la source d’azote utilisée est généralement
I’ammonium ou des composés organiques comme les acides aminés ; de méme que pour la
source de carbone, la biosynthése de la plupart des métabolites secondaires peut étre
réprimée par les sources d’azote rapidement assimilables comme 1’ammonium
(Aharonowitz, 1980 ; Piret et Demain, 1988). D’autres auteurs ont montré que 1’addition
d’ammonium au milieu de culture a un effet positif sur la production d’antibiotiques
(Narayana et Vijayalakshmi., 2008), mais les acides aminés et les sources complexes
d’azote restent les sources les plus favorables a la production de ces métabolites.

IV.2. Influence des sels minéraux

La synthése de métabolites secondaires nécessite de faibles concentrations en
oligoéléments (Zn, Fe, Co, Ni, Cu, Mo). En effet, le fer et le manganése comptent parmi
les oligoéléments qui jouent un réle important dans la production d’antibiotiques. De plus,

I’addition du K,HPO, au milieu de culture permet d’augmenter la production de ces
biomolécules par les souches de Streptomyces alors que le KH,PO4 a un effet négatif sur le

rendement, tandis que le sulfate de magnésium stimule plut6ot leur fonction (Hassan et al.,
2001).
IV.3. Le pH

Le changement de la valeur du pH du milieu de culture induit la production de
molécules qui peuvent nuire a la production d’antibiotiques. En effet il est bien connu que
chaque espece microbienne possede un pH optimal, minimal et maximal a partir duquel
elle croit. L’étude de Vijayakumar et al. (2012) a révélé que le pH optimal pour la
production de composés antimicrobiens est compris entre 7 et 8.
IV.4. La température

La température a un effet certain sur la physiologie, la morphologie, la biochimie et
la production des métabolites par les microorganismes. De plus, il a été montre que les
actinobactéries possedent une gamme assez large de température de croissance mais la
température optimale de production de métabolites bioactifs est de 30°C (Bundale, 2015).
IVV.5. Agitation et aération

L’agitation affecte 1’aération ainsi le mélange des éléments nutritifs dans le milieu
de fermentation et par conséquent la production de métabolites secondaires. Pfefferle et al.

(2000) ont étudié I’influence de la vitesse et du mode d’agitation et de 1’aération sur la
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production de métabolites secondaires et les meilleurs résultats ont été obtenus avec une
agitation de type « turbine-hélice ».
V. Modélisation statistique
V.1. Plan de Plackett et Burman

Les plans de Plackett et Burman sont une application particuliére des matrices
d’Hadamard, matrices carrées orthogonales composées uniquement des valeurs +1 ou -1
(valeur maximal et minimal). Ce sont des plans a deux niveaux, employeés pour le criblage
afin de démarrer I’optimisation d’une étude donnée par la recherche d’un grand nombre de
facteurs Xi qui influencent sur la réponse Y. En d’autre terme, c’est I’identification des
facteurs les plus influents parmi plusieurs avec peu d’essais (Lewis et al., 1999 ; Goupy,
2005 ; Fadil et al., 2014). Les plans de Plackett et Burman ne permettent pas d’étudier les
interactions entre les facteurs (Levin et al., 2005).
V.2. Plan Composite centré

Les plans composites centrés, proposés par Box et Wilson en 1951, s’aveérent
particulierement utiles dans les expériences séquentielles (Goupy et Creighton, 2006). Le
plan se compose généralement d’une conception factorielle compléte 2 (Kuehl, 2000) qui
consiste a réaliser les essais d’un plan factoriel, complété par des expériences au centre du
domaine d’étude et des essais en étoile. La figure 3 présente un plan composite pour deux
facteurs. Les points A, B, C et D sont les points expérimentaux du plan factoriel a deux
facteurs (k=2) Le point E est le point central. Ce point peut étre répété une ou plusieurs
fois. Les points axiaux F, G, H et I forment ce que I’on appelle le plan en étoile (Goupy,
2006)
Le nombre N, des essais d’un plan composite est donné par la relation suivante (keharom
et al., 2016).

N= N¢+ No + Ng
Avec :
e Nsessais d’un plan factoriel ;
e Np points au centre ;

e Ngpoints en étoile.
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Figure 3 : Plan composite pour 1’étude de deux facteurs (k=2) (Goupy, 2006)

Le modéle mathématique postulé utilisé avec les plans composites est un modele du
second degré avec interactions (Shivakumar et al., 2008). Ainsi pour deux facteurs (k=2),
I’équation de régression s’écrit :

y = by + byx; + byxy + bipx1x, + by1x% + byyxs + €

[10]
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I. Matériel

I.1. Matériel analytique

Le matériel utilisé dans cette étude est résumé en annexe |.
1.2. Matériel biologique

1.2.1. Souche d’actinobactérie étudiée

L’isolat d’actinobactérie noté D2 utilisé dans cette étude appartient a la collection
du Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) de I’Université A. Mira de Bejaia.
La souche a eté isolée par Dr Djinni Ibtissem a partir d’un échantillon de sol salin prélevé
dans la région de Béchar (Figure 4). Suite a un criblage préliminaire basé sur la
détermination de I’effet antagoniste vis-a-vis de microorganismes cibles, bactérien et

fongique, cet isolat a été sélectionné et retenu pour la présente étude.

NG 009,

Figure 4 : Site de collecte de I’échantillon de sol salin saharien dans la région de Bechar.
1.2.2. Germes cibles utilisés
Les germes cibles utilisés dans cette étude sont présentés ci-dessous

Bactérie a Gram positif:

v Listeria innocua : CLIP 74925
Bactéries a Gram négatif :

v' Pseudomonas aeruginosa : ATCC27853

v Acinetobacter baumanii Rox (résistante a 1’oxacilline).

v" Vibrio cholerae : ATCC10231

Levure :
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v Candida albicans : ATCC10231
1. Méthodes

11.1. Etude morphologique de la souche D2
11.1.1. Caracteres macromorphologiques

Cette étude vise a apprecier la croissance, le developpement et la couleur des
mycéliums aérien (MA) et du substrat (MS) sur le milieu de culture utilisé. La présence
ainsi que la couleur des pigments diffusibles sont également notés (Shirling et Gottlieb,
1966).

L’aspect phénotypique des colonies et les caractéres culturaux sont étudiés sur le
milieu synthétique Gausse apres 14 jours d’incubation a 28°C.
La composition du milieu Gausse est donnée en annexe II.
11.1.2. Caracteres micromorphologiques

La souche D> cultivée sur milieu Gausse a été observée a 1’aide d’un microscope
optique aux objectifs (x10 et x40). Ces observations sont réalisées directement sur les

boites de Pétri et ce pour :

o Etudier les mycéliums aériens et du substrat en place sans en altérer les structures.
o Etudier la fragmentation ou non du mycélium du substrat.
o Observation de la formation des spores sur le MA et/ ou du substrat, leur forme et

leur agencement (isolées, en chaines) ainsi que la surface des spores (lisse,
rugueuse, epineuse ou chevelure).
o L’étude de la présence et/ ou de I’absence ainsi que 1’abondance et la disposition
des hyphes du (MS) ou du (MA) (Williams et al., 1989).
11.2. Mise en évidence de I’activité antagoniste
11.2.1. Ensemencement et préparation de I’extrait brut
La souche D2 est ensemencée en stries sérés a la surface du milieu Gausse agar afin
de former un tapis. La boite est mise a incuber a 28°C pendant 10 jours.
Aprés incubation, I’extraction de molécule active est réalisée par macération et cela en
découpant le mycélium et la gélose en petits morceaux de 1 cm? puis additionnés de 100
mL d’acétate d’éthyle. Le mélange est mis a macérer Sous agitation permanente durant
toute une nuit a température ambiante. Le mélange est par la suite filtré, en utilisant du
papier Whatman N°1, afin de séparer le solvant des blocs de gélose et du mycélium.

L’extrait brut d’acétate d’éthyle ainsi obtenu est par la suite évaporé a sec grace a un
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Rotavapor. L’extrait sec obtenu est repris dans 4 mL de méthanol puis conservé a 4°C
pour une utilisation ultérieure.
II. 2.2. Standardisation de I’inoculum des germes cibles

La standardisation des germes cibles utilisés suit la méthode des suspensions
dilutions corrélés a la mesure de la densité optique a différentes longueurs d'onde de
chaque germe étudiés, aprés un balayage au spectrophotometre des longueurs d'ondes ont
été fixées pour chaque germe qui correspond a une DO de 0.5 de la solution mere, la
charge de I'inoculum utilisé est de 107 UFC/ mL (Billerbeck et al., 2002).
11.2.3. Evaluation de I’activité antagoniste

Plusieurs germes cibles représentant différents types de microorganismes (bactéries
a Gram positif, négatif et une levure) ont été utilisés lors de 1’évaluation de 1’activité
antagoniste de la souche D2. Cette derniére a été mise en évidence par la technique des
puits réalisée comme suit (Figure 5) :

A I’aide d’un emporte-piéce, des puits de 6mm de diamétre sont formés dans le milieu
Mueller Hinton préalablement ensemencé par les germes cibles cités précédemment. Un
volume de 100 pL d’extrait brut et de méthanol (témoin) sont déposés dans chaque puits.
Les boites de Pétri sont maintenues a 4°C pendant 2 heures afin de permettre une bonne
diffusion de (s) la substance(s) antibiotique(s) produite(s) puis incubées a 37°C/24h. Les
diamétres des zones d’inhibition sont mesurés et exprimés en millimétre a 1’aide d’un pied

a coulisse.

pergass
das puits

ensemencement des germes cibles

sur milieu Mueller Hinton puits de 6mm de diamétre
= e ®
N o’ -4 incubation a la temperature de

:@ croissance des germes cibles
L ' =
© 37°Cr24h e S e S e

100 ul des extraits sont introduits dans les
puits

mesure des diamétres d'inhibition en mm

Figure 5 : Mise en évidence de I’activité antagoniste de 1’extrait de I’isolat D2 sur milieu

Mueller Hinton par la méthode des puits.
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11.3. Etude de la cinétique de croissance de la souche D2

L’appréciation de la croissance de la souche D2 en culture liquide est réalisée a
travers 1’estimation du poids sec et la valeur du pH pendant 12 jours.
11.3.1. Préparation de I’inoculum

La souche étudiée D2 est ensemencée en stries serrés sur milieu solide Gausse agar
puis mise a incuber a 28°C pendant 10 jours. Apres incubation, 5 cylindres d’agar sont
découpés a I’aide d’un emporte-piece et placés stérilement dans chacun des 5 flacons de
250 ml contenant 100 ml de milieu Gausse liquide. Les cultures ainsi préparées sont mises
a incuber & 28°C sous agitation permanente de 120 tr/min.
11.3.2. Mesure du poids sec

Cette étude consiste a estimer la biomasse mycélienne aprés chaque 48h
d’incubation pendant 12 jours. Ainsi le mycélium est séparé du milieu de culture par
centrifugation a 5000 tr/min pendant 10 min. Le culot (biomasse humide) récupéré apres
chaque opération de centrifugation est pesé a 1’état (mycélium humide Po), la pesée est
refaite apres séchage a 37°C/4 jours (P1). Ainsi, le poids sec de la biomasse mycélienne
exprimé en mg de matiére seche est calculé comme suit :

P (mg)= Po-P1

11.3.3. Mesure du pH

Aprés chaque centrifugation, le pH du surnageant obtenu est mesuré tout au long de
la période de croissance afin d’enregistrer 1I’évolution et la variation du pH des cultures.
11.4. Etude de la cinétique de production de la souche D2

L’étude de la cinétique de production de molécules bioactives par la souche D2 a
été suivie pendant 12 jours afin de déterminer la période optimale de production. L’activité
antibactérienne est déterminée par la méthode des cylindres d’agar sur milieu Mueller
Hinton (Bastide et al., 1986) (Figure 6) a I’encontre de Listeria innocua qui a été choisis
pour des raisons de sécurité, qui consiste a ensemencer 1’isolat D2 en stries serrés sur le
milieu Gausse solide et incuber pendant 12 jours a 28°C. Apres chaque 48h des cylindre
d’agar de 6mm de diamétres sont découpés stérilement a 1’aide d’un emporte-piéce et
déposés a la surface du milieu Mueller Hinton préalablement ensemencé par le germe cible
a raison de 10" UFC/mL. Les boites sont maintenues a 4°C pendant 2 heures afin de
permettre une bonne diffusion de la substance antibiotique produite puis incubées a
37°C/24h. Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés a 1’aide d’un pied a coulisse

et exprimés en millimetre.
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(1) Culture de la souche S4sur milien Gausse

1

Incubation a 28°C / 10 Jour
(2) test d'antagonisme
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a partir de Gaunsse Dépot des cylindres sur le milieu Mueller
Jeune 24h Hinton préablement ensemencé par les
germes cibles Jl

Mesure des diameétres des zones | /‘-“\
dlinhibition en (mm) aprés 24h 7. 2 N,
incubation 3 37° " O°

d'incub a3i7ecC

Figure 6 : Mise en évidence de I’activité antagoniste de la souche D2 sur milieu Mueller

Germes cibles

Hinton par la méthode des cylindres d’agar (Bastide et al., 1986).
I1.5. Sélection des parametres influencant la production de molécules

antibiotiques par le plan de Plackett et Burman

Afin d’améliorer la production de molécules antibiotiques par la souche étudiée D2
sur milieu Gausse, des essais d’optimisation ont été réalis¢, par 1’étude de I’influence de
six parametres opératoires a savoir la concentration en amidon, en KaHPO4, en KNOs, en
MgSOs (7H20) le pH et le temps d’incubation. Les valeurs de ces facteurs sont regroupées
dans le tableau Ill. A cet effet, un plan d'expériences de "Plackett et Burman (PB)" a été
élaboré en utilisant un logiciel de modélisation "Minitab 16.0".

Tableau 111 : Valeurs extrémes des parametres opératoires étudiés

Amidon (g/L) 13 20 27
K2HPO4 (g/L) 0.25 0.5 0.75
KNOs (g/L) 0.75 1 1.25
MgSOa4 (7H20) (g/L) 0.25 05 0.75
pH 54 7.4 9.4
Temps d’incubation 5 7 9
(jour)
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Douze milieux de culture Gausse agar a des compositions variables ont été préparés
selon la matrice des expériences élaborée par le logiciel " Minitab 16.0" et représentée dans
le tableau IV.

L’isolat D2 est ensemencé sur chaque milieu et incubé a 28°C pendant 5 et 9 jours

en fonction de I’expérience en question.

Tableau 1V : Matrice des expériences du plan de Plackett et Burman

Go 27 [ 025(125|025| 54 5 +1 | -1 | +1 | -1 | -1 -1
Go2 27 | 0.75(0.75|0.75| 54 5 +1 | +1 | -1 | +1 | -1 | -1
Gos 13 |0.75|125]025| 94 5 -1 +1 | 41 -1 | 41| -1
Gos 27 |025]125|0.75| 54 9 +1 | -1 | +1 | +1 | -1 | +1
Gos 27 [ 0.75(0.75|0.75| 94 5 +1 | +1 | -1 | +1 | +1 | -1
Gos 27 |0.75]125]025| 94 9 +1 | +1 | +1 | -1 | +1 | +1
Gor 13 |0.75|125]0.75| 54 9 1+l |+l 41| -1 |+l
Gos 13 1025|125]0.75| 94 5 1| -1 +1 | +1 | 41| -1
Goog 13 1025|075 0.75| 94 9 1| -1 -1 ) +1 | 41|+
Guo 27 [025]0.75]025| 94 9 +1 | -1 -1 | -1 |+ | +1
Gu 13 [0.75|0.75|0.25| 54 9 -1+ -1 -1 -1 |+
G2 13 1025|075 025| 54 ) -1]-1-1}-1]-1]-1

Note : Z1 : Amidon (g/L), Z2 : KoHPO4 (g/L), Z3 : KNOs (g/L), Z4 : MgSOs (7H20)
(g/L), Z5 : pH, Z6 : Temps d'incubation (J), G : milieu Gausse

11.6. Modélisation et optimisation par la méthodologie de surface de
réponses (RSM)

Aprés avoir identifié et fixer les facteurs les plus significatifs a différents niveaux
(Tableau V) influencant la production de molécules actives par la souche D2, une

modelisation de l'activité antibactérienne a 1’égard de L. innocua est réalisée par le biais
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d'un plan composite centré afin d'évaluer les effets d'interaction de ces facteurs et
déterminer leurs optimums. Vingt milieux de culture ont été préparés avec variation des
facteurs opératoires a savoir le pH, I’amidon et le temps d'incubation. La matrice
d'expériences pour k=3 et N= 20 (N= 2% + 2(3) +6) est représentée dans le tableau VI.

Tableau V : Valeurs extrémes des paramétres opératoires étudiés a I'égard de L. innocua

Parametres -a 0 +a
opératoires
pH 3.4 7.4 11.4
Amidon 6 20 34
(g/L)
Temps 3 7 11
d’incubation
(jour)

Tableau VI : Matrice d’expériences du plan composite centré pour k=3 (trois facteurs)

1 5.4 13 5 -1 -1 -1
2 9.4 13 5 +1 -1 -1
3 54 27 5 -1 +1 -1
4 9.4 27 5 +1 +1 -1
5 54 13 9 -1 -1 +1
6 9.4 13 9 +1 -1 +1
7 54 27 9 -1 +1 +1
8 9.4 27 9 +1 +1 +1
7.4 20 7 0 0 0
7.4 20 7 0 0 0
7.4 20 7 0 0 0
7.4 20 7 0 0 0
7.4 20 7 0 0 0
7.4 20 7 0 0 0
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3.4 20 7 - (-1.68) 0 0
11.4 20 7 +0, (+1.68) 0 0
7.4 6 7 0 -a (-1.68) 0
7.4 34 7 0 -a (+1.68) 0
7.4 20 3 0 0 -a (-1.68)
7.4 20 11 0 0 +a (+1.68)
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Chapitre 111 Résultats et discussions

Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire de Mycologie de I’université¢ A. Mira
de Bejaia durant la période allant du 06 février 2017 au 18 mai 2017.

Dans ce chapitre seront présentés les résultats et discussions des cing parties de ce
travail, a savoir : I’étude des caracteres morphologiques de la souche d’actinobactérie, la
mise en évidence de son activité antagoniste vis-a-vis des germes pathogénes suivie de
I’étude des cinétiques de croissance et de production. La sélection des parametres de
culture les plus significatifs influencant la production de molécules bioactives sera
également abordé ainsi que la description de 1’élaboration du modéle mathématique pour
leur optimisation a travers I’utilisation de la méthodologie de surface de réponse.

I. Etude morphologique de la souche D2
I. 1. Caracteres macromorphologiques

Aprés ensemencement de la souche D2 sur le milieu Gausse, les premiers signes de
croissance apparaissent au bout de 3 jours d’incubation a 28°C, et consistent en
I’apparition de colonies d’aspect poudreux. Aprés 7 a 14 jours d’incubation la souche
donne des colonies rondes de tailles moyennes, bombées et cotonneuses, a aspect
duveteux. Cet aspect est particulier des actinobactéries développant un mycélium aérien
(MA) fragmenté, de couleur blanche a gris. Au 21°™ jours d’incubation, les colonies
apparaissent pigmentées d’une teinte violacée (Figure 7A).

L’observation du revers de la colonie permet de relever la couleur du mycélium de substrat

(MS) qui est pigmenté en marron clair avec une teinte violacée (Figure 7B).

Figure 7 : Aspect macromorphologique de la souche D2 cultivée sur milieu Gausse apres
21 jours d’incubation a 28°C. A : aspect et couleur du mycélium aérien des colonies. B :
aspect et couleur du mycélium du substrat.
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1.2. Caractéres micromorphologiques

L’observation des colonies sous microscope optique aux objectifs x10 (Figure 8A)
et x40 (Figure 8B) effectuée directement sur boite de Pétri aprés 14 jours d’incubation a
28°C sur milieu Gausse a permis de mettre en évidence des colonies entourées de filaments
longs, fins et enchevétrés avec un mycélium du substrat non sporulé et fragmenté. Le
mycélium aérien est constitué¢ d’hyphes fins, ramifiés qui se terminent par des chaines de
spores immobiles de forme spiralées qui se fragmentent en spores sphériques. Sur ce méme

milieu est produit un pigment diffusible de couleur violet.

Figure 8 : Observation au microscope optique des mycéliums aériens et du substrat de la
souche au objectif x10 (A) et au objectif x40 (B).

Il est important de signaler I’'importance de 1’utilisation de plusieurs milieux de
culture dans I’étude de la morphologie car ’observation des chaines de spores ne
s’effectue que sur les milieux donnant une bonne croissance (maturation des spores)
(Shirling et Gottlieb, 1966).

D’apres les caractéristiques macro et micro morphologiques ainsi que toutes les
spécificités culturales observées pour la souche D2, il nous a été possible de la rattacher au
genre Streptomyces, tels qu’il est rapporté par Goodfellow et al. (2012). En effet, les
actinobactéries appartenant a ce genre présentent des caractéristiques typiques a celle
citées plus haut. Lechevalier et Lechevalier en (1967) ont montré que la fréguence de
Streptomyces dans le sol d’apres 1’étude de 5000 échantillons issus de 16 sols différents est
de 95,34%. Par ailleurs, Selon Shirling et Gottlieb en (1976), I’identification des
actinomycetes repose en grande partie sur les caractéristiques morphologiques qui sont

considérées comme des caracteres stables.
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I1. Mise en évidence de I’activité antagoniste

Le pouvoir antimicrobien de la souche D2, est déterminé par la méthode des puits a
I’encontre de 5 microorganismes pathogenes : une bactérie a Gram positif, trois bactéries a
Gram négatif et une levure. L’activité est exprimée en terme de diamétres des zones
d’inhibition rapportés en millimetre. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 9 ci-

apres

Diamétre des zones d'inhibition

Germes cibles

Figure 9 : Activité antagoniste de I’isolat D2 ensemencée sur milieu Gausse a 1’égard des

germes cibles.

Il en ressort des résultats obtenus que 1’isolat D2 présente une activité inhibitrice a
large spectre et variables vis-a-vis de toutes les bactéries et levure tests. En effet, les zones
d’inhibition varient entre 6.5 mm et 33.5 mm, I’activité inhibitrice la plus importante est
obtenue a 1’encontre de la levure pathogéne C. albicans enregistrant un diamétre de 33.5
mm, suivi de P. aeruginosa présentant un antagonisme de 13.84 mm de diametre. La plus
faible activité inhibitrice est observée vis-a-vis de 1’espéce résistante A. baumanii avec une

zone d’inhibition de 6.5 mm de diamétre.

La figure 10 suivante illustre quelques activités antibactériennes de 1’isolat D2 vis-

a-vis de quelques germes cibles.
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Figure 10 : Photographies illustrant I’activité antagoniste de I’isolat D2 a 1’égard de P.
aeruginosa (A), V. cholerae (B).

La présence d’activité chez la souche étudiée confirme que les actinobactéries
isolés a partir des milieux extrémes ont un pouvoir antimicrobien remarquable par rapport
a leurs homologues isolés a partir des autres écosystemes tel que rhizosphére, eau douce,
sol floristique...etc (Gayathri et al., 2011).

I11. Etude de la cinétique de croissance de la souche D2

La cinétique de croissance de I’isolat D2 sur milieu Gausse a été suivie en culture
liquide & 28°C pendant 12 jours d’incubation sous agitation permanente. Des prélévements
quotidiens a intervalle de 48 heures ont été effectués afin d’évaluer le poids sec d’une part
et de mesurer la valeur du pH d’autre part. Leur évolution au cours du temps est présentée

dans les figures 11 et 12.

I11.1. Mesure du poids sec
Les résultats obtenus apres 48 heures d’incubation montrent que la croissance de la

souche D2 est rapide, la biomasse augmente jusqu’a atteindre une valeur maximale de
36.44 g/L. A partir du deuxiéme jour, une diminution progressive est remarquee et atteint
une valeur de 21.74 g/ L, suivie d’une légére augmentation qui demeure pratiquement
stable jusqu’au dixiéme jour, a partir duquel une baisse est observée atteignant une

concentration minimale de 14.58 g/L au douzieme jour (Figure 11).
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Figure 11 : Variation du poids sec de la souche D2 cultivée sur milieu Gausse en fonction

de la période d’incubation.

111.2. Mesure du pH

Les valeurs du pH du milieu de culture enregistrées et présentées en figure 12

démontrent que durant les six premiers jours de croissance, le pH diminue progressivement

pour atteindre la valeur la plus basse qui est de 6.34 (acidification du milieu). Au bout du

sixiéme jour, une augmentation du parametre est constatée atteignant une valeur de 6.86

huitiéme jours puis une diminution allant jusqu’a 6.5 au douzieme jour.
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Figure 12 : Variation de la valeur du pH initial du milieu de culture en fonction de la

période d’incubation.

Les courbes de croissance sont caractérisées par I’absence de la phase de latence.

En effet la biomasse mycélienne augmente rapidement pendant le deuxieme jour

d’incubation qui peut étre expliqué par I’adaptation de la souche au milieu de culture (pré-
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culture) et la synthese des enzymes nécessaires a la dégradation de ces substrats,
accompagné d’un abaissement du pH due a la libération d’acides organiques.
L’accumulation de ces derniers induit 1’acidification du milieu qui entraine un
ralentissement de la croissance jusqu’au quatriéme jour. Des résultats similaires ont été
rapportés par Boughachiche et collaborateur (2005). Du quatrieme au dixiéme jour
d’incubation, une succession d’abaissement et d’augmentation du pH et du poids sec ont
été observées qui pourraient étre a I’origine de la production de métabolites secondaires
qui acidifient et alcalinisent le milieu et qui provoguent une perturbation de la croissance
cellulaire (Ross et Schugerl, 1988).

Du dixiéme aux douziéme jour une diminution parallele du poids sec et du pH
pourrait s’expliquer par 1’épuisement des substrats du milieu de culture (Boughachiche et
al., 2005).

IV. Etude de la cinétique de production de la souche D2

La cinétique de production des métabolites bioactifs de la souche D2 a été suivie en
culture solide sur milieu synthétique Gausse pendant 12 jours d’incubation a 28°C et
I’activité est déterminée par la technique des cylindres d’agar. Des cylindres sont prélevés
a intervalle régulier (48 heures) est testés vis-a-vis du germe cible Listeria innocua. Les
diamétres des zones d’inhibition sont mesurés autour du disque aprés 24 heures
d’incubation a 37°C. Le test de production a révélé une activité positive a I’encontre du
germe tel illustré en figure 13. En effet, I’apparition des zones d’inhibition a commencé
dés le quatrieme jour d’incubation et augmente progressivement pour atteindre une
inhibition maximale au huitieme jour, une diminution est par la suite enregistrée pour

rester plus ou moins stable du dixiéme au douzieme jour.
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Figure 13 : Cinétique de production de la souche D2 vis-a-vis de L. innocua sur le
milieu Gausse.
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D’aprés les résultats obtenus et illustrés en figure 13 il est clairement remarqué que
I’activité antibactérienne est maximale apres 8 jours d’incubation, ce qui correspond au
jour optimum de production de molécules actives. En effet 1’¢tude menée par Singh et al.
(2014) rapporte que la production des métabolites par les actinobactéeries débute apres le
quatrieme jour et atteint un optimum au septieme jour d’incubation. Par ailleurs, ces
auteurs ont rapporté que le maximum de I’activité antimicrobienne est observeé aprés

I’atteinte du rendement maximale en biomasse.

V. Sélection des parameétres influengant 1a production d’antibiotiques par

le plan de Plackett et Burman

La conception du plan de Plackett et Burman a I’aide du logiciel Minitab 16.0 a été
réalisée pour le criblage des parametres influencant la production de molécules bioactives
par la souche D2. Six facteurs (amidon, K:HPOs, KNOs, MgSO47H20, pH et le temps
d’incubation) ont été choisis dans ce processus de sélection.

L’influence de ces paramétres est déterminée a travers 1’estimation de la réponse Y
qui est I’activité antibactérienne mesurée en millimétre a I’encontre de Listeria innocua.

L’ensemble des résultats est résumé dans le tableau VII ci-dessous présentant la
moyenne des trois répétitions du test d’activité. La charte de Pareto est illustrée dans la
figure 14. 1l ressort de ces résultats que trois facteurs s’averent significatifs sur la
production de métabolites. En effet, le parametre le plus significatif agissant sur la
production des molécules actives est le pH suivi de I’amidon et du temps d’incubation. Les
facteurs restant sont considérés comme non significatifs et par conséquent non influencant
la production.

Les parametres de culture significatifs ont été pris en considération dans la

prochaine étape.
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Tableau VII : Moyenne des zones d’inhibition obtenues par le plan de Plackett et Burman

sur les 12 milieux de cultures a 1’égard de Listeria innocua.

Germe
Cible L. innocua(Y)
Nombre (mm)
d’expériences
Gl 24.5+0
G2 16.5+0
G3 290
G4 0
G5 2940
G6 37+0
G7 0
G8 320
G9 35.5+0.70
G10 27.83+0.76
Gl11 0
G12 0
G : Milieu Gausse
Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is y, Alpha = 0,05)
2,(|)5
pH -
Amidon
£ temps -
= KNO3
K2HPO4 -
MgS04, 7H20
0 2 4 6 8 10 12
Standardized Effect

Figure 14 : Charte de Pareto montrant 1’effet de six facteurs étudiés sur la production de

métabolites antibactériens.
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VI. Modélisation de I’activité antibactérienne de la souche D2 a I'égard

de L. innocua

Les plans composites centrés se prétent au déroulement séquentiel d’une étude. La
premiére étape consiste a appliquer un plan factoriel complet a deux niveaux avec
interactions, complété par des points au centre du domaine d’étude. Quand les tests de
validation du mod¢le sont positifs, I’étude s’achéve, sinon, des essais supplémentaires sont

entrepris pour établir un modele de second degré.

VI.1. Elaboration du modéle du premier degreé

Les parametres opératoires (Z1, Z2, Z3) considérés pour la modélisation de I'activité
antibactérienne de la souche D2 a I'égard de L. innocua sont respectivement : Le pH, la
concentration en amidon et le temps d’incubation.

Les valeurs des variables naturelles Zj et codées Xj des différents parametres
opératoires ainsi que la moyenne des zones d’inhibition (Y) obtenu pour chaque test sont
regroupées dans le tableau V111 qui représente la matrice des expériences.

Dans notre cas le nombre N de combinaisons possibles des trois facteurs (k =3) sur

deux niveaux est égal a 2°= 8.

Tableau VIII : Matrice des expériences pour k=3 et N=8 (2¥)

Gl 5,4 13 5 1 -1 -1 -1 17+ 1.41
G2 9,4 13 5 1 +1 -1 -1 12,5 +0.5
G3 54 27 5 1 -1 +1 -1 0

G4 9,4 27 5 1 +1 +1 -1 25.5
G5 5,4 13 9 1 -1 -1 +1 25.5+0.71
G6 9,4 13 9 1 +1 -1 +1 23.5
G7 5,4 27 9 1 -1 +1 +1 31

G8 9,4 27 9 1 +1 +1 +1 28.75%3.89

Note : Xo: variable fictive, Z1: pH, Z2: Amidon (g/L), Zs: Temps d'incubation (J), G :
milieu Gausse.
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La moyenne des zones d'inhibitions des 8 milieux de culture est y=20.47 mm. Le
nombre (no) d’expériences au centre du domaine expérimental est de 6, les diamétres des
zones d'inhibition ainsi obtenues sont rassemblés dans le tableau IX.

Tableau I1X : Valeurs des diamétres des zones d’inhibition au centre du domaine d’étude.

> O B~ W N
[
N

La moyenne des valeurs des zones d’inhibition au centre du domaine est:y,= 12.5 mm.

VI1.1.1. Calcul des coefficients du modéle du premier degré

Les coefficients de I'équation de régression bj sont obtenus par le produit scalaire de
la colonne y par les colonnes xj correspondantes divisé par le nombre d'expériences N. Les
valeurs de ces coefficients sont regroupées dans le tableau X.

Tableau X : Valeurs des coefficients de I’équation de régression

bo

b1

b2

b3

20.47

2.09

0.84

6.72

b2

b1z

b23

b123

3.72

-3.16

-1.84

-3.78

V1.1.2. Analyse statistique de I’équation de régression

v Vérification de la signification des coefficients par le test de Student

Le test de Student permet de déterminer si parmi les coefficients du modeéle, il
existe des coefficients non significatifs, lesquels seront ¢éliminés de 1’équation de
régression car leur Influence sur l'activité antibactérienne est négligeable. La procédure de
calcul consiste a déterminer (Katarou, 1974 ; Sadou et Sadou, 1991 ; Benoit et al., 1994
; Goupy, 2001) :
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v La variance de reproductibilité : elle est estimée par celle calculée au

centre du domaine expérimental qui est donnée par la relation suivante :

yi: Valeur des diamétres des zones d’inhibition des essais au centre
Vo: Moyenne des essais au centre; y,=12.5 mm
no: Nombre d’essais au centre ; Ng= 6

Ainsi on aura : Srep2=10.9

Pour identifier les coefficients non significatifs par le test de Student, on détermine les
valeurs de tj pour chaque coefficient :

L
] Sbj

Avec :

Sbj : Ecart type défini par :

S - Srep
bj m

On aura alors Spj= 0.335

Les résultats des calculs effectués, sont ressemblés dans le tableau X1 ci-dessous :
Tableau XI : Valeurs de tj

t12 t13 123 t123

11.09 9.41 5.50 11.27
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En utilisant la table de Student relative a un test bilatéral (Annexe 111), on détermine
la valeur de ta (f) pour le niveau de signification a= 0,05 et le nombre de degrés de liberté
f = no-1 qui est égale a 5, soit To.0s(5) = 2,57, d'aprés les résultats du tableau précédent, on
remarque que la valeur de t> inférieure a la valeur tabulée du test de Student (2,57)
déduisant ainsi que le coefficient correspondants (b2) n’est pas significatif donc il sera
éliminé de I'équation de régression.

L'éguation de régression du modele de premier degré s'écrit alors :
y=20.47 + 2.09x1 + 6.72x3 + 3.72x1x, + 3.16x1x3 + 1.84x,x3 — 3. 78x1x,X3

v Test de signification de la régression

On réalise un test de Fisher pour vérifier la signification de la régression dont le

rapport F est donné par la relation :

(5, g /-1

=t :
(yi _9i) IN-¢
i=1
Avec : F=5.53
N
Y
Sachantque: |y = i:}\I ; y=20.47mm

D’aprés la valeur tabulée du test de Fisher (annexe 1V), Fogs (£ -1, N- /) = Fo.05 (6,
1) est égal a 234. Etant donné que la valeur tabulée est supérieure & celle calculée,

I’équation de régression est adéquate et le modele n’est pas valide.

v Validation du modeéle par le point au centre

Dans cette étape, on compare la valeur de la réponse déterminée par le modele au
centre du domaine d’étude ¥ = 20.47 mm a la moyenne des 6 expériences realisées au
centre, soit yo =12.5mm.

L’erreur relative absolue entre ces deux valeurs (41.48%) étant supérieure a 5%, on
conclue alors que le modele linéaire de premier degré choisi n’est pas valide. Nous allons
donc tester un modele de second degré.

V1.2. Elaboration du modeéle du second degreé
Pour élaborer le modele de second degré, on conserve les résultats des essais du

plan factoriel complet avec interactions y compris les résultats des essais effectués au
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centre du domaine d'étude et on réalise les expériences complémentaires qui nécessitent le

plan en étoile. Les activités obtenues du plan en étoile sont regroupées dans le tableau XII.
Tableau XII : Résultats du plan en étoile (N« = 2.k = 6)

Gl 3,4 20 7 1 -1.68 0 0 0

G2 11,4 20 7 1 +1.68 0 0 26

G3 7,4 6 7 1 0 -1.68 0 32

G4 7,4 34 7 1 0 +1.68 0 28

G5 7,4 20 3 1 0 0 -1.68 | 26.75+0.53
G6 7,4 20 11 1 0 0 +1.68 31

Note : Xo: variable fictive, X1: pH, X2 : Amidon (g/L), Xs: Temps d'incubation (J), G :
milieu Gausse
La moyenne des diamétres des zones d’inhibition obtenue par le modéle du

deuxiéme degré est: y=19.13 mm.
V1.2.1. Calcul des coefficients du modeéle

Le calcul des coefficients de I'équation de régression s'obtient & partir du produit
suivant :
B=[X" XL [X]".y

Avec : [XT.X]: La matrice de dispersion

[X]" : La matrice transposée de [X]

Les résultats de ce calcul sont regroupés dans le tableau (XII1).
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Tableau X111 : Valeurs des coefficients du modele de second degré

12.64

4.43

0.002

4.47

b12

b13

b23

b11

b2

b33

3.72

-3.16

1.84

-0.71

5.31

491

V1.2.2. Analyse statistique de I’équation de régression

v Vérification de la signification des coefficients par le test de Student

La signification des coefficients du modeéle est veérifiée par les mémes calculs

réalisés pour le plan factoriel de premier degré, on a la valeur de la variance de

reproductibilité Srep?=0.9

En ce qui concerne la variance des coefficients du modéle de second degré, on

multiplie les éléments Cjj de la diagonale de la matrice de dispersion avec la variance de

reproductibilité. La relation est donnée comme suit :

2 2
Sbj a ij'Srep

Les valeurs de tjdu test de Student sont rassemblées dans le tableau XIV suivant :

Tableau XIV : Valeurs de tj

to

t1

t2

ts

32.68

17.24

0.008

17..38

t12

t13

123

tu

122

33

11.09

941

5.50

2.85

21.21

19.62
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En utilisant la table de Student relative a un test bilatéral (Annexe 1V), on
détermine la valeur de t(f) pour le niveau de signification =0.05 et le nombre de degré de
liberté f=no-1 qui est égale a 5, soit toos(5) = 2.57, daprés les résultats du tableau
précédent, on remarque que la valeur de t2 est inférieure a la valeur tabulée du test de
Student (2.57) déduisant ainsi que le coefficient correspondant bz n’est pas significatif
donc il sera éliminé de I'équation de régression.

v Test de signification de la régression

La valeur F calculée par le test de Fisher est de 6.62 cependant la valeur tabulée pour
un niveau de signification de o = 0.05 et un nombre de degrés de liberté¢ (N- /)= 11 et (/-
1)=8 est de 2.95, comme la valeur calculée est supérieure a celle tabulée, le modéle ainsi
obtenu est considéré significatif et valide a 95%.

v' Calcul du coefficient de détermination
Appelé aussi coefficient de corrélation il est défini par :

Variation due a la régression

R%=
Variation total
Z y -y j
R? =
Y (v,-9 )
i=1

La valeur du coefficient de détermination R%st égal a 0.93. Ce résultat implique que le
modele explique 93% des variations de la réponse.

Le model de second degré s'écrit alors comme suit :

9 =12.64 +4.43x; +4.47x5 + 3.72x1X; — 3.16x,x35 + 1.84x,x5 — 0.71x3 +
5.31x5 + 4.91x3

D’apres le model de second degre développé traduisant 1’activité antibactérienne
vis-a-vis de Listeria innocua, on remarque que le pH (x1) et le temps d’incubation (X3) sont
les seuls facteurs qui ont une influence sur la réponse avec des effets (+4.43) et (+4.47)
respectivement. Le signe positif de ces derniers signifie que 1’augmentation de leurs
valeurs minimales (5.4 pour le pH et 5 jours pour le temps d’incubation) a leurs valeurs
maximale (9.4 pour le pH et 9 jours pour le temps d’incubation) accroit 1’activité

antibactérienne. Pour I’influence du pH, les résultats de la présente étude sont comparables
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a ceux de certains travaux rapportant 1’activité antibactérienne de certaines espéces de
Streptomyces a I’encontre des bactéries, de champignons et levures a pH alcalin
(Sathiyanarayanan et al., 2014). Le méme résultat est obtenu dans 1’étude réalisée par
Mander et al (2013) ou ils ont démontré que la production d’agents antimicrobiens par une
souche Streptomyces sp. est maximale a un pH égal a 8.36.

Concernant 1’influence du temps d’incubation, le méme résultat sur [’effet
significatif de ce parametre été rapporté par Velayudham et Murugan, (2015) sur
Streptomyces rochei.

Par ailleurs, Nous avons trouvé que 1’effet linéaire de la concentration en amidon
(x2) été non significatif et a été éliminé de I’équation. Cela veut dire que son influence
seule n’est pas significative sur les variations de la réponse (activité antibactérienne) et
dépendante des autres facteurs (pH, temps d’incubation) ce qui traduit I’existence des
interactions (X1. Xx2) et (x2x3). De plus Arul Jose et Jebakumar. (2014) ont rapportés que
I’amidon est un ¢élément qui a un effet significatif sur la production d’agents antimicrobien
par Streptomyces sp.

L’équation de régression montre également I’existence des interactions (X1.X3),
(X2.X3) et (X1.X2).

Cependant, une étude de I’activité antibactérienne par la souche Streptomyces sp. a
signalé que le KoHPO4, CuSO45H20 exercent un effet significatif en interaction (Rajeswari
et al., 2015). Parmis d’autres effets d’interaction entre les différents paramétres Sharma et
Manhas. (2013) ont montrés un effet significatif entre le KNOz et le KoHPO4 sur la
production de métabolite antimicrobien par Streptomyces.

VII. Optimisation
VII.1. Recherche de I’optimum

Dans les parties précédentes nous avons procéder a une modélisation de nos
résultats par le biais d'un plan composite centré qui a permis d'aboutir a un modele du
second degré traduisant de maniére significative la variation de I'activité antibactérienne en
fonction des différents parametres opératoires a savoir : le pH (x1) la concentration en
amidon (x,) et le temps d'incubation (x). L’étape de 'optimisation consiste a déterminer les
optima de ces facteurs qui entrainent une meilleure production de métabolites
antimicrobiens. A cet effet, les courbes iso-réponses est de surface de réponses sont tracées
par le logiciel MATLAB 7.0 afin de localiser la région du domaine d'étude ou cet optimum

apparait.
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Rappelons I'équation de régression de modele du second degré :
9 =12.64 +4.43x; +4.47x3 + 3.72x,x, — 3.16x,x3 + 1.84x,x3 — 0.71x% +

5.31x3 + 4.91x3
Les optimums sont obtenus en dérivant le modele prédictif par rapport a chacune des

Variables x1, x2, x3. La procédure de calcul est comme suit :

(dy
az 4.428 + 3.718x, — 3.156x%3 — 1.428%1 =0

d/\
=Y~ 3.718x, + 10.616%,+ 1.843xs = 0
dx2

4
d—)i; = 4.462 — 3.156x, + 1.843x, + 9.82X3= 0

Apres la résolution de ce systeme d’équation on a obtenu les valeurs suivantes :

/
X:=1.46
X2 =-0.53
X3=0.12
N~

L'activité antibactérienne théorique pour les valeurs optimales de xi, X2 et X3 en

remplacant dans le modele du second degré est de 16.14 mm.

VI1.2. Tracé des courbes iso réponses et des surfaces de réponses

Les figures 15, 16 et 17 suivantes sont les courbes iso-réponses de 1’activité
antibactérienne, tracées dans le plan de I’interaction la plus importante X1 et x2 (le pH,
amidon) en faisant varié xs a différents niveaux (-1. 0. +1).

v Pour x3=0, I’équation de régression s’écrit comme suit :

9 =12.64 +4.43x; + 3.72x,x, — 0.71x5 + 5.31x%

[35]
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Figure 15 : Courbes iso réponses (a) et (b) et surface de réponse (c) pour : x3=0.

L’analyse de la courbe iso-réponse présentée en figure 15 (a) montre qu’une
activité de 33 mm peut étre atteinte pour un pH = 10.04 (x1=1.32) et la concentration en
amidon (x2=0.32) = 29.24 g/L. Cependant, la méme courbe iso-réponse (b) indique qu’une
activité de 27 mm peut étre obtenue pour une valeur de pH plus favorable pour la
croissance de la souche d’actinobactérie D2 de 8.04 (x1=0.32) au lieu de 10 et une quantité

plus économique pour I’amidon de 6 g/L (x2=-1.68) au lieu de 29.24 g/L.

v Pour X3=-1I"équation de régression s’écrit comme suit :

9 =13.09 + 7.59x; — 1.84x, + 3.72x;x, — 0.71x% + 5.31x3

[36]
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Figure 16 : Courbes iso réponses (a) et (b) pour x3=-1.

La figure 16 (a) est tracée pour un temps d’incubation de 5 jours (x3=-1). On
remarque que 1’optimum en activité antibactérienne est de 35 mm pour un pH de 10.04
(x2=1.32) et pour une concentration en amidon de 29.24 g/L (x2=1.32). Toutefois, dans
I’objectif de travailler dans des conditions plus favorable et plus économique une activité

de 32 mm est obtenue pour un pH de 8.04 et une concentration en amidon de 6 g/L (16 b).

v Pour X3=+1 I’équation de régression s’écrit comme suit :

§=22.01+1.27x; + 1.84x, + 3.72x,x, — 0.71x% + 5.31x3

: 5 X=1.32
Y=1.32]

Level= 40.612
= |

(b)

0

X2 (Amidon)
o
X2 (Amidon)

1 15 1 05 o = 05 1

-1.5 -1 -0.5 0 0.5

Figure 17 : Courbes iso réponses (a) et (b) pour : X3=+1.

La courbe iso-réponse de la figure 17 (a) tracée pour un temps d’incubation de 9
jours, (X3= +1), montre une activité optimale de 41 mm peut étre atteinte pour les mémes

conditions obtenus en figure (15 et 16 a) pour un pH=10.04 et une concentration en

amidon 29.24 g/L. la méme courbe (b) nous indique qu’une région du domaine

[37]
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expérimentale nous donne une activité de 32 mm pour les mémes conditions favorables et
économique cités auparavant (figure 15 b) (un pH de 8.04) (x1=0.32) et pour une

concentration en amidon de 6 g/L (x2=-1.68).

En résumé, on peut dire I’optimum en activité antimicrobienne qui peut étre atteinte
pour des conditions plus économique et plus favorable pour la souche est de 32 mm (x3=-

1) correspondant a :

e Une concentration en amidon de 6g/L (x2=-1.68)
e Un pH de 8.04 (x1=0.32)

Pour transformer les variables centrées réduites (xj) aux variables naturelles nous

avons appliqué la formule de passage ou de codage suivante :

zi-7} .
X =", j=12..k
AZ;
Tels que :
0 jmax + jmin Z’max - Z’min
Zj:Z ZZ Et AZJ': ) 5 ]

X | est la variable centrée réduite correspondant a Z |-

Le point de coordonnées (Z1°, Z2°, ..., Z%) est dénommé centre du plan ; AZest

I'unité ou intervalle de variation suivant I'axe des Z;. ijin et ijax sont les niveaux
inférieur et supérieur des facteurs qui constituent les frontieres du domaine d’étude

(Goupy et Creighton, 2006).

Exemple : Transformation de variable centrée réduite (xj) aux variables naturelles pour le

pH avec : x1=0.32

g 94t54
]_ 2 - *
i 2A—54
zj = > =

_PH-Zj _pH-7.4
Azj

X1 = 0.32 =——=> pH =8.04

(38]
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A la lumiére des résultats obtenus, il nous a été possible d’améliorer et d’optimiser
la production de molécules actives par la souche d’actinobactérie Streptomyces sp. D2 via
la méthode des plans d’expérience a travers I’utilisation des plans de Plackett et Burman et
composite centré. Cette approche nous a permis de concevoir un milieu de culture avec des
parametres opératoires différents du milieu de base et ainsi optimiser la production des
substances actives de 60,94%, avec un temps d’incubation de cinq jour, un pH de 8.04 et

une concentration en amidon de 6 g/L.

Ainsi, la diminution de la durée d'incubation (x3) de sa valeur maximale (9 jours) a
sa valeur minimale (5 jours) fait augmenter la production des molécules bioactives ce qui
corrobore les études menées par Martin et Demain (1980), Lohr et al. (1989) et Seo et al.
(2010), qui ont constaté que plusieurs antibiotiques synthétisés par des souches de
Streptomyces apparaissent au premier jour de culture et atteignent leur maximum au
quatrieme jour. D’autre part, Lebrihi et al. (1988) et Louneés et al. (1995) ont démontré que
la production spécifique de métabolites secondaires s’avére souvent meilleure sur une
source de carbone complexe, plus difficilement métabolisable, comme les polysaccharides
(amidon, dextrines) comme c¢’est le cas pour notre souche. Par ailleurs, Hamza et al. (2013)
ont établi que l'utilisation de I'amidon comme source de carbone permettait d’avoir un
rendement plus éleve de la molécule active étudiée produite par la souche Streptomyces sp.
De plus, selon Jacob et al. (2017), pour la plupart des microorganismes, une source de
carbone rapidement assimilable exerce un effet négatif sur la biosynthese (répression
catabolique ou effet de glucose) qui peut étre surmonté par ’utilisation de source complexe

de carbone comme 1’amidon.

Par ailleurs, le pH, qui est un facteur important qui influe sur la physiologie d’un
microorganisme en affectant la solubilité et I’absorption des nutriments, ’activité
enzymatique, morphologie de la membrane cellulaire et la formation de sous-produits
(Vijayabharathi et al., 2012), exerce un effet (positif) sur I’activité antibactérienne en
passant d’un niveau minimal a un niveau maximal. Ce résultat concorde avec celui de
Singh et al. (2009) qui ont concluent que la production maximale d'antibiotiques par la
souche Streptomyces tanashiensis est obtenue a pH 8 et qui peut méme atteindre un pH 9.
Ce résultat a également été rapporté par Basilio et al. (2003) démontrant que les souches de

Streptomyces produisaient des antibiotiques a des pH alcalins.
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L’émergence et I’accroissement au cours de ces derniéres années, de la résistance des
bactéries aux antibiotiques, a imposé aux chercheurs de trouver de nouvelles molécules
issues de microorganismes provenant de milieux particuliers, peu explorés voir méme
extrémes tels que les milieux hypersalins. L’accent est encore une fois mis sur les
actinobactéries comme producteurs et source de nouvelles molécules actives.

Cette étude a été entreprise dans le but d’optimiser et d’augmenter la production de
molécules bioactives par une souche d’actinobactérie isolée a partir d’un sol salin saharien
(Sebkha) de la région de Bechar, a travers I’utilisation des plans d’expérience.

Pour atteindre cet objectif, les points suivant ont été réaliseés :

v’ La caractérisation macro et micro morphologique de I’isolat D2 sur milieu Gausse
qui nous a amené a assigner la souche au genre Streptomyces, ou le nom
Streptomyces sp. D2 lui a été attribué.

v’ L’évaluation du potentiel antagoniste de 1’isolat D2 vis-a-vis des microorganismes
cibles a Gram positif et négatif ainsi qu’a ’encontre de la levure pathogene C.
albicans en utilisant la technique des puits. Ce qui a permis de mettre en évidence
une activité antimicrobienne importante envers tous les germes tests utilisés. L’étude
des cinétiques de croissance et de production de la souche D2 des molécules
bioactives a 1’égard de Listeria innocua, ce qui permet de déterminer les jours
optimums de croissance et de production d’agents antimicrobiens a travers
I’évaluation des variations du poids sec d’une part et du pH du milieu utilisé d’autre
part, les résultat sont clairement démontrés que la croissance de la souche ainsi que
la production de métabolites bioactifs sont a leurs optima au deuxiéme et au huitieme
jour d’incubation, respectivement.

v’ L’évaluation de I’effet des différents constituants du milieu de culture Gausse sur la
production d’agents antibactériens par 1’isolat D2 a I’encontre de Listeria innocua en
utilisant le modéle statistique Plackett et Burman. Les résultats de 1’analyse ont
démontré I’influence de trois facteurs opératoires sur I’activité antimicrobienne qui
sont le pH, la concentration en amidon et le temps d’incubation.

v La modélisation statistique par le Plan Composite Centré et le tracé des courbes iso-
réponses sont consacrés a I’optimisation des facteurs influencant la production
d’agents antibactériens issus du modele de Plackett et Burman a des fins de
détermination des niveaux optimums des parametres étudiés et leur interaction.

elLes resultats ont montre que les facteurs influencant positivement 1’activité

antagoniste de la souche D2 a I’égard de Listeria innocua sont le temps d’incubation
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et le pH. La concentration en amidon n’exerce aucun effet en état linéaire, toutefois il
présente un effet significatif en interaction avec d’autres parametres.
eD’aprés le tracé des courbes iso-réponses les valeurs optimales des parametres
opératoires pour une activité maximale de 41 mm sont les suivantes: Temps
d’incubation (9 jours), le pH (10.04) et enfin la concentration en amidon (29.24 g/L).
Pour des raisons économiques d’une part et le gain du temps d’autre part un modele
qui minimise le temps d’incubation ainsi que la consommation en amidon avec un pH
favorable au développement de la I’isolat D2 a été choisi. L activité inhibitrice obtenue
en ce modele est de 32 mm de diamétre pour un temps d’incubation de 5 jours, un pH
de 8,04 et une concentration en amidon de 6 g/L.
L’objectif de ce travail est atteint. Néanmoins, le sujet est loin d’étre épuisé. En effet,
a la suite de ce travail, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées. Les principales
perspectives sont les suivantes :

» ldentification moléculaire de I’isolat D2, et confirmation de sa parenté
phylogénique par les techniques suivantes: ADN; 16S, Hybridation
ADN/ADN.

» Etude des cinétiques de croissance et de production de la souche D2 sur
d’autres milieux de culture.

» Etude du spectre d’action des substances produites sur d’autres bactéries en
particulier sur les bactéries multiresistantes.

» Purification et caractérisation structurale de chacune des molécules bioactives

produite par le biais des techniques chromatographique et spectrométriques.
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Annexe

Annexe |
«» Matériel utilisé

e Autoclave (Biobase)

e Balance analytique (Adventurer OHAUS)
Barreaux magnétiques

Bec bunsen

Boites de Pétri 99 mm

Boite de Petri 57 mm

Bain Marie (Julabo TW12)

Centrifugeuse (Hettich ZENTRIFUGER)
Ecouvillons

Erlenmeyers

Etuve a 28 °C et a 37°C (Memmert)
Rotavapor (Buchi Rotavapor R-114)
Micropipette de 100 pL avec embouts plastiques
Microscope optique (Zeiss West Germmany)
Pied a coulisse (Stinlesse Hardend)

Pipettes Pasteur

Plaque chauffante agitatrice (VELP SCientifica)
Spatule

Tube a essais et tube a hémolyse

Plaque agitatrice (Heidolph VIBRAMAX 100)
Vortex (VELP scientifica référence : ZXs)



Annexe

X/
L X4

Annexe 11

Composition des milieux de culture

% Milieu Gausse (lvantiskaya et al. 1978)

AmIdon ... 20 ¢
KoHPOu4. .o 059
KINOS. e lg
MOSO4 TH20. ... 0,59
FESO4 TH20. ..o, 0,019
AT 209
HoOd. ..o, 1000 mL
PH 7,4+0,2
Milieu Muller-Hinton

Infusion de viande...................ooiii, 300 g
Hydrolysat de caséine...................ooeevvnnnnns 17,59
AmIdon........ooviiiiiii 1,59
Agar ..o LT €
Eaudistillée..........cooooiiiiii 1L

PCA

Peptone de cas€ine............ccoeeveiiniinininienn. 5049
Extraitde levure .............ooooiiiiiiiiiiiii, 2,509
GIUCOSE. - e 109¢
AGAN . 159
PH oo 7,0



Annexe

Table de Student (Goupy, 1999 et Ozil 1997)

Unilatéral 0.01 0.05 0.025 0.01 0.005
Bilatéral 0.20 0.10 0.05 0.02 0.01
1 3,08 6,31 12,7 31,8 63,7
2 1,89 2,92 4,30 6,97 9.92
J 1,64 235 3,18 4,54 5,84
4 1,53 2,13 2,78 3,75 4,60
5 1.48 2,02 2,57 337 4,03
6 1,44 1,94 2,45 3,14 a1
7 1,42 1,90 2,37 3,00 3,50
8 1,40 1,86 2,31 2,90 3,36
9 1,38 1,83 2,26 2,82 3,25
10 1,37 1,81 223 2,76 3,17
11 1,36 1,80 2,20 202 3,10
12 1,36 1,78 2,18 2,68 3,06
13 1,35 1,71 2,16 2,65 3,01
14 1,35 1,76 2,15 2,62 2,98
15 1,34 1,75 2,13 2,60 2.95
16 1,34 1,15 212 2,58 292
17 1,33 1,74 2,11 2,97 2,90
18 1,33 1,73 2,10 LD 2,88
19 1,33 1,73 2,09 2,54 2,86
20 1,33 1,73 2,09 2,53 2,85
21 1,32 1,72 2,08 2,94 2,83
22 1,32 1,72 2,07 2,51 2,82
23 1.32 1,71 2,07 2,50 2,81
24 1,32 1,71 2,06 2,49 2,80
25 1,32 1,71 2,06 2,49 2,19
26 1,32 1,71 2,06 2,48 2,78
27 1,31 1,70 2,05 2,47 217
28 1,31 1,70 2,05 2,47 2,76
29 1,31 1,70 2,05 2,46 2,76
30 1,31 1,70 2,04 2,46 2,15
40 1,30 1,68 2,02 2,42 2,70
© 1,28 1,65 1,96 2,55 2,58




Annexe AV
Table de Fisher (Goupy, 1991 et Ozil, 1997)
Valeurs des 95 niemes centiles (niveaux 0.05)
F0.95 pour la distribution F

vi |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 |12 {15 |20 (24 |30 |o0
-
Vid
1 161 1200 [ 216 | 225 [ 230 | 234 | 237 [ 239 |241 | 242 | 244 | 246 | 248 | 249 | 250 | 254
2 1851190 | 192192 ] 193 [ 193 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 195 | 194 | 195
3 10.1 | 9.55 | 9.28 | 9.12 | 9.01 | 8.94 | 8.89 | 8.85 | 8.81 | 8.79 | 8.74 | 8.7 | 8.66 | 8.64 | 8.62 | 8.53
4 771 | 694 | 659 | 639 | 6.26 | 6.16 | 6.09 | 6.04 | 6.0 | 5.96 | 5.91 | 5.86 | 5.80 | 5.77 | 5.75 | 5.63
5 661|579 | 541 | 5.19 | 505 | 495 | 4.88 | 4.82 | 4.77 | 4.74 | 4.68 | 4.62 | 4.56 | 4.53 | 450 | 4.37
6 599 | 5.14 | 476 | 453 | 439 | 4.28 | 4.21 | 4.15 | 4.10 | 4.06 | 4.00 | 3.94 | 3.87 | 3.84 | 3.81 | 3.67
7 559 | 474 | 435 | 4.12 | 3.97 | 3.87 | 3.79 | 3.73 | 3.68 | 3.64 | 3.57 | 3.51 | 3.44 | 3.41 | 3.38 | 3.23
8 532|446 | 407 | 3.84 | 3.69 | 3.58 | 3.50 | 344 | 3.39 | 3.35 | 3.28 | 3.22 | 3.15 | 3.12 | 3.08 | 2.93
9 512 426|386 | 3.63 | 348 |337|329]323|3.18]3.14|3.07|3.01 [ 294 | 2.90 | 2.86 | 2.7
10 | 496|410 371348333 (322(3.14{3.07[3.02 (298291285277 |274|270|254
11 | 484]398359336]320]3.09]|301]295]290 285 279|272 265|261 |257|240
12 | 475|389 349326 |3.11]3.00]|291|285 |28 |275(2.69|262 254251247230
13 | 467|381 |341]3.18|3.03]292]283|277 (271 267|260 253|246 |242 238221
14 | 460|374 (334311296 |285|276|27 |265]|260|253|246 239235231213
15 | 454 |3.68)329]3.06|290|279 (271|264 259 254|248 |240|233]229]|225]|207
16 | 449 |3.63 324301 |285|274|266]|259|2.54 249|242 (235|228|224|219]201
17 | 445]359]320296 | 281|270 | 261255249 | 245|238 |231|223)|219|215]19%
18 | 441]355|3.16293 277 | 266|258 (251|246 (241 (234|227 219215211192
19 | 438352313290 |274|263|254|284|242 238231 223216211207 188
20 [435]349(3.10|287 271|260 251 |245]|239|235]228|220 212208204184
21 | 432347307 284|268 |257|249 |242(237|232]225218|210]205 201|181
22 | 430344305282 266255246 |240|234]230223]215]207 203198178
23 | 428|342]3.03]280 264253244 |237232]227]220]213|205]|201 )19 |176
24 | 426|340 3.01 (278|262 (251|242 (236230225218 211 |203| 198|194 173
25 (424339299276 | 2.60 | 249 | 240 | 234 | 2.28 | 2.24 | 2.16 | 2.09 | 2.01 | 1.96 | 1.92 | 1.71
26 |423]337]298 (274|259 247239232227 222(215{207|199|195(19 | 169
27 | 421]335(296|273|257 (246|237 (23122522 |213]206| 197|193 | 188|167
28 [420]334(295|271 {256 |245|236 (229|224 219212204 | 196 | 191 | 1.87 | 1.65
29 |4.18]333]293]270|255|243|235(228)222]218(210|203|194]|190 185164
30 [4.17332(292{269 (253 (242(233(227 221216209201 193|189 184|162
40 | 408323284261 (245234225218 212208200192 184|179 174151
60 [4.00|3.15|276| 253|237 225|217 [2.10|2.04 | 1.99 | 1.92 | 1.84 | 1.75 | 1.70 | 1.65 | 1.39
120 |3.92(3.07|268 245229218 209|202 (196|191 183175166 | 161|155 125
o |384]300]260(237 (221210201 194|188 | 183|175 | 1.67|1.57| 152|146 |10

vi degrés de liberté au numérateur

v2 degrés de liberté au dénominateur




Résumé

L’optimisation de la production des métabolites bioactifs d’une souche d’actinobactérie
isolée d’un sol saharien (Sebkha) dans la région de Bechar a été étudiée. Sur la base des
caractéristiques morphologiques, la souche D2 a été rattachée au genre Streptomyces. L’évaluation
des propriétés antimicrobiennes de 1’isolat D2, cultivé sur milieu Gausse, vis-a- vis de bactéries a
Gram positif et négatif et une levure pathogéne, par la méthode des puits a montré des activités a
large spectre. L’étude des cinétiques de croissance et de production des substances inhibitrices a
révélé que la croissance et la production maximale de la souche D2 sont respectivement au
deuxieme et au huitiéme jour d’incubation. Le plan de Plackett et Burman suivi du plan
factoriel complet ont été utilisé afin d’optimiser la production de molécules bioactives par
la souche D2 vis-a-vis de Listeria innocua. Les résultats obtenus montrent que les facteurs
influengant I’activité antibactérienne sont le pH, la concentration en amidon et le temps
d’incubation. L’activité optimale délimitée par ce modele et retenu pour des raisons
économiques, est de 32 mm pour un temps d’incubation de 5 jours, un pH de 8.04 et une
concentration en amidon de 6 g/L.

Mots-clés : Optimisation, Actinobactérie, Streptomyces, Plan Plackett et Burman,
Molécules bioactives, Plan composite centré, Méthodologie de la surface de réponse.
Abstract

The optimization of bioactives metabolites production from actinobacteria strain
isolated from Saharan soil (Sebkha) situated in Bechar region, was studied. On the basis of
the morphological characteristics, strain D2 was attached to the genus Streptomyces. The
evaluation of the antimicrobial properties of the D2 isolate against gram-positive and
negative bacteria and pathogenic yeast by the well method, showed broad spectrum
activities. The study of the growth kinetic and the inhibiting substances production,
revealed that the growth and maximum production of the D2 strain occurred on the second
and the eighth incubation day, respectively. The Plackett and Burman and the central
composite design were used to optimize the production of bioactive molecules produced by
D2 strain against Listeria innocua.The obtained results showed that the factors influencing
antibacterial activity are pH, starch concentration and incubation time. The optimum
activity delimited by this model, for economic reasons, is 32 mm for an incubation time of
5 days, a pH of 8.04 and a starch concentration of 6 g/ I.
Keywords : Optimization, Actinobacteria, Streptomyces, Plan Plackett and Burman,
Bioactive compound, Central Composite design, Response surface methodology.



