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Depuis les temps les plus reculés, l'Homme a utilisé des micro-organismes pour

préparer des boissons, des aliments. Bien que l'existence de ceux-ci n'ait été reconnue et

étudiée qu’au XIXe siècle. Au siècle dernier, les micro-organismes, à mesure de leur

découverte menaçant la santé, l’alimentation et les biens de l’Homme. Avec le progrès des

connaissances, il paraît que les micro-organismes peuvent aider l'homme en agriculture, dans

l'environnement et dans les industries.

Des réalisations telles que la biosynthèse de substances d’intérêt thérapeutique (les

antibiotiques...) ou des vaccins antiviraux, révolutionnent certains traitements en médecine.

Parmi ses microorganismes, les bactéries de la famille des actinomycètes semblent être

d’excellents candidats pour la production de substances à propriétés intéressantes. Ces

bactéries forment le groupe de procaryote le plus important dans la nature (Lacey, 1997).Le

genre Streptomyces secrète plus de 80% (cité par boughachich et al 2005). Ces bactéries sont

aussi utilisées dans de nombreux processus biotechnologiques pour la production de diverses

molécules bioactives (Boudjella, 2007).

L'exploration des écosystèmes à conditions extrêmes (température, pH, aération ou stress

osmotique) favorise la découverte d'actinomycètes pouvant, éventuellement, avoir un

potentiel d'activité antibactérienne et/ou antifongique important (Willams et cross, 1971). En

outre, des efforts continus sont déployés pour la diminution de son coût de production par

l'optimisation des milieux de culture.

La production de métabolites secondaires est influencée par divers facteurs

environnementaux, y compris les éléments nutritifs (azote, phosphore et source de carbone),

le taux de croissance et les conditions variables (approvisionnement en oxygène, la

température, la lumière et le pH) (Augustine et al., 2004 ; Lin et al., 2010 ; Ruiz et al., 2010).

Toutefois, des études d’optimisation doivent être réalisées afin d’améliorer cette production,

ceci en déterminant les conditions physiologiques et nutritionnelles amenant à une production

maximale (Singh et al., 2009 et Vijayakuma et al., 2010).

La conception statistique expérimentale est la méthode la plus efficace pour déterminer

les valeurs optimales des facteurs opératoires (Niladevi et al., 2009). C’est dans ce contexte

que s’inscrit notre étude.



Nous nous sommes fixés pour objectif l’optimisation de la production d’antibiotiques

par deux souches d’actinomycètes appartenant au genre Streptomyces, par la modélisation en

utilisant la méthodologie des plans d’expériences.

Nous avons adopté l’approche méthodologique suivante :

La première partie est bibliographique et concerne certaines généralités sur les

actinomycètes et leur systématique. Des notions fondamentales relatives aux plans

d’expériences seront présentées ainsi que la stratégie expérimentale pour obtenir un modèle

linéaire avec interactions.

La deuxième partie est expérimentale et concerne :

Dans un premier temps, nous avons suivit la croissance des deux souches S10 et S19 sur

les différents milieux Minceur Eau de Mer (MEM) avec les différentes concentration

d’amidon, d’extrait de levure, du peptone et enfin du pH du milieu et une présélection des

deux souches étudiées sur les différents germes cibles par la méthode des cylindres d’agar.

Ensuite, une modélisation de l’activité antibiotique par le biais d’un plan factoriel complet

avec interactions est réalisée pour la détermination des conditions optimales des variables

choisies.
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I. Rétrospective sur les actinomycètes

I.1. Généralités sur les actinomycètes

Le nom Actinomycète dérive du grec actinon et mycètes qui signifie « champignon

rayonnant » (Gottlied, 1973). Ils ont été longtemps exclus de l’ensemble des bactéries et

confondus avec les champignons du fait de l’allure mycosique des maladies qu’ils provoquent

(Hirvonen et al., 1997 ; Gazenko et al., 1998) et aussi de leur morphologie, parfois

fungoïdes : filaments ramifiés, organe de sporulation….etc. (Becker et al., 1965 ; Reponen et

al.,1998).Ce problème est résolu et ce groupe de microorganismes est définitivement classé

parmi les bactéries (Becker et al., 1965 ; Lechevalier et Lechevalier, 1981). Les

actinomycètes n’ont pas de membrane nucléaire et possèdent des organites flagellaires,

ressemblant à ceux des bactéries. Ils sont sensibles au lysozyme et aux agents antibactériens

(Gottlieb, 1973)

Les actinomycètes sont des bactéries à Gram positif (Williams et al., 1993 ; Sanglier et

Trujillo, 1997) dont le coefficient de Chargaff (GC%) est supérieur à 55%, généralement

compris entre 60 et 75% (Ensign, 1978 ; Larpent et Sanglier, 1989 ; williams et al., 1993

Chun et al., 1997 ; Sanglier et Trujillo, 1997). Leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni

cellulose mais une glycoprotéine contenant de la lysine ou de l'acide diaminopimélique (DAP)

et leur cytologie est celle des bactéries (Lechevalier et Lechevalier, 1985 ; Mariat et Sebald,

1990). Le DAP peut être sous deux formes isomériques LL ou DL, il peut être parfois

remplacé par la lysine, l’ornithine ou le diaminobutirique (DAB) (Becker et al., 1965). En

plus du DAP ou la lysine, la paroi des actinomycètes peut contenir de la glycine (Lechevalier

et Lechevalier, 1970).

Les actinomycètes possèdent une structure des procaryotes, mais un cycle biologique

semblable à celui de certains champignons (Floyd et al., 1987 ; Sanglier et Trujillio, 1997).

Ce sont des bactéries dont la croissance donne lieu à des colonies circulaires (Eunice et

Prosser, 1983) constituées d’hyphes, c’est-à-dire de filaments qui irradient par croissance

centrifuge tout autour du germe qui leur a donné naissance (Gottlieb, 1973 ; Lechevalier et

Lechevalier, 1981 ; Eunice et Prosser, 1983). Elles tendent à croître lentement comme des

filaments ramifiés ayant un diamètre des hyphes plus petit que celui des champignons (0,5-1,0

μm de diamètre) (Gottlieb, 1973 ; Eunice et Prosser, 1983). Leur croissance est plus lente que 

celle des autres bactéries et leur temps de génération moyen est d’environ 2 à 3 heures (Ottow

et Glathe, 1968 ; Larpent et Sanglier, 1989).
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Les actinomycètes sont des microorganismes ubiquitaires que l’on rencontre sur tous

les substrats naturels courants : « air, fumier, composte, foins débris végétaux, sédiment

marins, sols pollués…etc. (Waksman, 1959 ; Porter, 1971 ; Lacey, 1973 ; Williams et al.,

1984).Ces microorganismes sont surtout présents dans la couche comprise entre la surface du

sol et jusqu’à 2 m de profondeur. Ils produisent des substances spécifiques telles que la

géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont responsable de l’odeur d’humus caractéristique

des sols (Omura, 1992 ; Zaitlin et al., 2003).

Les actinomycètes appartiennent au phylum des Actinobacteria, qui renferme une seule

classe Actinobacteria qui est subdivisée en 5 classes, 6 ordres, 4 sous ordres (dont 10

appartiennent à l’ordre des Actinomycetales), 44 familles et 163 genres (dont 139

appartiennent à l’ordre des Actinomycetales) (Bergey’s, 2012).

I.2. Importance des actinomycètes

Les actinomycètes forment un grand groupe de procaryote, le plus important dans la

nature (Lacey, 1997) présentant de nombreux intérêts au niveau industriel, médical et

environnemental (Behal, 2003 ; Overbye et Barrett, 2005 ; Baltz, 2008).

Les actinomycètes sont particulièrement intéressants pour leur haute capacité à

produire de différents métabolites secondaires avec diverses structures chimiques (Valan

Arasu et al., 2008), il a été estimé qu’environ les deux tiers des antibiotiques naturel ont été

secrétés par les actinomycètes (Xue, 2009), et environ 75% à 80% de ces molécules est très

exploité sont produit par le genre Streptomyces (Solanki et al., 2008 ; Badji et al., 2009). Ce

genre est alors la source la plus importante d’antibiotiques (Okami et Hotta, 1988 ; Long et

Wildman, 1993 ; Sanchez, 1996 ; Hwang et al., 2001) et à partir de 1955, il devient et va

rester le grand fournisseur d’antibiotiques nouveaux (Hwang et al., 2001) bien que d’autres

structures nouvelles soient isolées des autres genres rares comme Actinomadura (Sanglier et

al., 1993). Le tableau I illustre quelques exemples d’antibiotiques produits par les

actinomycètes.
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Tableau I : Quelques exemples d’agents antibiotiques produits par les actinomycètes

Actinomycètes producteurs Antibiotiques Références

1/ Les agents antibactériens

Streptomyces griseus. Candicidine Jinenez et al., 2009

Streptomyces lydicus. Streptolydigine Liu et al., 2007

Streptomyces lindensis. Rétamycine Inoue et al., 2007

Marinispora sp. Marinomycine Sturdikovà et Sturdik, 2009

Verrucosispora sp. Abyssomycine Sturdikovà et Sturdik, 2009

2/ Les agents antifongiques

Streptomuces

griseochromogenes

Blasticidine Fukunaga et al., 2008

Nocardia transvalensis Transvalencine Mukai et al., 2006

En ce qui concerne l’activité antifongique des actinomycètes, elle ne se limite pas

seulement aux champignons filamenteux mais s’étend aux levures et aux dermatophytes.

A titre d’exemple, la souche Streptomyces mutabilis présente une activité anticandidale envers

Candida albicans (Sanasam et Ningthoujam, 2010), et la souche Streptomyces rochei présente

une activité anti dermatophytique vis-à-vis du dermatophyte Trichophytum rubrum

(Lakshmipathy et Krishnan, 2009).

Les actinomycètes sont aussi une source de substances antitumorales (actinomycine,

adriamycine, rebeccamycine, mitomycine et dannomycine), insecticides (mikkomycine),

pesticide (antimycine A), herbicides (phinotricine) et de substances ayant des activités

immunosuppressives et immunostimulantes (la rapamycine) (Chun et al., 1997; Sanglier et

Trujillo, 1997; Moor et al., 1999; Petrosyan et al., 2003)
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Les enzymes viennent en seconde place après les antibiotiques (Lops et al., 1999),

comme les protéases, les lipases, les cellulases, les amylases, les pectinases et les xylanases

(Vonothini et al., 2008 ; Syed et al., 2009). Les actinomycètes ont également un rôle

écologique, 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.

II. Aantibiotiques

Un antibiotique est tout composé microbien, qui même à de très faibles concentrations,

inhibe ou tue certains microorganismes .On l’emploie maintenant dans un sens plus large pour

inclure en outre toute substance synthétique ou semi-synthétique dotée de ces propriétés

(Singleton, 1994).

La streptomycine fut isolée à partir de Streptomyces griseus en 1943, le

chloramphénicol à partir de Streptomyces venezualae en 1947, la chlortétracycline à partir de

Streptomyces aureofaciens en 1948, l’érythromycine à partir de Streptomyces erythreus en

1952. (Slee et al., 1987; Swaney et al., 1989).

II.1. Influence des sources nutritionnelles sur la production d’antibiotiques

La nature et la concentration de certains composants du milieu de culture ont un effet

remarquable sur la production des métabolites secondaires biologiquement actifs, entre autre

chez les actinomycètes. Parmi les sources nutritionnelles, les sources de carbone, d’azote et de

phosphate affectent fortement cette production. L’épuisement de ces sources pourrait

déclencher l’initiation de la synthèse d’antibiotique en permettant de lever la régulation

négative exercée par ces nutriments (Strub, 2008).

II.1.1. Source de carbone

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

source de carbone complexe, plus difficilement métabolisable comme les disaccharides

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

(fructose, galactose et lactose) (Basak et Majumdar, 1973) ou les huiles (méthyloléate, huile

de soja) (Park et al., 1994), que sur une source de carbone rapidement assimilable telle que

le glucose ou le glycérol.

Chez beaucoup de microorganismes, le glucose provoque une répression de la

formation de plusieurs antibiotiques amino-glycosidiques produits par les actinomycètes
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(streptomycine, kanamycine, istamycine et néomycine) par une répression des enzymes de

biosynthèse (Demain, 1989 ; Piepersberg et Distler, 1997).

Chez certains microorganismes, l'effet inhibiteur du glucose sur la production des

métabolites est dû à l’acidification suite à l'accumulation des acides organiques (Solé et al .,

2000).

II. 1.2. Source d’azote

Les sources les plus favorables à la production de métabolites secondaires sont les

acides aminés et les sources complexes d’azote qui supportent une croissance lente et une

assimilation progressive de l’azote. Cependant, le choix de certains acides aminés comme

source d’azote peut aussi entraîner une forte diminution de la production de métabolites

secondaires surtout lorsqu’ils sont ajoutés en excès (Castro et al., 1985 ; Untrau et al., 1994 ;

Lounès et al., 1995). Cet effet négatif de certains acides aminés sur la production

d’antibiotique peut être attribué à l’ammonium produit par leur catabolisme (Untrau et al.,

1994 ; Lounès et al., 1995). En effet, dans de nombreux cas, la formation des précurseurs est

inhibée par l’ammonium (Omura et al., 1984 ; Tanaka et al., 1986).

II.2. Influence des conditions de culture

Les facteurs physico-chimiques comme le pH, la température, l’agitation et le temps

d’incubation affectent la biosynthèse des métabolites secondaires.

Depuis longtemps, l’influence du pH sur la production de plusieurs métabolites

organiques du métabolisme secondaire a été démontrée. En effet, la production d’un

antifongique par la souche S.rochei AK39 peut être stimulée ou inhibée par des variations de

pH (Augustine et al., 2005).

Concernant l’effet de la température, Doull et collaborateurs (1993) ont montré qu’un

choc thermique d’une heure induit la production de jadomycine B chez S. venezualae.
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III. plans d’expériences

III.1. Définition d’un plan d’expériences

Un plan d’expériences est une stratégie optimale permettant de prédire avec le

maximum de précision une réponse à partir d’un nombre minimal d’essais et en utilisant un

modèle postulé (Ozil, 1997).

III.2. Objectifs d’un plan d’expériences

Un plan d’experiences sert à :

 Optimiser l’organisation des essais tout en diminuant le nombre d’essais.

 Donner une meilleure précision des résultats.

 Déduire les paramètres influençant.

 Evaluer les effets des interactions entre les paramètres.

 Modéliser les résultats expérimentaux. (Goupy, 1999 ; Antony, 2003).

III.3. Quelques nomenclatures

III.3.1. Un facteur : c’est la variable étudiée ; sensée influer sur les variations de la réponse,

il peut varier entre une borne inferieure que l’on note souvent par -1 « niveau bas » et une

borne supérieure que l’on note par +1 « niveau haut ». Ce facteur peut prendre plusieurs

niveaux à l’intérieur de son domaine de variation, il est noté par la lettre x accompagné

d’indice indiquant le nom du facteur (Goupy, 1999 ; Goupy, 2005).

Exemple : x1 c’est le facteur 1

III.3.2. Domaine de variation : c’est l’ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le

facteur entre le niveau bas et le niveau haut. On l’appel aussi domaine du facteur (figure1).

Figure 1: Domaine de variation du facteur (Goupy, 1999)

III.3.3. Domaine d’étude : c’est l’ensemble des domaines de variation de chaque facteur, il

est la partie de l’espace experimental retenu pour faire ces essais (Goupy, 1999).
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III.3.4. Réponse (grandeur étudiée) : c’est les grandeures qui interessent l’experimentateur

et qui sont mesurées à chaque experience (Goupy, 1999 et Goupy, 2005).

III.3.5. Variable centrée réduite : c’est une variable 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 




Tels que :
2

ZZ
Z

jminjmax0

j


 et

2

ZZ
ΔZ

jminjmax

j




jx est la variable centrée réduite correspondant à la variable naturelle jZ .

Le point de coordonnées (Z1
0, Z2

0, ..., Zk
0) est dénommé centre du plan ; jΔZ est l'unité

ou intervalle de variation suivant l'axe des Zj. minjZ et jmaxZ sont les niveaux inférieur et

supérieur des facteurs qui constituent les frontières du domaine d’étude (Ozil, 1997 ;

Ravikumar et al., 2005).

III.4. 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 et l’équation ou la

fonction qui décrit les variations du phénomène étudié en fonction des facteurs influents

(Ozil, 1997 ; Antony, 2003 ; Arkoub, 2013)

  



 


k

j

k

ju
ju

k

j
jjjjuujjj xbxxbxbby

1 1, 1

2
0

ˆ ………….

Où xj sont les coordonnées des facteurs Zj exprimés en variables centrées réduites, (j =1,...k).

ŷ est la réponse estimé (valeur prédite par le modèle) de y (valeur expérimentale). Chaque

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

iii εŷy  ……………………

On appelle les coefficients :

(1)

(3)
(2)

(4)

(5)
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b0 : Terme constant de l’équation de régression.

bj : Effets linéaires.

bu j : Effets d’interactions.

bj j : effets quadratiques.

III.5. Modèle polynomial de premier degré

III.5.1. Plan factoriel complet à deux niveaux 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. Le nombre d’expériences (N) à réaliser est fonction du nombre (k) de paramètres

(facteurs) : N = 2k (Benoit et al., 1994 ; Goupy, 1999 ; Antony, 2003).

III.5.2. Calcul des coefficients du modèle

La valeur de chaque coefficient est 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 :





N

1i
ijij y

N

1
b x , j= 0,1,….k

et celles des coefficients d'interaction par :

 



N

1i
iijuuj yxx

N

1
b         ,         j =1,…,k     ,  u = 1,…,k             j ≠ u 

 



N

1i
iifjuujf yxxx

N

1
b

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

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

du modèle signifie que la réponse augmente quand le facteur correspondant passe du niveau

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

(6)

(7)

(8)
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I. Matériel

I.1. Matériel analytique (voire annexe I)

I.2. Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés sont mentionnés dans l’annexe I.

I.3. Matériel biologique

I.3.1. Microorganismes tests « Actinomycètes »

Deux souches d’actinomycètes appartenant à la collection du Laboratoire de

Microbiologie Appliquée (LMA) ont fait l’objet d’une modélisation des paramètres de

production d’antibiotique. Ces dernières ont été isolées par Mme BOUDRIES à partir d’un

échantillon d’eau polluées de la wilaya de Bejaia en Juillet 2010. Il s’agit des souches

dénommées S10 et S19 rattachées au genre Streptomyces.

I.3.2. Souches cibles

Afin de mettre en évidence l’activité antimicrobienne des deux souches étudiées, cinq

bactéries (4 à Gram positif et une à Gram négatif) et une levure sont testées. Les bactéries

cibles sont gracieusement offertes par l’Institut Pasteur d’Algérie, quant à la levure elle est

gracieusement offerte par l’université de Tiaret. L’ensemble des souches cibles utilisées est

mentionné dans le tableau II.

Tableau II : Liste des germes cibles utilisés

Germe cible Nom de l’espèce Choix

Gram positif Bacillus subtilis ATCC 6633 Faible génétiquement (marqueur le plus

sensible)

Listeria innocua CLIP 74915 Selon la disponibilité

SARM ATCC 43300 Résistance à la méthiciline

Staphylococcus aureus ATCC

25923

Pour sa pathogénécité

Gram négatif Escherichia coli ATCC 25922 Représentant des Gram négatif

Levure Candida albicans Pour sa pathogénécité
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II. Méthode

Avant d’entamer l’étude expérimentale, des repiquages sur le milieu Mincer Eau de Mer

(MEM) (dont la composition est donnée en Annexe I) des deux souches S10 et S19 ont été

réalisés. Ce milieu a été sélectionné pour la production des antibiotiques des deux souches

étudiées suite a une étude préalable effectuée au laboratoire qui la démontrait comme un

meilleur milieu de production. Les boites sont par la suite incubées à 28 °C pendant 8 jours

afin de vérifier la viabilité et la pureté des souches.

II.1. Modélisation de la production d’antibiotiques

Dans le but de déterminer les concentrations optimales en amidon, en extrait de levure

en peptone et le pH du milieu MEM permettant une meilleure production d’antimicrobiens

par les deux souches d’actinomycètes S10 et S19, une étude statistique expérimentale a été

réalisée, en utilisant la méthode de la planification des expériences. Un Plan Factoriel

Complet avec interactions est appliqué dans cette étude afin de déterminer l’influence de

chaque paramètre opératoire sur la réponse étudiée (activité antimicrobienne), d’une part et

pour évaluer les effets d’interactions de ces derniers, d’autre part. Les valeurs extrêmes

choisies pour les concentrations de la source de carbone, d’azote et le pH sont résumées dans

le tableau III.

Tableau III : Valeurs extrêmes des paramètres opératoires étudiés

Paramètres opératoires Notation
Niveau

minimal
le centre

Niveau

maximal

La concentration en amidon (g/l) Z1 6 10 14

La concentration en extrait de

levure (g/l)
Z2 3 4 5

La concentration en peptone (g /l) Z3 1,25 2 2,75

Le pH de la solution Z4 5 7 9

Seize milieux MEM (numérotés de 1 à 16) de composition variée sont préparés selon la

matrice des expériences donnée par le plan factoriel complet aux quelles s’ajoutent trois essais

réalisés au centre du domaine pour la modélisation du milieu MEM (tableau V).
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Le pH du milieu a été ajusté avec l’acide chlorhydrique à 1N et avec une base de

chlorure de sodium à 1M à l’aide d’un pH-mètre. Les deux souches S10 et S19 sont

ensemencées sur chacun des milieux et l’incubation des boites est effectuée à 28 °C pendant 8

jours.

Tableau IV : Composition et pH des milieux MEM préparés

MEM Amidon

(g /l)

Extrait de levure

(g /l)

Peptone

(g/l)

pH

Z1 Z2 Z3 Z4

01 6 3 1,25 5

02 14 3 1,25 5

0 3 6 5 1,25 5

04 14 5 1,25 5

05 6 3 2,75 5

06 14 3 2,75 5

07 6 5 2,75 5

08 14 5 2,75 5

09 6 3 1,25 9

10 14 3 1,25 9

11 6 5 1,25 9

12 14 5 1,25 9

13 6 3 2,75 9

14 14 3 2,75 9

15 6 5 2,75 9

16 14 5 2,75 9

17 10 4 2 7

18 10 4 2 7

19 10 4 2 7

II.2. Test des cylindres d’agar

L’activité antimicrobienne des souches d’actinomycètes est évaluée par la méthode des

cylindres d’agar. La charge de l’inoculum utilisé est de 107 UFC/ml (Billerbeck et al., 2002).
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Après 8 jours d’incubation à 28 °C des souches S10 et S19 sur les milieux MEM, des

cylindres d’agar de 6 mm de diamètre sont découpés stérilement avec un emporte pièce, puis

déposés à la surface d’un milieu Muller-Hinton préalablement ensemencé (par

écouvillonnage) avec les germes cibles. Les boites de Petrie portant les cylindres d’agar sont

mises à 4 °C pendant 2 heures pour permettre la diffusion des substances actives

éventuellement produites, puis incubées à 37 °C pendant 24 heures. La lecture est effectuée

par mesure du diamètre des zones d’inhibitions (en mm) autour des cylindres (le diamètre du

cylindre étant pris en compte) à l’aide d’un pied à coulisse.

II.3. La matrice des expériences

Le plan factoriel admet que la réponse est linéaire quand un facteur passe d’un niveau

minimal à un niveau maximal symbolisé par les signes (-1, +1) et définissant la valeur basse

et haute de chaque facteur respectivement. Ainsi les facteurs choisis ont été analysés à trois

niveaux : la concentration minimale, la moyenne et la maximale ce qui donne respectivement

-1, 0, +1 (Goupy, 1999). La concentration en amidon a été fixée au centre du domaine à 10

g/l, celle de l’extrait de levure à 4 g /l, le peptone à 2 g/l et pH à 7. Un total de 16 expériences

a été livré par ce modèle avec un dix-septième au centre du domaine comme le montre le

tableau V ci-dessous :

Tableau V : Matrice donnée par le plan factoriel complet pour l’optimisation du milieu MEM

Milieux

MEM

x1 x2 x3 x4

1 -1 -1 -1 -1

2 +1 -1 -1 -1

3 -1 +1 -1 -1

4 +1 +1 -1 -1

5 -1 -1 +1 -1

6 +1 -1 +1 -1

7 -1 +1 +1 -1

8 +1 +1 +1 -1

9 -1 -1 -1 +1

10 +1 -1 -1 +1

11 -1 +1 -1 +1
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12 +1 +1 -1 +1

16 -1 -1 +1 +1

14 +1 -1 +1 +1

15 -1 +1 +1 +1

16 +1 +1 +1 +1

17 0 0 0 0

x1 : amidon, x2 : extrait de levure, x3 : Peptone x4 : pH

Le modèle mathématique postulé est un modéle à 16 coefficients, il s’écrit sous la forme

suivante :

43211234432234431134421124321123

433442243223411431132112443322110

xxxxbxxxbxxxbxxxbxxxb

xxbxxbxxbxxbxxbxxbxbxbxbxbbŷ





4321 xetx,x,x sont des variables sans dimensions correspondant respectivement à Z1, Z2, Z3 et

Z4.

(9)
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Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Mycologie de l’université A. Mira de

Bejaia, de la période allant du 02/2014 au 03/2014, sous la direction de Mme BOUDRIES et

Mme ARKOUB.

Dans cette partie, les résultats de l’influence des différents paramètres de cultures des

deux souches d’actinomycètes (S10 et S19) pour la production d’antimicrobiens seront

présentés. Nous allons également décrire les étapes de l’élaboration du modèle

mathématique décrivant les variations de l’activité antimicrobienne en fonction des

conditions opératoires par le biais d’un plan factoriel complet avec interactions.

I. Macromorphologie

Au bout du 8éme jours d’incubation à 28°C, des boites de Pétri ensemencées avec les

deux souches S10 et S19 sur les 17 milieux MEM. La souche S10 a présenté une bonne

croissance ainsi qu’une bonne sporulation sur 14 milieux MEM (1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 13,

14, 15, 16 et 17). Tandis qu’une lente croissance de cette souche est notée sur le milieu

MEM8. Cependant, aucune croissance n’est observée sur les milieux MEM7 et MEM12. Quant

à la souche S19, elle a présenté une bonne croissance sur tous les milieux.

Les tableaux VI, VII donnés en annexe II, illustrent l’aspect macromorphologique de la

croissance des souches S10 et S19 respectivement ; sur les différents milieux MEM ; au 8éme

jour à 28 °C. D’après ces observations, la variation de la concentration des composés du

milieu MEM s’avère influencer la croissance des deux souches étudiées .

II. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne des deux souches étudiées

L’activité antimicrobienne est mise en évidence par la technique des cylindres d’agar.

Ce test est réalisé sur le milieu Mueller-Hinton vis-à-vis de cultures fraiche des germes

cibles : Bacillus subtilis ATCC 6633, Lesteria innocua CLIP 74915, SARM ATCC 43300,

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 et Candida albicans.

Après 24 h d’incubation des bactéries à 37 °C et 48h pour la levure à la même température,

le diamètre de la zone d’inhibition est mesuré autour des cylindres des 17 milieux pour les

deux isolats S10 et S19.

 La souche S10

La souche S10 a présenté une activité antibactérienne vis-à-vis de : SARM sur le milieu

MEM3 et MEM15 avec un diamètre de la zone d’inhibition de (9,66 et 13,68 mm)
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respectivement, Listeria innocua, sur le milieu MEM2 et MEM4 avec des zones de (9,59 et

10,39 mm) respectivement et de Bacillus subtilis sur le MEM4 dont le diamètre est de (8,35

mm). Cette souche s’est révélée inactive sur Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Quand à l’activité antifongique à l’égard de Candida albicans, elle est décelée sur tous les

milieux (sauf le MEM7 et le MEM12 car ils n’ont pas marqué de croissance) ainsi que sur le

milieu MEM3, la plus importante zone d’inhibition été marquée sur le milieu MEM11 avec une

zone d’inhibition de 25,42 mm.


La souche S19

Son activité est notée vis-à-vis de : SARM avec les milieux MEM13, MEM14, MEM16

dont les diamètres des zones d’inhibitions sont de 12,28, 9,02 et 9,81 mm respectivement ,de

Staphylococcus aureus avec les milieux MEM12 et MEM14 avec des zones de 13,38 et 8,91

mm et enfin une activité antifongique à l’égard de Candia albicans sur les milieux MEM7,

MEM8, MEM9, MEM10 MEM11 MEM12 avec des diamètres de zones d’inhibitions de 7,83,

11,74, 20,48, 9,10, 10,57 et 9,53 mm respectivement. Cependant aucune activité n’est

observée sur Escherichia coli, Bacillus subtilis et listeria innocua. Ces résultats restent

insuffisants pour la modélisation donc l’activité de cette souche ne peut pas être modélisée.

Ces résultats montrent que les conditions optimales pour la production des antibiotiques

ne sont pas forcement identiques à celles permettant une bonne croissance. Les résultats du

test d’activités des souches S10 et S19 vis-à-vis des germes cibles sont représentés dans les

figures 2 et 3 ci-dessous.
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Figure 2 : Activité antimicrobienne de la souche S10 à l’égard des germes cibles sur les 17

milieux MEM

Figure 3 : Activité antimicrobienne de la souche S19 à l’égard des germes cibles sur les 17

milieux MEM.
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D’après les résultats obtenus, l’activité de la souche S10 s’avère insuffisante sur les

bactéries pour la modélisation. Toutefois l’activité contre la levure Candida albicans est

suffisante pour construire le modèle décrivant ces variations en fonction des différents

paramètres opératoires considérés.

Les résultats du test des cylindres d’agar sur Candida albicans pour la s10 sont illustrés

dans la figure 4.

III. Modélisation de l’activité antifongique de la souche S10 par un plan

factoriel complet avec interactions

Les paramètres opératoires (Z1, Z2, Z3 et Z4) considérés pour la modélisation de

l’activité de la souche S10 à l’égard de Candida albicans sont respectivement : la

Figure 4 : Photographies des résultats du test d’antagonisme de la souche S10 vis-à-

vis de Candida albicans

MEM11

MEM1

MEM17

MEM15

MEM2

MEM5

MEM4

MEM : Mincer Eau de Mer
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concentration en amidon, la concentration en extrait de levure, la concentration en peptone et

le pH du milieu, dont leurs valeurs sont fixées à celles indiquées sur le tableau VIII.

Tableau VIII : Valeurs extrêmes des paramètres opératoires étudiés

Les résultats de l’activité de la souche S10 à l’égard de Candida albicans sur les 16

milieux MEM avec des concentrations variables de source de carbone, d’azote et de pH où les

valeurs des variables naturelles Zj codées par xj des différents paramètres opératoires ainsi que

l’activité obtenue pour chaque essai sont regroupés dans le tableau X représentant la matrice

des expériences. Le diamètre de la zone d’inhibition (y) est la moyenne des trois zones

obtenues à partir des trois disques déposés sur le même germe cible.

Dans notre cas le nombre N de combinaisons possibles des quatre facteurs (k) sur deux

niveaux est égal à 2k =16.

Tableau IX : Matrice d’expériences pour k = 4et N=16

Milieux

MEM

Z1

(g/l)

Z2

(g/l)

Z3

(g/l)

Z4

x0

x1 x2 x3 x4

y

(mm)

01 6 3 1,25 5 +1 -1 -1 -1 -1 13,95

02 14 3 1,25 5 +1 +1 -1 -1 -1 17,64

03 6 5 1,25 5 +1 -1 +1 -1 -1 0

Paramètres opératoires Notation
Niveau

minimal

Niveau

maximal

La concentration en amidon (g/l) Z1 6 14

La concentration en extrait de

levure (g/l)
Z2 3 5

La concentration en peptone (g /l) Z3 1,25 2,75

Le pH du milieu Z4 5 9
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04 14 5 1,25 5 +1 +1 +1 -1 -1 17,53

05 6 3 2,75 5 +1 -1 -1 +1 -1 19,51

06 14 3 275 5 +1 +1 -1 +1 -1 12,06

07 6 5 2,75 5 +1 -1 +1 +1 -1 0

08 14 5 2,75 5 +1 +1 +1 +1 -1 16,83

09 6 3 1,25 9 +1 -1 -1 -1 +1 12,56

10 14 3 1,25 9 +1 +1 -1 -1 +1 9,02

11 6 5 1,25 9 +1 -1 +1 -1 +1 25,42

12 14 5 1,25 9 +1 +1 +1 -1 +1 0

13 6 3 2,75 9 +1 -1 -1 +1 +1 20,88

14 14 3 2,75 9 +1 +1 -1 +1 +1 14,45

15 6 5 2,75 9 +1 -1 +1 +1 +1 18,16

16 14 5 2,75 9 +1 +1 +1 +1 +1 9,23

x0 : variable fictive, x1 : Amidon, x2 : Extrait de levure, x3 : Peptone et x4 : pH

La moyenne des zones d’inhibitions (réponses) des 16 milieux est y 12,95 mm.

Le nombre (n0) d’expériences au centre du domaine expérimental ([Amidon] = 10 g/l,

[Extrait de levure] = 4 g/l, [Peptone] = 2 g/l et pH = 7) sont au nombre de 3, les diamètres des

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

Tableau X : Valeurs des zones d’inhibition au centre du domaine d’étude

n0 1 2 3

y0 (mm) 13,10 13,50 13,18

La moyenne des zones d’inhibition au centre du domaine est : 0y 13,26 mm.
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III.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 divisé par le nombre d’essais N. Les valeurs de

ces coefficients sont regroupées dans le tableau XI.

Tableau XI : Valeurs des coefficients de régression

Terme constant Effets linéaires

b0 b1 b2 b3 b4

12,95 -0,86 -2,06 0,94 0,76

Effets d’interactions

b12 b13 b14 b23 b24 b34 b123 b124 b134 b234 b1234

0,86 0,11 -4,68 -0,78 1,54 1,03 1,86 -3,91 1,59 -0,69 0,56

III.2. Analyse statistique de l’équation de régression

Après avoir trouvé les coefficients du modèle, on procède à l’analyse statistique des

résultats.

III.2.1. Vérification de la signification des coefficients par le test de Student

L’intérêt de ce test est 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 antifongique est négligeable (Katarou, 1974 ; Sadou et Sadou,

1991 ; Benoit et al, 1994 ; Goupy, 2001 ). La procédure de calcul consiste à déterminer :

 La variance de reproductibilité : elle est estimée par celle calculée au centre du

domaine expérimental et qui est donnée par la relation suivante :
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iy : Valeur du diamètre de la zone d’inhibition de l’essai i au centre

0y : Moyenne des 3 essais au centre ;

On aura alors :

 le rapport tj : 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 : bjS est l’écart quadratique moyen défini par :
N

S
S

rep

bj  =

Les résultats des calculs effectués, sont ressemblés dans le tableau XII ci-dessous :

Tableau XII : Valeurs de tj

Terme constant Effets linéaires

t0 t1 t2 t3 t4

244.78 16,20 38,86 17,72 14,41

En utilisant la table de Student relative à un test bilatéral (Annexe IV), on lit 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 du tableau précédent, on remarque que la valeur de t13 (2,08) est

inferieure à la valeur tabulée (4,3), alors le coefficient correspondant (x13) n'est pas significatif

et il sera donc éliminé de l'équation de régression.

Effets d’interactions

t12 t13 t14 t23 t24 t34 t123 t124 t134 t234 t1234

16,23 2,08 88,49 14,72 29,17 19,42 35,22 73,82 30,05 13,11 10,56


2

repS 0,0448

0y = 13,26 mm

0,053

(11)
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III.2.2. Test de validation de l’équation de régression

a. Recherche du biais

Avant d’accepter le modèle postulé, nous devons vérifier l’absence du biais. Pour cela,

on calcul la variance résiduelle qui sera comparée à la variance de reproductibilité par le test

de Fisher Snedecor qui permet de conclure (ou non) à l’égalité de ces deux variances

(équation 12).

2

rep

2

rés

S

S
F 

La variance résiduelle est donnée par la relation :
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iŷ : Valeur du diamètre de la zone d’inhibition pour chaque milieu donné par le modèle.

Pour N =16 et  = 15 (  est le nombre de coefficients significatifs),

Ce qui donne

En utilisant la table de Fisher (Annexe IV) on a la valeur tabulée du test de Fisher pour

F 0,95 (N- l, n0-1) = F 0,95(1, 2) égale à 18,5 ; comme cette valeur est supérieure à celle calculée

F0,95 (3,511), alors le modèle est sans biais. Ce qui signifie que tous les paramètres influençant

la réponse sont pris en considération par le modèle.

b. Test de signification de la régression

Le modèle étant sans biais, nous pouvons donc effectuer le test de Fisher pour la signification

de la régression par la relation suivante :
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La valeur tabulée du test Fisher pour F0.95 ( 1 , N-  ) = F0,95 (14, 1) est entre 244 et

246, comme Fcal >Ftab alors le modèle est valide à 95%.

L’équation du modèle s’écrit comme suit :

4321432431421321

43423241214321

56,069,059,191,386,1

03,154,178,068,486,076,094,006.286,095,12ŷ

xxxxxxxxxxxxxxxx

xxxxxxxxxxxxxx





c. Validation du modèle par le point au centre

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

ŷ (0, 0, 0, 0) = 12,95 mm à la moyenne des expériences au centre, soit 0y = 13,26 mm.

Comme l’erreur relative entre ces deux valeurs est de 2,39 % qui est inférieure à 5 %,

on conclu que le modèle linaire choisi est valide.

d. calcul du coefficient de détermination

Appelé aussi coefficient de corrélation, il est défini par :

totalevariation

régressionlaàduevariation
R²  ;
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Lorsque l’échantillon est d’étendue assez faible, il est nécessaire d’apporter une

correction pour l’erreur systématique. L’estimation de la force de la liaison par le coefficient

de corrélation multiple est d’autant plus exagérée que le nombre de degrés de liberté de

l’échantillon f = N-  est plus petit. La formule de correction est :

 









N

1
R²1R²R

2

Où 2R est la valeur corrigée du coefficient de régression multiple (Adjabi, 2003 ; Antony,

2003).

La valeur du coefficient de détermination R2 égal à 1,00.

(14)

(15)
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La valeur corrigée du coefficient de régression multiple 2R égal à 1.

Les valeurs obtenues nous permettent de conclure que le modèle choisi est adéquat.

IV. Etude des effets linéaires et d’interactions des différents paramètres

IV.1. Effets linaires

D’après le modèle obtenu par l’application d’un plan factoriel complet avec

interactions, on remarque que les facteurs opératoires qui ont une influence positive sur

l’activité antifongique sont la concentration en peptone (x3) avec un effet de (+ 0,94) et le pH

(x4) avec un effet de (+0,76), le signe positif de ces derniers indique que leur augmentation

favorise l’accroissement de l’activité antifongique.

D’après les travaux de Usha, (2014), l’auteur a trouvé qu’une concentration en peptone

de 10 g/l permet d’avoir une très bonne production d’antibiotiques par Streptomyces

tritolerans DAS 165T , des résultats similaires ont été trouvé par Oskay, (2011) pour la souche

Streptomyces sp KGG32 et aussi par Usha, (2012) pour la souche Streptomyces cheonanensis

VUK-A.

Concernant l’effet de pH, nos résultats ont montrés que le pH idéal à notre souche pour

la production de métabolites antifongiques est égal à pH 9. Ce résultat concorde avec celui de

Singh et al., (2009) qui a conclu que la production maximale d’antibiotiques par la souche

Streptomyces tanashiensis A2D est obtenue à pH 8 et qui peut même atteindre un pH 9.Il a

déjà été démontré que les souches de Streptomyces produisaient des antibiotiques contre les

bactéries, levures et champignons à des pH alcalins (Basilio et al, 2009). Contrairement à ce

qui a été trouvé avec la souche Streptomyces afghaniensis VPTS3-1, cette dernière a montré

une activité microbienne plus élevée à pH 7 contre Bacillus subtilis Vijayakumar et al.,

(2010), aussi la production d’antibiotiques par la souche Streptomyces tritolerans DAS 165T

a été obtenue à pH voisin de la neutralité qui est de 7,5 Usha, (2014). Les milieux à pH 7,5

ont été sélectionnés pour une meilleure production d’antibiotiques par Streptomyces sp 201

Thakur et al, (2009) et Streptomyces sp KGG32 Oskay, (2011).

Toutefois, les facteurs opératoires qui ont une influence négative sur la réponse sont

la concentration en amidon (x1) et celle de l’extrait de levure (x2).

Le facteur qui a plus d’influence sur l’activité antifongique est la concentration en

extrait de levure (x2) avec un effet négatif de (- 2,06), Le signe négatif de ce dernier indique

que l’augmentation de la concentration en extrait de levure de sa valeur minimale (3 g/l) à sa

valeur maximale (5 g/l) fait diminuer l’activité antifongique. L’effet négatif obtenu de
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l’augmentation de la concentration de l’extrait de levure sur l’activité antifongique à l’égard

de Candida albicans concorde avec les travaux de Hong et al., (2009) qui ont montré par

l’application d’un plan de Plaquette et Burman (PBD) et la méthodologie de surface de

réponse (RSM), que l’extrait de levure est un facteur important à effet négatif, et qu’un excès

de ce dernier peut bloquer la synthèse d'avermectine B1a produite par Streptomyces

avermitilis 14-12A . En ce qui concerne l’effet de la concentration de l’amidon, nos résultats

montrent que ; lorsqu’on augmente cette dernière de son niveau minimum (6 g/l) à son niveau

maximum (14 g/l) on remarque une légère baisse de l’activité antifongique ce qui implique

une diminution de la production de substances antifongiques. Ces résultats sont en accord

avec ceux obtenus par Polpass, (2013) lorsqu’il augmente la concentration de l’amidon de 2

g/l à 15 g/l il a remarqué une légère diminution de la production d’antibiotiques par

Streptomyces sp JAJ06 ces résultats été obtenus en utilisant RSM qui lui a montré qu’une

production d’antibiotiques de 26,8 % peut être atteinte en optimisant son milieu.

IV.2. Etude des interactions

Les interactions entre les différentes concentrations des composants du milieu MEM

s’avèrent influencer sur l’activité antifongique. On note que l’interaction la plus importante

est celle entre le couple [amidon] (x1)-pH (x4), puis vient celle du couple [extrait de levure]

(x2)-pH (x4), [peptone](x3)-pH (x4).Pour les couples [amidon] (x1)-[extrait de levure] (x2) et

[extrait de levure] (x2)-[peptone] (x3) une faible influence est notée par ces interactions.

Les effets d’interactions sont représentés par des diagrammes, qui sont particulièrement

commodes pour déterminer la zone du domaine expérimental où l’optimum (la plus forte

activité avec une plus grande zone d’inhibition) doit être recherché.

IV.2.1. Interaction 1-2 ([amidon]-[extrait de levure])

Le tableau XIV présenté en annexe IV regroupe les valeurs moyennes des résultats des

mesures obtenus pour le couple x1-x2
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Figure 5 : Représentation graphique de l’interaction 1-2 ([amidon]-[extrait de levure]) pour

l’activité antifongique de la souche S10

L’examen du diagramme de l’interaction 1-2 indique qu’un milieu à faible

concentration en amidon (6 g/l) et en extrait de levure (3 g/l) conduit à une meilleure activité

antifongique (16,72 mm).

IV.2.2. Interaction 1-4 ([amidon]-pH)

Le tableau XVI présenté en annexe IV regroupe les valeurs moyennes des résultats des

mesures obtenus pour le couple x1-x4.

Figure 6 : Représentation graphique de l’interaction x1-x4([amidon]-pH) pour l’activité

antifongique de la souche S10

A partir du modèle obtenu, nous avons trouvé que l’interaction la plus importante est

celle entre la concentration de l’amidon et le pH. En effet, la meilleure activité anti-Candida

albicans est obtenue avec une faible concentration en amidon (6 g/l) et un pH basique (pH 9).
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x2

x1
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x4
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IV.2.3. Interaction 2-3 ([extrait de levure]-[peptone])

Le tableau XVII présenté en annexe IV regroupe les valeurs moyennes des résultats des

mesures obtenus pour le couple x2-x3.

Figure 7 : Rreprésentation graphique de l’interaction x2-x3 ([extrait de levure]-

[peptone] de l’activité antifongique de la souche S10

Il ressort de la représentation graphique de la figure 7 que l’activité antifongique la plus

importante est obtenue pour des concentrations minimales en extrait de levure (3 g/l) et de

peptone (1,25 g/l).

IV.2.4. Interaction 2-4 ([extrait de levure]-pH)

Le tableau XIIX présenté en annexe IV regroupe les valeurs moyennes des résultats des

mesures obtenus pour le couple x2-x4

Figure 8 : Représentation graphique de l’interaction x2-x4 ([extrait de levure]-pH) de

l’activité antifongique de la souche S10
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Le diagramme de la figure 8 montre qu’une forte activité antifongique est obtenue à la

faible concentration en extrait de levure (1,25 g/l) et à faible pH (pH 5).

IV.2.5. Interaction 3-4 ([peptone]-pH)

Le tableau XIX présenté en annexe IV regroupe les valeurs moyennes des résultats des

mesures obtenus pour le couple x 3-x4.

Figure 9 : Représentation graphique de l’interaction x3-x4 ([peptone]-pH)] de l’activité

antifongique de la souche S10

La représentation graphique montre qu’une forte activité vis-à-vis de Candida albicans

est obtenue avec un milieu composé de la concentration maximale en peptone (2,75 g/l) et à

pH 9.

En comparant les résultats obtenus sur les 16 milieux préconisés par le modèle et ceux

obtenus avec le milieu (MEM17) au centre, nous remarquons que les plus importantes activités

sont notées avec les milieux ayant l’amidon et/ou l’extrait de levure à leur concentrations

faibles (6 g/l et 3 g/l respectivement) il s’agit des milieux MEM (1, 2, 5, 13, 14 et 15) ce qui

est confirmé par les résultats des effets linaires. Quant à la concentration du peptone et le pH,

les meilleures activités anti-Candida albicans (20,88, 14,45 et 18,16 mm) été notées à la

concentration maximale du peptone (2,75 g/l) et à pH égale 9, il s’agit des milieux MEM (13,

14, et 15) ceci est démontré dans le résultat des effets linaires ; en augmentant ces paramètres

l’activité augmente car ils ont un effet positif.

Tous les facteurs choisis pour les milieux s’avèrent influencer sur l’activité antifongique

à l’égard de Candida albicans. Ces facteurs sont la source de carbone, d’azote et pH et ils sont

généralement considérés comme des facteurs importants du métabolisme, et plusieurs
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x4
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x3

12,1 mm



Chapitre III Résultats et discussions

31

exemples d’optimisation de la production de métabolites dans différents milieux sont décrites

dans la littérature (Purama et Goyal, 2008 ; Yuan et al., 2008).

V. Optimisation

Après l’étape de la modélisation qui a permis d’aboutir à un modèle du premier degré

traduisant de manière fiable l’effet de variation des différents paramètres opératoires (la

concentration de l’amidon, de l’extrait de levure, du peptone, et le pH) sur l’activité

antifongique de la souche S10, on procède à l’optimisation qui consiste à déterminer les

valeurs de ces facteurs qui entrainent une meilleure activité de l’opération. En effet, c’est le

tracé des courbes isoréponses ou des surfaces de réponses qui permettent de localiser la région

du domaine d’étude où cet optimum apparait, ainsi que toutes les conditions opératoires

menant à ce dernier.

 Recherche de l’optimum

Rappelons l’équation de régression donnant le diamètre de la zone d’inhibition de

l’activité antifongique ( ŷ ) en fonction des différentes concentrations, de l’amidon, de l’extrait

de levure, du peptone et de pH différent correspondant respectivement aux variables codées

x1, x2, x3 et x4.

4321432431421321

43423241214321

56,069,059,191,386,1

03,154,178,068,486,076,094,006,286,095,12ŷ

xxxxxxxxxxxxxxxx

xxxxxxxxxxxxxx





À partir de cette équation, nous sommes en mesure de déterminer les valeurs optimales

des paramètres opératoires conduisant à une zone d’inhibition maximale de l’activité anti

Candida albicans.

Les surfaces de réponses sont tracées dans le plan (x1-x4) dans le modèle qui correspond

à l’interaction la plus importante et cela à l’aide du logiciel MATLAB 7.0. Les autres

variables (x 3, x4) sont fixées à différents niveaux comme suit :

 Pour : x2= 0, x3=0

4141 68,476,086,095,12ŷ xxxx 
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Figure 10 : Courbe isoreponse (a) et surface de réponse (b) pour x2=0, x3=0

L’analyse de la courbe isoréponse montre que l’activité antifongique augmente dans le

sens de l’augmentation du pH (x4) et de la diminution de la concentration de l’amidon (x1)

comme c’est indiqué par la flèche sur cette courbe. La surface de réponse correspondante

montre qu’une activité de 19,25 mm peut être atteinte pour x1= -1 et x4= +1 correspondant

respectivement à [amidon] = 6 g/l et pH 9.

 Pour : x2= -1, x3= -1

4141 81,15,214,028,13ŷ xxxx 

Figure 11 : Courbe isoréponse (a) et surface de réponse (b) pour : x2= -1, x3= -1
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La flèche sur la courbe isoréponse (a) indique que l’augmentation de l’activité

antifongique va dans le sens de l’augmentation de la concentration de l’amidon (x1) et de la

diminution de pH (x4), et la surface de réponse (b) montre que pour une concentration de 14

g/l en amidon (x1=1) et un pH de 7 (x4= -1) une activité de 17,73 mm est obtenue.

 Pour : x2=1, x3=1

4141 43,664,286,106,11ŷ xxxx 
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Figure 12 : Courbe isoréponse (a) et surface de réponse (b) pour : x2=1, x3=1

D’après la courbe isoréponse (a) ainsi que la surface de réponse (b) on remarque que la

région du domaine expérimental où l’optimum en activité antifongique est atteint se concentre

pour les conditions où le pH augmente et atteint son niveau maximal (+1) (pH = 9) et la

[amidon] diminue et atteint son niveau minimum (-1) ([amidon] = 6 g/l). Sous ces conditions

la réponse obtenue est égale à 18,27 mm.

 Pour : x2=1, x3= -1
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Figure 13 : Courbe isoréponse (a) et surface de réponse (b) pour : x2=1, x3= -1

Il ressort de la courbe isoréponse (a) que le maximum de l’activité antifongique est

obtenu entre les niveaux de pH (0,6 jusqu'à 1) correspondant à un intervalle de pH (8,4 à 9) et

pour une concentration en amidon de niveau (-0,4 à -1) correspondant à 6,8 g/l jusqu'à 6 g/l

(sens de la flèche). La surface de réponse (b) montre qu’une activité de 25, 29 mm est obtenue

quand le p H (x4) est à son niveau maximal (pH 9) et [amidon] (x2) à son niveau minimal soit

6 g/l.

 Pour : x2= -1, x3= 1

4141 25,094,058,372,16ŷ xxxx 

Figure 14 : Courbe isoréponse (a) et surface de réponse (b) pour : x2= -1, x3=1
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ŷ

: Amidon: pH: Amidon

pH :

ŷ
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La figure 14 montre en suivant le sens de la flèche que l’activité augmente en diminuant

la concentration de l’amidon (x1) à 6 g/l et en augmentant le pH à son niveau maximum pH 9.

La surface de réponse indique qu’une activité de 20,99 mm est obtenue sous ces conditions.

D’après toutes les courbes tracées précédemment, on peut conclure que la meilleur

activité antifongique (y= 25,29 mm) peut être obtenue pour les conditions suivantes des

différents paramètres opératoires :

x1= -1 [amidon] = 6 g/l.

x2= +1 [extrait de levure] = 5 g/l.

x3= -1 [peptone] = 1,25 g/l.

x4 = +1 pH = 9.
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Cette étude avait pour objectif principal l’optimisation de la production de substances

actives par deux souche d’actinomycètes S10 et S19 sur seize milieux MEM avec diverses

concentrations de : l’amidon, de l’extrait de levure, de peptone, et à des pH différents, un dix-

septième est réalisé pour des conditions standards ; amidon10 g/l, extrait de levure 4 g/l,

peptone 2 g/l et pH 7.

Après avoir cultivé les deux souches sur les différents milieux MEM, ces dernières ont

montrées une très bonne croissance sur la pluparts des milieux MEM et leur activité a été mis

en évidence par la technique des cylindres d’agar sur différents germes cibles.

Les résultats obtenus ont montés que la souche S10 utilisée (Streptomyces sp) présente

une activité antibactérienne et antifongique vis-à-vis de Bacillus substilis, Lesteria innocua,

SARM et Candida albicans. L’activité antifongique pour cette dernière est plus importante.

Quant à la souche S19 elle a montré une activité anti-Candida albicans avec les milieux

MEM (7, 8, 9, 10, 11, 12), et une activité antibactérienne contre Staphyloccocus aureus avec

les milieux MEM (12 et 14) et aussi contre SARM avec les milieux MEM13, MEM14, MEM16

ces résultats restent insuffisants et non modélisable, donc elle a été éliminé pour la suite de

notre étude.

Les dix sept milieux choisis favorisent la croissance mais pas forcément la production

d’antibiotiques.

Une modélisation statistique et mathématique en vue de sélectionner les paramètres les

plus influençant ainsi que leurs interactions sur la production d’antifongiques est réalisée.

Quatre facteurs ont été choisis comme variables : source de carbone, d’azote et de pH.

La modélisation par le biais d’un plan factoriel complet a montré que le facteur le plus

influençant sur l’activité antifongique de la souche S10 est : l’extrait de levure, suivit par le

peptone, et enfin vient l’amidon puis le pH. Toutefois l’interaction la plus importante été

marquée pour le couple [amidon]-pH.

Les concentrations optimales de ces facteurs ont pu être délimitées par le tracé des

courbes isoréponses et les surfaces de réponses et leurs valeurs sont les suivantes : amidon (6

g/l au lieu de 10 g/l), extrait de levure (5 g/l au lieu de 4 g/l), peptone (1,25 g/l au lieu de 2

g/l) et enfin pH (9 au lieu de pH 7).



Conclusion

37

Le modèle linéaire de premier degré obtenu nous a permis de trouver les conditions des

différents paramètres opératoires et prédit une activité de 25,29 mm qui est largement

supérieure à celle obtenue au centre du domaine expérimentale qui est de 13,75 mm (MEM17).

L’ensemble des résultats obtenus ont montrés que le plan factoriel complet nous a

permis de déterminer :

 Les effets de chaque constituant du milieu MEM.

 Les interactions de ces facteurs.

 L’optimisation des paramètres de culture.

 Nombres d’essais réduits.

A travers ces résultats, il ressort l’intérêt de poursuivre les investigations autour des axes

suivants :

 Vérifier expérimentalement si l’activité antifongique correspond à celle prédite

par le modèle (25,29 mm)

 Essayer d’autres domaines d’études.

 Elargir la gamme de germes cibles.

 Optimiser tous les paramètres nutritionnels de cultures.

 Etudier la cinétique de croissance et de la production des antibiotiques.

 Tester une large gamme de milieux de culture afin d’optimiser éventuellement

ceux sur lesquelles on obtiendrait une meilleure production que sur MEM.

 Optimiser d’autres paramètres culturaux à savoir : la charge de l’inoculum, la

température, le temps d’incubation etc.

 Passer du milieu solide au milieu liquide.
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Annexe I

I. Matériels analytique

 Autoclave.

 Balance.

 Bain marrie.

 Bec benzène.

 Béchers.

 Flacons de 250 ml.

 Tubes à essais.

 Etuve.

 pH- mètre.

 Pied à coulisse.

 Erlinne mayer de 250 ml.

 Anse de platine.

 Micro pipette.

 Ecouvillons.

 Vortex.

I. Les milieux de culture

 Milieu Muller-Hinton(MH)

Extrait de viande : 3g ; Hydrolysat de caséine : 17,5g ; amidon : 1,5g ; agar : 16g ; pH :

7,3(Williams et Kuster, 1964).

 Mincer Eau de Mer (MEM) modifié

Amidon : 10g ; extrait de levure : 4g ; peptone : 4g ; agar : 18g ; eau distillée : 500ml,

eau de mère : 500ml et pH : 7(Williams et Kuster, 1964).
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Tableau VII : Caractères morphologiques de la souche S10, au 8éme jours de croissance sur les

différents milieux MEM à 28 °C

Milieux Figure Aspect

MEM1
Très bonne croissance, virage

du milieu vers le brun

MEM2
Très bonne croissance, virage

du milieu vers le brun fonce.

MEM3
Très bonne croissa virage du

milieu vers le brun.

MEM4
Bonne croissance, virage du

milieu au brun foncé.

MEM5
Très bonne croissance, virage

du milieu vers le brun.

MEM6
Très bonne croissance, virage

du milieu brun foncé.

MEM7 Absence de croissance.

MEM8 Croissance lente
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MEM9
Très bonne croissance, virage

du milieu au brun.

MEM10
Très bonne croissance, virage

du milieu au brun foncé.

MEM11
très bonne croissance, virage

du milieu au brun foncé.

MEM12 Absence de croissance.

MEM13
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM14
Très bonne croissance, virage

du milieu vers le brun.

MEM15
Très bonne croissance, virage

du milieu vers le brun.

MEM16
Très bonne croissance, virage

du milieu au brun foncé.
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MEM17
Bonne croissance, virage du

milieu au brun.
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Tableau VIII : Caractères morphologiques de la souche S19, au 8éme jours de croissance sur

les différents milieux MEM à 28 °C

Milieux Figure Aspect

MEM1
Très bonne croissance, virage

du milieu vers le brun.

MEM2

Très bonne croissance, virage

du milieu vers le brun.

MEM3
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM4
Très bonne croissance, virage

du milieu vers un brun foncé.

MEM5
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM6
Très bonne croissance, virage

du milieu vers un brun foncé.

MEM7
Très bonne croissance, virage

du milieu vers un brun clair.
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MEM8
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM9
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM10
Très bonne croissance, virage

du milieu vers un brun foncé.

MEM11
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM12
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM13
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM14
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.
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MEM15
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM16
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.

MEM17
Très bonne croissance, virage

du milieu au verdâtre.
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Table de Student
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Table de Fischer

Valeur des 95ièmes centiles (niveau 0,05)

F0,95 pour la distribution F

V1 degrés de liberté au numérateur

V2 degrés de liberté au dénominateur
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Tableau XIV : Valeurs moyennes du diamètre de la zone d’inhibition du couple 1-2

[Amidon]-[extrait de levure]

x1 x2 x3 x4 yi (mm) y (mm)

-1 -1 -1 -1 13,95

16,72
-1 -1 +1 -1 19,51

-1 -1 -1 +1 12,56

-1 -1 +1 +1 20,88

+1 +1 -1 -1 17,53

10,90
+1 +1 +1 -1 16,83

+1 +1 -1 +1 0

+1 +1 +1 +1 9,23

-1 +1 -1 -1 0

10,89
-1 +1 +1 -1 0

-1 +1 -1 +1 25,42

-1 +1 +1 +1 18,16

+1 -1 -1 -1 17,64

13,29
+1 -1 +1 -1 12,06

+1 -1 -1 +1 9,02

+1 -1 +1 +1 14,45
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Tableau XVI : Valeurs moyennes du diamètre de la zone d’inhibition du couple 1-4

[amidon]-pH

x1 x2 x3 x4 yi (mm) y (mm)

-1 -1 -1 -1 13,95

8,36
-1 +1 -1 -1 0

-1 -1 +1 -1 19,51

-1 +1 +1 -1 0

+1 -1 -1 +1 9,02

8,17
+1 +1 -1 +1 0

+1 -1 +1 +1 14.45

+1 +1 +1 +1 9,23

-1 -1 -1 +1 12.56

19,10
-1 +1 -1 +1 25,42

-1 -1 +1 +1 20,88

-1 +1 +1 +1 18,16

+1 -1 -1 -1 17,64

16,01
+1 +1 -1 -1 17,53

+1 -1 +1 -1 12,06

+1 +1 +1 -1 16,83
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Tableau XVII : Valeurs moyennes du diamètre de la zone d’inhibition du couple 2-3

[extrait de levure]-[peptone]

x1 x2 x3 x4 yi (mm) y (mm)

-1 -1 -1 -1 13,95

13,29
+1 -1 -1 -1 17,64

-1 -1 -1 +1 12,56

+1 -1 -1 +1 9,02

-1 +1 +1 -1 0

11,05
+1 +1 +1 -1 16,83

-1 +1 +1 +1 18,16

+1 +1 +1 +1 9,23

-1 -1 +1 -1 19,51

16,72
+1 -1 +1 -1 12,06

-1 -1 +1 +1 20,88

+1 -1 +1 +1 14,45

-1 +1 -1 -1 0

10,73
+1 +1 -1 -1 17,53

-1 +1 -1 +1 25,42

+1 +1 -1 +1 0
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Tableau XIIX : Valeurs moyennes du diamètre de la zone d’inhibition du couple 2-4

[extrait de levure]-pH

x1 x2 x3 x4 yi (mm) y (mm)

-1 -1 -1 -1 13,95

15,79
+1 -1 -1 -1 17,64

-1 -1 +1 -1 19,51

+1 -1 +1 -1 12,06

-1 +1 -1 +1 25,42

13,20
+1 +1 -1 +1 0

-1 +1 +1 +1 18,16

+1 +1 +1 +1 9,23

-1 -1 -1 +1 12,56

14,22
+1 -1 -1 +1 9,02

-1 -1 +1 +1 20,88

+1 -1 +1 +1 14,45

-1 +1 -1 -1 0

8,59
+1 +1 -1 -1 17,53

-1 +1 +1 -1 0

+1 +1 +1 -1 16,83



Annexe IV

Tableau XIX : Valeurs moyennes du diamètre de la zone d’inhibition du couple 3-4

[peptone]-pH

x1 x2 x3 x4 yi (mm) y (mm)

-1 -1 -1 -1 13,95

12,28
+1 -1 -1 -1 17,64

-1 +1 -1 -1 0

+1 +1 -1 -1 17,53

-1 -1 +1 +1 20,88

15,68
+1 -1 +1 +1 14,45

-1 +1 +1 +1 18,16

+1 +1 +1 +1 9,23

-1 -1 +1 -1 19,51

12,1
+1 -1 +1 -1 12,06

-1 +1 +1 -1 0

+1 +1 +1 -1 16,83

-1 -1 -1 +1 12,56

11,75
+1 -1 -1 +1 9,02

-1 +1 -1 +1 25,42

+1 +1 -1 +1 0



Résumé

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à l’optimisation de la production

d’antibiotiques de deux souches d’actinomycète isolées à partir d’un échantillon d’eau polluée

de la wilaya de Bejaia dénommées S10 et S19 rattachées au genre Streptomyces, seize milieux

de culture MEM à différentes concentrations aux quelles s’ajoutent trois essais réalisés au

centre, ont été utilisés pour la culture de ces souches. Afin de mettre en évidence leur activité

antimicrobienne, cinq bactéries (quatre à Gram positif et une à Gram négatif) et une levure

sont testées.

La souche S10 s’est révélée la meilleure pour la modélisation par le biais d’un plan

factoriel complet avec interactions. Quatre facteurs opératoires sont étudiés à savoir :

l’amidon, l’extrait de levure, le peptone et le pH (source de carbone, d’azote et le pH). Les

concentrations optimales de ces paramètres ont été déterminées ; Amidon 6 g/l, extrait de

levure 5 g/l, peptone 1,25 g/l et cela par le tracé des courbes isoréponses et les surfaces de

réponses.

Mots clés : Actinomycètes, Antibiotiques, Optimisation, Plan factoriel complet,

Activité antimicrobienne, Streptomyces.

Abstract

The aimed of this study is the optimization of the antibiotics production of two isolated

actiomycetes strains isolated from polluted water in Bejaia, called S10 and S19.These strains

has been related to the genus Streptomyces. Sixteen culture media MEM with different

concentrations and with three essays realized at the center were used for these strains culture

(growth), in order to highlight their antimicrobial activity. Five bacteria (for Gram-positive

and one Gram-negative) and one yeast were tested.

The strain S10 seems to be the best one for the modeling by full factorial design. The

sixteenth media MEM have undergone a statistical optimization for forth factors: starch, yeast

extract, peptone and pH (source of carbon, of nitrogen and pH). The optimal concentrations of

these four parameters were determined: starch 6 g/l, yeast extracts 5 g/l, peptone 1.25 g/l and

pH 9 and that by the layout of the isoresponses curves and response of surfaces.

Key words: Actinomycetes, Antibiotiques, Optimization, Full factorial design,

Antimicrobial activity, Streptomyces.


