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Abstract

This work focuses on the study of the poly-extremophilic strain Bacillus LMB3073,
isolated from the Great Sebkha of Oran, with the aim of evaluating its production of

antimicrobial activities and comparing the efficiency of metabolite extraction methods.

The strain was cultivated on solid and liquid media containing 10% NaCl, supplemented
with various carbon sources (glucose, glycerol, Tween 80), nitrogen sources (yeast extract,
glutamic acid), and a phosphorus source (KH,PO,). Antimicrobial activities were assessed
against nine reference microorganisms, including Gram-positive and Gram-negative bacteria,
as well as yeasts, using agar plug and well diffusion techniques. Metabolites were extracted

using distilled water, ethanol, and ethyl acetate.

The results showed that ethyl acetate provided the most effective extraction, yielding
significant inhibition zones against Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, and Micrococcus
luteus. Ethanol showed moderate effectiveness, whereas distilled water showed no activity.
Solid medium enriched with 0.5% Tween 80 enhanced the production of strong antimicrobial
activities. The observed activities were primarily directed against Gram-positive bacteria, with

limited action against Gram-negative bacteria and yeasts.

These results confirm the biotechnological potential of strain LMB3073 and underscore
the importance of culture conditions and solvent choice for optimizing the production and

extraction of antimicrobial metabolites.

Keywords: Bacillus, antimicrobial activities, extraction, solvents, nutritional sources.



Résumé

Ce mémoire porte sur 1’étude d’une souche poly-extrémophile Bacillus LMB3073 isolée
de la grande Sebkha d’Oran, pour objectif d’évaluer sa production d’activités antimicrobiennes

et de comparer I’efficacité d’extraction de ses métabolites.

La souche a été cultivée sur milieux solides et liquides contenant 10% de NacCl,
supplémentés en différentes sources de carbone (glucose, glycérol, Tween 80), d’azote (extrait
de levure, acide glutamique) et de phosphore (KH,PO,). Les activités antimicrobiennes ont éte
testées contre neuf germes de référence, incluant des bactéries a Gram positif et Gram négatif
ainsi que des levures, par les techniques des cylindres d’agar et des puits. L’extraction des

métabolites a été réalisée avec 1’eau distillée, I’éthanol et I’acétate d’éthyle.

Les reésultats obtenus ont révélé que I’acétate d’éthyle a permis une extraction plus
efficace des composés actifs, donnant des zones d’inhibition importantes contre Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus. L’éthanol a montré une efficacité
intermédiaire, tandis que 1’eau distillée n’a révélé aucune activité. Le milieu solide enrichi en
Tween 80 a 0.5% a favorisé la production d’activités antimicrobiennes puissantes. Les activités
observées étaient principalement dirigées contre les bactéries a Gram positif, avec une faible

action contre les Gram négatif et les levures.

Ces résultats confirment le potentiel biotechnologique de la souche LMB3073 et
soulignent I’importance des conditions de culture et du choix du solvant pour optimiser la

production et I’extraction de métabolites antimicrobiens.

Mots clés : Bacillus, activités antimicrobiens, extraction, solvants, sources nutritives
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Introduction générale

Les agents antimicrobiens représentent 1’une des avancées thérapeutiques majeures du
XXe siécle, ayant joué un role essentiel dans la réduction de la morbidité et de la mortalité liées
aux maladies infectieuses, et contribué ainsi a 'amélioration de I’espérance de vie. Toutefois,
leur usage intensif, voire abusif, a eu pour conséquence 1’émergence de mécanismes de
résistance chez de nombreux microorganismes pathogénes. Cette situation a conduit a une
augmentation alarmante des cas de multirésistance, a la réémergence de maladies infectieuses
que I’on croyait parfaitement maitrisées, ainsi qu’a I’apparition de nouveaux agents pathogeénes.

Dans ce contexte critique, la recherche de nouvelles molécules antimicrobiennes
s’impose comme une priorité. Les microorganismes demeurent des sources prometteuses,
durables et renouvelables de métabolites bioactifs pouvant offrir des alternatives efficaces aux
antibiotiques conventionnels.

Parmi les pistes prometteuses explorées au cours des derniéres décennies, les
microorganismes extrémophiles occupent une place centrale en raison de leur aptitude a
produire des métabolites secondaires originaux et exceptionnels, avec des applications
potentielles dans de nombreux domaines, allant de la santé humaine & la protection de
I'environnement (Klouche Khelil et al., 2013 ; Arab et al., 2019 ; Aissaoui et al., 2018, Nas
etal., 2021 ; Saibi et al., 2022 ; Karnwal et al., 2023)

Les milieux salins et hypersalins constituent des écosystéemes extrémes particuliers
capables d'abriter une grande variété de microorganismes halophiles et halotolérants, dotés de
remarquables aptitudes d'adaptation. Ces environnements extrémes représentent également une
source prometteuse de métabolites originaux et potentiellement valorisables (Edbeib et al.,
2016).

Parmi les microorganismes isolés de ces habitats figurent les bactéries du genre Bacillus,
reconnues pour leur capacité a former des endospores résistantes, ce qui leur confére une
tolérance a des conditions extrémes, notamment a la salinité (Horikoshi, 2008). De plus,
plusieurs especes de ce genre Bacillus sont réputées pour leurs vastes applications en
biotechnologie (Mondol et al., 2013). Elles sont capables de produire des enzymes fonctionnant
dans des environnements extrémes (Nabti et al., 2013), ainsi que divers composés bioactifs tels
que des antimicrobiens, des agents anticancéreux et des biosurfactants (Kumar et al., 2020).

La Grande Sebkha d’Oran, située dans le nord-ouest de 1’Algérie, représente un
écosystéme extréme particulierement propice a I’isolement de microorganismes extrémophiles
particuliers. Cet écosystéme se distingue par une salinité élevée, atteignant 35¢/L (Nas et al.,
2021).



Introduction générale

L’isolat LMB3073 qui fait I’objet de cette étude, a été isolé a partir de cet écosysteme.
Son identification par séquengage de I’ARNr 16S a révélé son affiliation au genre Bacillus. Il
s’agit d’une souche poly-extrémophile capable de croitre dans une large gamme de température
comprise entre 15 et 60°C, des valeurs de pH allant de 5 a 11, ainsi qu’une concentration en
NaCl variant de 0 a 20%. Son pouvoir antimicrobien a été étudié par Dr. NAS F. mettant en
évidence un potentiel antimicrobien significatif (Nas et al., 2021), justifiant ainsi son choix
pour cette étude.

Au-dela de la simple production, 1’efficacité¢ de la récupération des composés bioactifs
dépend étroitement des conditions d’extraction. En effet, le choix du support de culture ainsi
que la nature du solvant influencent de maniere significative la composition, la concentration
et I’activité biologique des métabolites extraits. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude,
dont I’objectif principale est de comparer 1'efficacité de différents procédés d’extraction des
métabolites antimicrobiens produits par la souche LMB3073. Pour ce faire, des cultures seront
réalisées sur des milieux solides et liquides enrichis en NaCl, puis soumises a diverses méthodes
d’extraction combinant différents type de milieu de culture et de solvants d’extraction afin de

maximiser le rendement et I’activité des extraits antimicrobiens obtenus.
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Synthese bibliographique

1. Les bactéries du genre Bacillus : taxonomie et caractéristiques

Le genre Bacillus appartient au Phylum des Firmicutes, Classe des Bacilli, Ordre des
Bacillales, famille des Bacillaceae (Maughan et al., 2011). Il a été défini pour la premiére fois
par Cohn en 187 avec Bacillus subtilis comme espéce-type. Il regroupe un ensemble hétérogéne
de bactéries qui se présentent sous forme de batonnets a Gram positif isolés, en paires, ou en
chainettes, immobiles ou mobiles par des flagelles péritriches aérobies, et capables de former
des endospores et de produire la catalase. Certaines especes sont capsulées comme : B.
anthracis, B. licheniformis, B. megaterium et B. subtilis (Ash et al., 1991 ; De Vos et al., 2009).

Les especes du genre Bacillus poussent sur des milieux ordinaires tels que la gélose
nutritive et la gélose au sang (Maughan et al., 2011).

Phénotypiquement, elles sont trés hétérogenes, la morphologie de leurs colonies est tres
variable entre et au sein des espéces dont la composition du milieu de culture et les conditions
d’incubation influent sur cette morphologie. (De Vos et al., 2009).

Ils sont chimiotrophes, adoptant un métabolisme chimioorganotrophe ou
chimiolithotrophe, avec des besoins nutritionnels variés ; certaines espéces sont prototrophes
tandis que d’autres sont auxotrophes (De Vos et al., 2009).

Le nombre des espéces du genre Bacillus n’a pas cessé de fluctuer et d’augmenter grace
a l'application des méthodes efficaces pour I'enrichissement et I'isolement tenant compte de la
diversité physiologique et des besoins nutritionnels et culturales de ces organismes, et a
I’utilisation des techniques moléculaires pour la caractérisation et l'identification en particulier
sur le plan génétique telle que lI'analyse des séquences des génes de I’ARNr 16S (Fritze, 2004).
En se basant ¢galement sur les analyses comparatives des s€quences d’ARNr 16S et les analyses
chimio taxonomiques, plusieurs espéces initialement décrites comme appartenant au genre
Bacillus ont été transférées a d’autres genres ou classifiées comme membres de nouveaux
genres (Gaur, 2015). A titre d’exemple, Geobacillus (Nazina et al., 2001), Alkalibacillus
(Usami et al., 2007) et Halalkalibacillus (Echigo et al., 2007),

Sur le plan appliqué, B. subtilis sert de modele en recherche fondamentale et
biotechnologie (production d’enzymes, étude de la sporulation) et est utilisé comme probiotique

et biopesticide (De Vos et al., 2009).
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2. Les bactéries extrémophiles du genre Bacillus

Les microorganismes extrémophiles désignent des micro-organismes capables de
coloniser des habitats caractérises par des conditions extrémes, inhospitalieres pour les
organismes classiques. Le terme « extrémophile » a été introduit par MacElroy en 1974 pour
qualifier les étres vivants pouvant se développer dans de telles conditions, tandis que
Wainwright (2003) a proposé le terme « extrémodure » pour désigner ceux qui peuvent y
survivre sans y proliférer.

Selon les conditions extrémes auxquelles les microorganismes extrémophiles sont
exposes, ils peuvent étre divisés en différents groupes : les halophiles ou halotolérants, qui
peuvent survivre dans des conditions de forte salinité ; les thermophiles, qui sont adaptés aux
températures élevées ; les psychrophiles, qui sont adaptés aux températures froides ; les
alcalophiles, qui vivent dans des environnements alcalins ; les acidophiles, qui préferent les
environnements acides et les piézophiles, qui supportent des pressions élevées (Salwan et
Sharma, 2020 ; Thakur et al., 2022).

Certains microorganismes extrémophiles sont capables de prospérer dans des
environnements combinant plusieurs conditions extrémes, ils sont qualifiés poly-extrémophiles
(Horikoshi et Bull, 2011) telle que I’espéce archéenne Sulfolobus acidocaldarius qui se
développe a 80°C et a un pH égal a 3 (Satyanarayana et al., 2005).

Un autre exemple de bactéries poly extrémophiles est Natranaerobius thermophilus, une
espéce halophile alcalophile et thermophile isolée d’un sédiment d’un lac alcalin et hypersalin
de Wadi An Natrun en Egypt. Cette bactérie croit dans une plage de températures allant de 35°C
a56°C avec un optimum a53°C. Son intervalle de pH se situe entre 8,3 et 10,6 avec un optimum
a 9,5. Aux conditions optimales de température (53 °C) et de pH (9,5) elle tolere des
concentrations salines comprises entre 3,1 et 4,9 M, avec un optimum entre 3,3 et 3,9 M
(Mesbah et al., 2009).

Les bactéries appartenant au genre Bacillus sont largement répandues dans la nature. Bien
que le sol constitue leur principal habitat, leurs aptitudes physiologiques et métaboliques leur
permettent de s’adapter a une grande diversité de milieux y compris les milieux extrémes tels
que les déserts, les régions antarctiques, les sources hydrothermales, les lacs hypersalées ou
alcalins, les marais salants, les mines de sel et méme les sites exposés a des radiations élevées.
Cette  diversité  écologique illustre la  capacité  adaptative  exceptionnelle
de ce genre (Echigo et al., 2007; Roohi et al., 2014 ; Aissaoui et al., 2018 ; Arab et al., 2018,
Nas et al., 2021).
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Les bactéries extrémophiles du genre Bacillus genre Bacillus possedent une
grande plasticité physiologique et  adaptative, fruit  de mécanismes
cellulaires et moléculaires complexes qui leur permettent de faire face a des stress physiques et
chimiques intenses. Certaines espéces sont thermophiles, capables de croitre a des températures
supérieures a 60 °C, grace a des membranes cellulaires enrichies en lipides saturés et des
protéines thermostables qui maintiennent la fonctionnalité enzymatique a haute température.
D’autres espéces sont psychrophiles, s’adaptant a des températures trés basses par la production
d’enzymes a haute flexibilité moléculaire et par la modification de la fluidité membranaire
(Rampelotto, 2013).

Quant aux especes halophiles et halotolérantes du genre Bacillus, elles peuvent survivre
dans des milieux a forte concentration saline. Elles maintiennent 1’équilibre osmotiques en
accumulant des solutés compatibles, tels que des glycine-betaine ou des prolines, et possedent
des protéines et enzymes stables en milieu salin (Echigo et al., 2007). La premiére espece
halophile décrite dans le genre Bacillus est I’espéce Bacillus halophilus (Ventosa et al., 1989),
elle est capable de se développer sur un intervalle de concentration saline allant de 3 jusqu’a
30% (p/v) avec un optimum de croissance a 15% de sel (p/v). Cette espece a le pouvoir
également de produire une nucléase extracellulaire halophile avec des activités RNase et DNase
(Berkeley et al., 2002).

Certaines espéces tolerent des milieux fortement acides (pH < 3) ou fortement alcalins
(pH > 9). Elles adaptent leur métabolisme en modifiant la composition de leur membrane,
régulant le transport des protons et utilisant des systemes de tamponnage intracellulaire pour
préserver un pH cytoplasmique compatible avec la vie. D’autres espéces prospérent dans des
environnements soumis a de fortes pressions hydrostatiques, telles
que les fonds marins profonds. Elles adaptent leur structure membranaire et leurs
enzymes pour fonctionner efficacement malgré la pression mécanique élevée (Bargiela et al.,
2023 ; Mucsi et al., 2024).

Comme exemple d’espece poly-extrémophiles du genre Bacillus nous citons : I’espéce
Bacillus infernus appelée aussi «le bacille de I'enfer, a été isolé a partir des profondeurs
d'environ 2700m en dessous de la surface de la terre, ce microorganisme est baptisé thermophile
(60 ° C), halotolérant (concentrations de sel 0,6 M) et Iégerement alcalophiles (pH 7,8) (Boone
et al., 1995).
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3. Métabolites antimicrobiens produits par Bacillus

Les especes du genre Bacillus sont rapportées dans la littérature pour leurs potentialités
d’applications biotechnologiques trés étendues (Mondol et al., 2013). Elles produisent des
enzymes actives a des conditions extrémes (Nabti et al., 2013), des composés antimicrobiens
et anticancéreux, et des biosurfactants (Donio et al., 2013; Couto et al., 2015), elles stimulent
la croissance végetale par leur caractere PGPR (Plant growth promoting Rhizobacteria) et
fertilisent les sols par leur capacité de fixer 1’azote et solubiliser le phosphate.

Depuis I’age d'or de la découverte de ces molécules, le genre Bacillus a été connu comme
une source importante d'antibiotiques. La plupart des antibiotiques produits par les espéces du
genre Bacillus sont des composeés polypeptidiques de poids moléculaire faible synthétisés soit
par voie ribosomale ou par voie enzymatique non ribosomale (Stein, 2005).

3. 1. Peptides ribosomaux

Ces peptides sont synthétisés par voie ribosomale et élaborés durant la phase active de la
croissance, ils comprennent les lantibiotiques tels que la nisine et la subtiline (Stein, 2005).

La subtiline, synthétisée par Bacillus subtilis, est un lantibiotique reconnu pour son
efficacité contre les bactéries Gram-positives telles que Staphylococcus aureus. Ce peptide agit
principalement en inhibant la synthese du peptidoglycane, composant essentiel de la paroi
bactérienne, entrainant ainsi la lyse cellulaire des micro-organismes sensibles. Cette action
ciblée fait de la subtiline un agent bactéricide puissant, particulierement utile dans la lutte contre
les infections dues aux bactéries Gram positives (Ongena et Jacques, 2008).

Un autre peptide ribosomal notable est 1’entérocine, produite par certaines souches de
Bacillus cereus. Ce peptide exerce son activité antimicrobienne contre les bactéries Gram-
négatives, notamment les entérobactéries pathogenes. Son mécanisme implique une
modification de la perméabilité membranaire, ce qui provoque la fuite du contenu intracellulaire
et conduit a la mort bactérienne (Meena et Kanwar, 2015).

3. 2. Peptides non ribosomaux (NRPS)

Les peptides non ribosomaux produits via des Non Ribosomal Peptides Synthétases
(NRPS) sont synthétises apres la cessation de la croissance bactérienne et durant la sporulation
(Stoica et al., 2019) comme exemples les bacillomycines et la mycosubtiline qui possédent des
activités hémolytique et antifongique (Stein, 2005).

Ces molecules se distinguent par leur structure cyclique souvent liée a une chaine
lipidique, conférant a ces lipopeptides une large activité antimicrobienne. Bacillus subtilis et

Bacillus amyloliquefaciens sont connus pour produire I’iturine, un lipopeptide dont ’activité
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antifongique est particulierement prononcée contre des champignons phytopathogéenes tels que
Fusarium spp. et Botrytis cinerea. L’iturine agit en perturbant la perméabilité membranaire des
cellules fongiques, provoquant une lyse rapide (Awais et al., 2007 ). La fengycine, également
synthétisée par Bacillus subtilis, cible principalement les champignons pathogénes, notamment
Candida albicans. Son mode d’action repose sur la déstabilisation de la membrane cellulaire
fongique, induisant ainsi une rupture de I’intégrit¢é membranaire et la mort cellulaire (Meena
& Kanwar, 2015). La surfactine, produite par plusieurs souches telles que Bacillus subtilis et
Bacillus pumilus, est un lipopeptide biosurfactant possédant une activité antimicrobienne
étendue, incluant des bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Sa capacité a perturber les
membranes cellulaires lui confere également des propriétés antivirales et antibiofilms, faisant
de la surfactine un métabolite multifonctionnel d’intérét biotechnologique majeur (Awais et al.,
2007).

La figure N° 1 ci-dessous illustre les structures chimiques spécifiques des lipopeptides
iturine, surfactine et fengycine, mettant en évidence leur structure cyclique et leur chaine

lipidique caractéristique.
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Figure N° 1 : Structures chimiques des peptides antimicrobiens :iturine , Surfactine ,Fengycine
(Mongkolthanaruk, 2012).
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3. 3. Antibiotiques non peptidiques

Outre les peptides, Bacillus subtilis produit la difficidine, un polykétide antibiotique a
large spectre. Ce composé exerce une activité antibactérienne notable contre diverses bactéries
Gram-positives et Gram-négatives, agissant principalement en inhibant la synthese protéique
bactérienne, ce qui conduit a 1’arrét de la croissance microbienne et a la mort cellulaire (Syed
et al., 2009).

Certaines souches de Bacillus subtilis émettent des composés organiques
volatils (COV), incluant alcools, cétones et esters, capables d’inhiber a distance la croissance
de champignons phytopathogenes tels que Alternariaalternata. Ces composés volatils
représentent une stratégie antimicrobienne innovante, permettant une action sans contact direct,
utile notamment dans la protection des cultures agricoles (Ajilogba et Babalola, 2019).

3. 4. Autres métabolites antimicrobiens

La bacitracine, I'un des métabolites antimicrobiens majeurs du genre Bacillus, est
principalement synthétisée par Bacillus subtilis, cette molécule polypeptidique agit en inhibant
la synthése des peptidoglycanes, composants essentiels de la paroi bactérienne. Efficace contre
un large spectre de bactéries Gram-positives, la bacitracine est largement utilisée dans les
secteurs vétérinaire et industriel pour ses propriétés antimicrobiennes (Elshikh et al., 2020).

En paralléle, certaines espéces de Bacillus sécretent des enzymes antimicrobiennes telles
que les lysozymes, qui clivent les liaisons glycosidiques de la paroi bactérienne, ainsi que des
protéases capables de dégrader les protéines structurales ou toxines des agents pathogenes. Ces
enzymes contribuent de maniere directe ou indirecte a 1’effet antimicrobien et participent
également a la modulation des communautés microbiennes (Sarafin et al., 2014).
Outre les peptides et les enzymes, les Bacillus produisent également une diversité de
métabolites secondaires, incluant des composés volatils organiques, des polykétides et d’autres
molécules aux structures chimiques complexes. Ces métabolites sont associés a des activités
antimicrobiennes, antitumorales et immunomodulatrices, ce qui elargit considérablement le

spectre fonctionnel des produits issus de ce genre bactérien (Chen et al., 2010).

4. Applications et perspectives biotechnologiques des Bacillus et leurs métabolites
Les espéces du genre Bacillus et leurs métabolites (extraits) sont utilisés dans divers domaines :
e Inhibiteur de la croissance des bactéries pathogénes, notamment des souches résistantes
aux antibiotiques classiques (ex Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
SARM) (Varsha et al., 2015).
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Immunomodulateur : qui stimulent la réponse immunitaire en activant les macrophages
et en augmentant la production de cytokines, renforgant ainsi la défense de 1’hote contre
infections. Ils sont utilisés dans le développement de probiotiques thérapeutiques pour
améliorer la santé immunitaire (Buenger et Driller, 2004).

Probiotiques : dont ils sont incorporés dans des formulations probiotiques pour restaurer
I’équilibre du microbiote intestinal, réduire les troubles gastrointestinaux et améliorer
la digestion (Zhang et al., 2009).

Agents anticancéreux potentiels : Certains métabolites extraits de Bacillus ont montré
une activité cytotoxique contre des cellules tumorales, ouvrant la voie a leur utilisation
dans la recherche pharmaceutique anticancéreux (Varsha et al., 2015).

Détoxification et bioremédiation : les extraits de Bacillus sont utilisés dans la
détoxification des toxines environnementales, contribuant ainsi a limiter 1’exposition
humaine a des polluants nocifs (Sharma et al., 2022).

Bioconversion et fermentation alimentaire : Les enzymes extraites de Bacillus
(protéases, amylases, lipases) sont employées dans la
transformation des matieres premieres pour améliorer la texture, la saveur et la
digestibilitée des aliments fermentés (Aljohny, 2015).

Production de probiotiques pour la santé intestinale : Certains extraits de Bacillus sont
incorporés dans des compléments alimentaires probiotiques visant a améliorer la flore
intestinale et a renforcer la santé digestive (Pinchuk et al., 2021). Leur résistance aux
conditions gastriques permet une meilleure survie dans le tractus digestif.
Amélioration de la sécurité alimentaire par dégradation des mycotoxines dans les
céréales et autres matiéres premieres alimentaires, réduisant ainsi les
risques pour la santé (Singh et Jha, 2016).

Agents de biocontrole dans I’agriculture alimentaire : Les extraits antimicrobiens de
Bacillus  sont  utilisés  comme  bio-pesticides  pour  contrbler les
pathogenes agricoles, réduisant ainsi la contamination des aliments des la production
primaire (Chen et al., 2010).

Dégradation des déchets industriels : Certains extraits de Bacillus sont employés dans
le traitement biologique des déchets industriels (agroalimentaires, textiles, chimiques),
facilitant la dégradation des composés toxiques et la réduction des impacts

environnementaux (Patel and Gupta, 2020).
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Production de biofertilisants et promotion de la croissance végétale

Les métabolites issus du Bacillus jouent un rdle crucial dans I’agriculture durable en
favorisant la disponibilité des nutriments, notamment grace a la solubilisation des
phosphates et a la production d’hormones végétales, tout en renforgant la résistance des

plantes aux stress abiotiques (Singh et Jha, 2016).
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L’ensemble de ce travail a été réalis¢ au niveau du Laboratoire de Microbiologie
Appliquée a I’Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement (L.A.M.A.A.B.E.) de
I’université Abou Bekr Belkaid (Tlemcen). Il porte sur la comparaison de procédés
d'extraction des activités antimicrobiennes produites par une souche poly-extrémophile
du genre Bacillus nommée LMB3073 et issue de la grande sebkha d’Oran. Ce travail
s’inscrit dans la continuité du 1’étude de Master portant sur I’optimisation de la production
d’agents antimicrobiens par la souche LMB3073 réalise par les étudiantes Latati Hadil Aya et
Mahmoudi Djihane (Latati et Mahmoudi, 2025).

1. Origine de la souche et conditions de culture

La souche étudiée LMB3073 a été isolée en 2014 par Dr. NAS. Son isolement a été
effectué sur Gélose Nutritive a 10% de NaCl a une température d’incubation de 37°C.

Sa conservation a été effectué a -20°C sur Bouillon Nutritif a 10% de NaCl (p/v)
additionné de 25 % de glycérol (v/v). Le séquencage du gene ARNr 16S a confirmé son

affiliation au genre Bacillus (Nas et al., 2021).

2. Revivification et vérification de la pureté de la souche LMB3073

Afin de réaliser nos expériences, la souche LMB3073 a été préalablement revivifiée sur
Gélose Nutritive contenant 10 % de NaCl jusqu'a l'apparition d’un trouble. Sa pureté a été
vérifiée par des repiquages successifs sur le méme milieu.

La souche pure a é€té conservés a nouveau 4°C sur Gélose Nutritive inclinée supplémentée
de 10 % de NaCl (p/v), et a -20°C sur Bouillon Nutritif contenant 10% de NaCl (p/v) et 25%
(v/v) de glycérol.

3. Criblage des activités antimicrobiennes de la souche LMB3073
La production des activités antimicrobiennes a été étudiée a la fois sur milieu gelose
(Solid State Fermentation SSF) et sur milieu liquide (Submerged fermentation SmF) vis-a-vis

neuf germes de référence (Tableau N° 1).

11



Matériel et Méthodes

Tableau N° 1 : les germes tests utilisés

Espéces Référence
Bactéries a Gram positif Bacillus cereus ATCC 11778
Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Micrococcus luteus ATCC 15307
Bactéries a Gram négatif Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumonia ATCC 70603
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Levures Candida albicans IP444
Candida albicans ATCC 26790

3. 1. Standardisation des inocula des souches de réference

Les suspensions microbiennes des germes test ont été standardisées conformément aux
recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

Pour les bactéries, les suspensions meres ont été préparées dans de 1’eau physiologique
stérilisée, a partir des cultures de 24 heures a 37 °C sur gélose Miller-Hinton. La densité optique
de chaque suspension a été ajustée entre 0,08 et 0,1 a la longueur d’onde A= 600 nm
(I’équivalent de 0.5 McFarland standard ou de 1x10% a 2 x 108 UFC mL) (CLSI M02-A12,
2015).

La préparation des inocula levuriens a été réalisée a partir des cultures de 24 heures a
35 °C sur milieu Sabouraud en suivant les recommandations du document CLSI M44-A2

(2009). La densité optique de chaque inoculum a été ajustée entre 0,11 et 0,14 a la longueur

d’onde A= 530 nm (I’équivalent de 0.5 McFarland standard ou 1 x 10° a5 x 10° UFC mL?)
(Rodriguez-Tudela et al., 2001).

3. 2. Production des antimicrobiens sur milieu gélosé
L’évaluation de la production des activités antimicrobiennes sur milieu gélosé a été
réalisée par la technique des cylindres d’agar (Balouiri et al., 2016). Cette méthode consiste a
ensemencer notre isolat en stries serrées, de facon a obtenir un tapis, sur Gélose Nutritive
additionnée de 10 % de NaCl et enrichi indépendamment avec les différents composés :
e Sources de carbone : glucose a 1%, glycérol a 1%, Tween 80 a 0,5%.
e Sources d’azote : acide glutamique a 0.1%, extrait de levure a 0,2%.

e Source de phosphore : KH,PO, a 0,2%.
12
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Remarque : Ces sources et leurs concentrations ont eté sélectionnees sur la base des résultats
obtenus de I’optimisation de la production sur milieu gélosé, dans le travail de Latati et
Mahmoudi (Latati et Mahmoudi, 2025).

Apres 5 jours d’incubation a 37°C, des cylindres d’agar d’environ de 6 mm de diametre
ont été préleves et déposés sur des boites de pétri contenant la géloses Muller-Hinton
préalablement ensemencés par les suspensions des germes test, en utilisant la technique
d’écouvillonnage.

Des cylindres d’agar prélevés a partir de la Gélose Nutritive a 10 % de NaCl non
ensemencée ont été utilisés comme témoins.

Les boites de pétri ont été placées pendant deux heures a 4°C pour permettre la diffusion
des substances antimicrobiennes. Les diamétres des zones d’inhibition ont ét€¢ mesurés apres 24

heures d’incubation a 37°C.

3. 3. Production des métabolites antimicrobiens sur milieu liquide
Pour cette étude, deux a trois colonies de 24 heures a 37°C sur Gélose Nutritive

supplémentée de 10% de NaCl, ont été inoculées dans 5 mL de Bouillon Nutritif a 10% de
NaCl. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C sous agitation (180 rpm), ces pre-cultures ont été
introduites stérilement dans des flacons de 250 mL contenant 100 mL de Bouillon Nutritif a
10% de NaCl enrichi avec les mémes composeés cités ci-dessus.

e Sources de carbone : glucose a 10%, glycérol a 10%, Tween 80 a 0,5%.

e Sources d’azote : extrait de levure & 0,2%.

e Source de phosphore : KH,PO, a 2%.

Remarque : Ces sources et leurs concentrations ont été sélectionnées sur la base des résultats
obtenus de I’optimisation de la production sur milieu liquide, dans le travail de Latati et
Mahmoudi (Latati et Mahmoudi, 2025).

Aprés 5 jours d’incubation a 37°C sous agitation (180 rpm), chaque culture a été
centrifugée a 10000 t/min pendant 30 minutes et les surnageants ont été récupérés et testés pour
leur pouvoir antimicrobien par la technique des puits (Balouiri et al., 2016).

Sur la gelose Muller-Hinton préalablement ensemenceée par les germes tests, des puits de
6 mm de diamétre ont été perforés aseptiquement en utilisant I’extrémité plate des pipettes
pasteur stériles, ensuite, un volume de 50 pL de surnageant y a été introduit. Des puits contrdles,
ont recues 50 pL de Bouillon Nutritif & 10 % de NaCl.

13
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Les boites de pétri sont placées pendant deux heures a 4°C, puis incubées a 37°C. Les

diametres des zones d’inhibition ont été mesurés apres 24 heures d’incubation.

4. L’extraction des métabolites antimicrobiens de I’isolat LMB3073

L’extraction a été effectuée a partir des surnageants et des cultures sur milieu gélosé
préparés précédemment. Trois solvants de polarité différentes ont été utilisés ; I’cau distillée, le
méthanol et I’acétate d’éthyle.

L’extraction a partir du milieu gélosé a été effectuée selon le protocole de Kim et al.
(2016). Les cultures ont éte soigneusement raclées, puis les géloses ont été découpées et placées
dans les différents solvants, a raison de deux boites pour 50 mL de chaque solvant.

Les mélanges gélose-solvant ont subi une agitation pendant deux heures a 45°C, puis une
filtration en utilisant le papier filtre. Les phases organiques ont été ensuite évaporées a 45 °C.
Les résidus secs ont été récupérés dans 1 mL du méme solvant de 1’extraction et utilisé pour les
tests d’activité antimicrobienne.

L’extraction a partir des surnageants a été réalisée selon le protocole de Rahman et al.
(2017). Chaque solvant a été utilisé dans un rapport volumique de 1:1 (v/v) avec les
surnageants. Les mélanges ont été soumis a une agitation pendant 2 heures a 45°C, puis laissés
décanter dans une burette jusqu’a une séparation complete des phases aqueuse et organique.

Les phases organiques ont été soigneusement récupérées puis évaporées a 45 °C. Les

résidus secs ont été solubilisés dans 1 mL du méme solvant d’extraction.

5. Evaluation du pouvoir antimicrobien des différents extraits obtenus

Les extraits obtenus avec les solvants organiques ont été testés pour leur activité
antimicrobienne par la méthode des puits vis-a-vis les mémes germes testés précédemment.

Des puits de 6 mm ont été creusés sur des boites contenant la gélose Muller-Hinton, puis
50 uL de chaque extrait ont été introduits. Des puits contenant des solvants purs ont été utilisés
comme contrdles négatifs.

Les boites ont éte placées a 4 °C pendant 2 heures, puis incubées a 37 °C pendant 24
heures. L’efficacité antimicrobienne a été déterminée par mesure du diametre des zoneS

d’inhibition autour des puits.
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Résultats et Discussion

1. Résultats

1. 1. Criblage des activités antimicrobiennes de la souche LMB3073 sur milieu gélosé GN

a 10% de NaCl a différente sources nutritionnelles

Apreés la revivification et la vérification de la pureté de I’isolat LMB3073, son potentiel
de production d’activités antimicrobiennes a eté évalué a I’encontre de neuf germes de
référence. Cette évaluation a été réalisée en utilisant la technique des cylindres d'agar, aprés
cing jours d’incubation a 37°C. La culture de la souche a éte effectuée sur Gélose Nutritive a
10% de NaCl (p/v) supplémentée avec différentes sources nutritives : le glucose a 1%, le
glycérol a 1% et le Tween 80 a 0,5% comme sources de carbone, 1’acide glutamique a 0.1% et
I’extrait de levure a 0,2%, comme sources d’azote, et le KH,PO, a 0,2% comme source de

phosphore. Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau N°2 et la figure N° 2:

Tableau N° 2: Diamétres des zones d’inhibition en millimétre (mm) obtenus par la

technique des cylindres d’agar.

Sources nutritives Source de carbone Source d’azote Source de
phosphore
glucose glycérol Tween 80 I’acide Pextrait KH,PO,a
al% al% a0,5% glutamique  de levure 0,2%
Les germes tests a0.1% a0,2%,
Bacillus cereus - - - - 16 -
Bacillus subtilis 9 9 7 10 13 6
Staphylococcus aureus 8 9 10 7 15 8
Micrococcus luteus 11 10 18 11 16 11
Escherichia coli - - - - 11 -
Klebsielle pneumoniae - - - - 13 -

Pseudomonas aeruginosa - - - - - _

Candida albicans ATCC 26790 - - - - 10 -

Candida albicans 1P444 - - - - 10 -
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Figure N° 2: histogramme présentant les résultats des activités antimicrobiennes de la souche

LMB3073 obtenus par fermentation sur milieu gélosé GN a10 de NaCl a différentes sources nutritives.

D’aprés le tableau N° 2 et la figure N° 2 il ressort que :

J L’expression de I’activité antimicrobienne de cette souche est influencée par la nature des
sources de carbone, d’azote et de phosphore incorporées au milieu de culture.

. La souche LMB3073 présente un spectre d’action principalement dirigé contre les
bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus)
avec une variabilité des activités liée a la nature des substrats disponibles.

o L’utilisation de différentes sources de carbone (glucose, glyéerol, Tween 80) montre une
production d’activité modeste a modérée contre Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus, avec des diameétres de zones d’inhibition variant de 7 a 10 mm. une activité
notable a été exprimée contre Micrococcus luteus (zones de 10 a 18 mm). Aucune activité
a ’encontre de bactéries a Gram négatif ou antifongique n’a été enregistrée.

o L’ajout de I’extrait de levure comme sources d’azote a amélioré considérablement les
activités antimicrobiennes, notamment contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et

Micrococcus luteus, avec des zones d’inhibition atteignant jusqu’a 16 mm. Il a stimulé
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également les activités inhibitrices de Bacillus cereus, Eschirechia coli et Klebsielle
pneumonia et les activités antifongique a 1’encontre des deux levures utilisées

o L’ajout de KH,PO, a 0,2% en tant que source de phosphore révéle une activité moderée
contre la plupart des germes a Gram positif testés, tandis que ’activité contre les bacilles
a Gram negatif et les levures reste toujours absente.

o Aucune activité inhibitrice n’a été enregistrée contre Pseudomonas aeruginosa

L’analyse comparative des diametres des zones d’inhibition indique que 1’extrait de
levure constitue la meilleure source nutritive qui favorise la production d’activités

antimicrobiennes accrues.

1. 2. Criblage des activités antimicrobiennes de la souche LMB3073 sur milieu liquide BN

a 10% de NaCl a différente sources nutritionnelles

La production des activités antimicrobiennes par notre isolat a été recherchée également
sur milieu liquide BN a 10% de NaCl enrichi par différentes concentrations de sources nutritives
qui sont : le glucose & 10%, le glycérol a 10% et le Tween 80 & 0,5% comme source de carbone,
I’extrait de levure a 0,2%, comme source d’azote, et le KH,PO, a 2% comme source de

phosphore vis-a-vis les mémes germes test utilisé précédemment.

Ces concentrations ont été choisies sur la base des résultats obtenus par Latati et
Mahmoudi (2025).

Apres cing jours d’incubation sous agitation (180rpm) a 37°C, les surnageants ont été
préparés et évalués pour leur pouvoir antimicrobien par la technique des puits. Les résultats

obtenus sont illustrées dans le tableau N° 3 et la figure N° 3:
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Tableau N°3 : Diamétres des zones d’inhibition en millimétre (mm) obtenus par la

technique des puits.

Sources nutritives Source de carbone

Source d’azote Source de phosphore

glucose glycérol Tween 80 P’extrait de KH2PO,4 a 2%

Les germes tests a10% a10% a0,5% levure & 0,2%,

Bacillus cereus - - - 13 -
Bacillus subtilis 22 - - 11 -
Staphylococcus aureus - - 12 -
Micrococcus luteus 28 22 18 13 19
Escherichia coli - - - 8 -
Klebsielle pneumoniae - - - 10 -
Pseudomonas aeruginosa - - - - -
Candida albicans ATCC 26790 - - - 8 =
Candida albicans 1P444 - - - 9 -

m glucose 10% mglycerol 10% = Tween 80 0,5%
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Figure N° 3: histogramme présentant les résultats des activités antimicrobiennes de la souche

LMB3073 obtenus par fermentation sur milieu liquide BN & 10% NaCl a différentes sources nutritives.
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D’apres le tableau N° 3 et la figure N° 3 il ressort que

Résultats et Discussion

o L’ajout de P’extrait de levure comme sources d’azote a permet la stimulation de la

production des activités antimicrobiennes sur bouillon nutritif & 10%de NaCl, vis-a-vis

tous les germes testés a I’exception de Pseudomonas aeruginosa.

o Pour la source d carbone utilisées, 1’ajout du glucose & 10% a donné les meilleurs

diamétres des zones d’inhibition a 1’encontre de Micrococcus luteus (28 mm) et Bacillus

subtilis (22 mm).

o Le glycérol (10%), le Tween 80 (0.5%) et le KH2PO4 (2%) favorise la production des

activités antimicrobiennes exclusives contre Micrococcus luteus avec des diameétres des

zones d’inhibition de 22, 18 et 19 mm respectivement.

1. 3. Comparaison approfondie de IPefficacité et la rentabilité des activités

antimicrobiennes produites par la souche LMB3073 en milieu solide (GN) et en milieu

liquide (BN)

Le tableau N° 4 résume les différentes conditions expérimentales mises en ceuvre pour

évaluer la production de métabolites antimicrobiens par 1’isolat LMB3073. En s’appuyant sur

ce tableau ainsi que sur les tableaux N° 2 et N° 3 précédents, il devient possible d’établir une

comparaison rigoureuse de 1’ensemble des données obtenues, permettant ainsi d’identifier

précisément les conditions de culture optimales favorisant une production significative

d’activités antimicrobiennes, tant en termes de rendement que d’ampleur du spectre d’action.

Tableau N° 4 : Comparaison des Conditions Expérimentales

Parametres

Milieu solide (GN a 10%
NaCl)

Milieu liquide (BN a 10%
NaCl)

Technique d'évaluation

Technique des cylindres d’agar

Technigue des puits

Sources carbonées

Glucose (1%),
Glycérol (1%),
Tween 80 (0,5%)

Glucose (10%),
Glycérol (10%),
Tween 80 (0,5%)

Sources azotées

Acide glutamique (0,1%),
Extrait de levure (0,2%)

Extrait de levure (0,2%)

Source phosphorée

KH,PO, (0,2%)

KH,PO, (2%)

Durée/Température

5 jours a 37°C (sans agitation)

5 jours a 37°C (sous agitation a
180 rpm)
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Résultats et Discussion

D’apres les tableaux, on constate que :

. Le milieu liquide BN a 10% de NaCl, avec des concentrations élevées en glucose (10%)
et en KH,PO, (2%), a montré une performance supérieure contre Micrococcus luteus (28
mm) et Bacillus subtilis (22 mm) avec glucose a 10%, et une zone d’inhibition de 19 mm
contre Micrococcus luteus avec une concentration de 2% de KH,PO,.

. L’ajout de I’extrait de levure a 0.2% a favorisé la production des antimicrobiens agissant
contre les bactéries a Gram négatif dans les deux milieux, avec des diametres plus
importants obtenus a partir du milieu solide.

. L’extrait de levure a induit également la production des antifongiques contre les Candida
albicans dans les deux milieux, mais avec une activité modeste (8 a 10 mm).

. L’ajout du Tween 80 a 0.5% dans le milieu liquide a induit la production des
antimicrobiens spécifique seulement au Micrococcus luteus, cependant, son ajout au
milieu solide a favorisé la production des antimicrobien vis-a-vis Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus.

En conclusion de cette partie, nous avons constaté que les conditions qui donnent des
zones d’inhibition élevées traduisent une activité puissante, sont souvent dirigée vers un spectre
d’action plus restreint, tandis que des zones plus modestes peuvent refléter un spectre d’activité
plus large. Par conséquent, il est judicieux d’envisager 1’extraction des métabolites produits
dans toutes ces conditions, afin d’obtenir a la fois des composés a forte activité spécifique et
des composés a spectre d’action étendu. Cette stratégie permettrait d’exploiter pleinement le

potentiel bioactif de la souche LMB3073.

1. 4. L’extraction des métabolites antimicrobiens et évaluation de I’activité des extraits

L’extraction des métabolites antimicrobiens produits par la souche LMB3073 a été
réalisée a partir d’une culture sur milieu Gélose Nutritive & 10% de NaCl et Bouillon Nutritif a
10% de NaCl supplémentés par Glucose (1%), Glycérol (1%), Tween 80 (0,5%), KH2PO4
(0,2%) et Acide glutamique (0,1%).

Quant au milieu liquide, I’extraction a été effectuée seulement a partir de la culture de la
souche LMB3073 sur Bouillon Nutritif a 10% de NaCl supplémenté par une concentration de
0,5% de Tween 80, dans le but de comparer les résultats d’extraction a partir du milieu liquide
et solide.

Trois solvants de polarité différente ont été utilisés : I’cau distillée, 1’éthanol et 1’acétate
d’éthyle. Le pouvoir antimicrobien de tous les extraits obtenus a été testé a lI'aide de la méthode

des disques en papier.
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Résultats et Discussion

Les résultats sont illustrés dans la figure N° 4 et les diamétres des zones d’inhibition
obtenus sont représentés dans le tableau N° 5.

e
Figure N° 4 : photos des résultats de I’activité antimicrobienne, Vis-a-vis quelques germes test,
des extraits obtenus a partir de milieu solide (puits de 1 a 15) et a partir du milieu liquide (puits
de 16 a 18)

1:ED KH2PO4, 2 : éthanol KH2PO4, 3 : Acétate d’éthyle KH2PO4, 4 : ED glycérol, 5 : éthanol glycérol,
6 : Acétate d’éthyle glycérol, 7 : ED Tween 80, 8 : éthanol Tween 80, 9 : Acétate d’éthyle Tween 80,
10 : ED Glucose, 11 : éthanol Glucose, 12 : Acétate d’éthyle Glucose, 13 : ED Acide glutamique,
14 : éthanol Acide glutamique, 15 : Acétate d’éthyle Acide glutamique, 16 : ED Tween 80,
17 : éthanol Tween 80, 18 : Acétate d’éthyle Tween 80.
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Résultats et Discussion

Tableau 5 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits obtenus a partir du milieu

solide et liquide.

Milieu | Source Extrait |B.c |B.s |S.a |M.l |[E.c |[K.p|P.a|C. a|C. a
de additionnée 26790 | 444
culture

Glu 1% ED - - - - 5 = - - -
Ethano | 13 | - 8 1 |- - - - -
AcEth |11 |8 10 |12 |- - 10 |- -
Gly 1% ED |- - - |- - : ; _ ;
Ethano |12 |10 |12 |12 |8 10 |8 - -

GN AcEth |9 |9 |14 [13 |9 |15 |9 |- -
10% |[Ac  glu|ED - - - ) } 3 - : -
NaCl | 0,19% Ethano | 13 |13 |19 |14 |- |- |- |- .

AcEth |13 |11 |21 |16 |- - - - -
KH2PO4 E.D - - - - - - - - -
0.2% Ethano | 10 |15 |8 11 |10 |11 |7 - =
AcEth |12 |10 |12 |13 |8 10 |8 - -

T800,5% | E.D - - - - - - - - -

Ethano |13 |14 |15 |20 |- 8 8 - -
AcEth |15 |22 |21 |22 |11 (20 |13 |- -
BN T800,5% | E.D - - - 18 |- - - - -
10% Ethano | 7 10 |- 22 |- - - - -
NaCl AcEth | 17 |- - - 16 |16 |13 |- -

Bc : Bacillus cereus, Bs : Bacillus subtilis, Sa : Staphylococcus aureus, M I : Micrococcus luteus, Ec : Escherichia
coli, Kp : Klebsiella pneumoniae, Pa : Pseudomonas aeruginosa, Ca : Candida albicans,
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Résultats et Discussion

D'apreés les résultats obtenus, il apparait que

e L'acétate d'éthyle s'est révélé étre le solvant le plus performant pour I'extraction
des métabolites produits par I'isolat LMB3073, ce qui suggére une nature apolaire
de ces composés.

e L'éthanol, présentant une polarité intermédiaire, a également permis une
extraction significative, bien que moins efficace que I'acétate d'éthyle, confirmant
ainsi le caractere majoritairement hydrophobe des métabolites.

e L'eau distillée n'a pas permis d'extraire de composés actifs, ce qui renforce
I'nypothese d'une nature non polaire des métabolites antimicrobiens produits par
la souche LMB3073.

e Aucune activité antifongique n'a été détectée contre les levures testées, ce qui
indique une spécificité antibactérienne des métabolites extraits

e Lameilleure extraction a été obtenue a partir d'un milieu gélosé enrichi en Tween
80 (0,5%), suggérant que ce composeé favorise soit la production, soit la libération
des composés antimicrobiens apolaires

2. Discussion

L’objectif principale de cette étude est de faire une comparaison entre différentes
méthodes d’extraction, mises en ceuvre a partir des milieux différent et en utilisant des solvants
organiques de polarités différentes, en vue d’extraire les molécules antimicrobiennes produites
par la souche LMB3073, une bactérie polyextrémophile isolée d’un habitat hypersalin algérien,
la grande Sebkha d’Oran,

Dans une premiére étape, un screening des activités antimicrobiennes a été effectué en cultivant
la souche sur milieu gélosé (Gélose nutritive a 10% de NaCl a et milieu liquide (Bouillon Nutritifa 10%
NacCl).

Le choix de la concentration de 10% de NaCl repose sur le fait que cette concentration constitue
I’optimum de la croissance de I’isolat LMB3073 et sur la base des résultats obtenus dans le travail de
Master de Latati et Mahmoudi (2025) qui ont trouvé que la production maximale d’activités
antimicrobiennes est obtenue a cette concentration.

La production des métabolites antimicrobien a été réalisée en cultivant 1’isolat LMB3073 sur
milieu solide (solid state fermentation) et sur milieu liquide (submerged fermentation). Ce test a été
réalisé car plusieurs études ont montré I'impact significatif de la consistance du milieu de culture
(solide ou bouillon) sur la production et la diffusion des métabolites antimicrobiennes produits

par les microorganismes.
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Résultats et Discussion

Les résultats du criblage primaire de la production des métabolites antimicrobien par
notre isolat ont révélé que la production des activités antimicrobiennes par 1’isolat LMB3073
est plus rentable par rapport au milieu liquide. Des résultats similaires ont été rapportés par
Hosny et al. (2011) avec une souche de Bacillus licheniformis NRC-18 isolée de la mer
Méditerranée, qui produisait des composés antimicrobiens uniquement en milieu solide, ce
phénomene étant attribué a une faible diffusion des métabolites en milieu liquide.

De maniére générale, la fermentation en milieu solide convient particulierement aux
microorganismes aérobies nécessitant peu d’activit¢ en eau ; I’oxygene est directement
accessible, les besoins énergeétiques sont réduits, ce qui favorise une production accrue et plus
rapide de métabolites secondaires (Al-Ansari et al., 2019).

Dans une étude comparative utilisant la chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS), Kibret et al. (2018) ont mis en évidence de nouveaux
métabolites secondaires dans les extraits de Streptomyces spp cultivés sur milieu solide, alors
que ces composes étaient absents des cultures en milieu liquide.

Certains métabolites secondaires ne peuvent étre synthétisés que par fermentation sur
milieu solide et ne sont pas produits en fermentation liquide quelle que soit I’importance de la
croissance microbienne dans le milieu liquide. Un autre exemple notable est la conoicétine, un
antibiotique actif contre diverses bactéries et champignons, y compris Staphylococcus aureus
multirésistant. Cette molécule est produite par I’ascomycéte Coniochaeta ellipsoidea
uniquement lors de fermentations en milieu solide, tandis que ce champignon, bien qu’ayant
une croissance satisfaisante en milieu liquide, n’y synthétise pas cet antibiotique (Kumar et al.,
2020).

Les germes tests utilisés pour la recherche de la production des activités antimicrobiennes
par I’isolat LMB3073 ont été sélectionnés selon une approche systématique visant a couvrir un
spectre représentatif de microorganismes. Particulierement les espéces Staphylococcus
aureus, Klebsiella  pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa  appartiennent au
groupe ESKAPE  (Enterococcus faecium,  Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp.), un
ensemble de pathogénes prioritaires identifiés par 'OMS en raison de leur implication
croissante dans les infections nosocomiales et leur capacité a développer des résistances
multifactorielles. Elles ont été largement utilisées dans diverses études portant sur 1’exploration
de composés bioactifs d’origine microbienne (Aouiche et al., 2014; Corral et al., 2019 ;
Anteneh et al., 2021; Saibi et al., 2022).
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Les méthodes employées pour le screening primaire sont la technique des cylindres d'agar
et la technique des puits, ce sont des méthodes de diffusion en milieu gélosé. Elles sont
fortement recommandée pour mettre en évidence Il'antagonisme entre les microorganismes
(Balouiri et al., 2016 ; Botta et al., 2020; Anteneh et al., 2021; Nas et al., 2021). Outre leur
simplicité, elles permettent de tester I'activité de plusieurs isolats ou extraits vis-a-vis du méme
germe test sur une méme boite de Pétri en un temps court.

La souche présente un spectre d'activité dirigé essentiellement contre les bactéries a Gram
positif, notamment Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus. Cela peut
étre d0 a la nature des parois des bactéries test. La paroi des bactéries a Gram positif est
constituée d’une couche épaisse de peptidoglycane ce qui les rend vulnérables aux composés
antimicrobiens. Par contre, la membrane externe chez les bactéries a Gram négatif limite la
pénétration des métabolites. De nombreuses études antérieures ont montré que les activités
antimicrobiennes produites par les espéces du genre Bacillus sont généralement plus actives
contre les bactéries a Gram positif. Cette spécificité serait due au fait que ces bactéries
produisent majoritairement des peptides antimicrobiens ciblant particulierement les bactéries a
Gram positif (Syed et al., 2009; Chen et al., 2010).

L’incorporation de diverses sources nutritives, a des concentrations différentes, dans le
milieu de la production, a révélé une influence significative sur I’expression du pouvoir
antimicrobien de notre isolat, en modulant soit positivement la production soit en la réprimant.
Ce qui confirme I’importance de I’optimisation des conditions nutritionnelles dans I’induction
du métabolisme secondaires chez les bactéries du genre Bacillus (Zhang et al., 2024).

Les recherches menées par Gesheva et ses collaborateurs (2005) ont démontré que la
nature des sources nutritives telles que le carbone, l'azote, le phosphore, le potassium, le
magnésium et les oligo-éléments influence de maniere notable la biosynthése des composés
bioactifs chez Streptomyces hygroscopicus (Gesheva et al., 2005). De méme, Awais et al.
(2007) ont rapporté des résultats similaires pour la production d’activités antimicrobiennes par
Bacillus subtilis. Ainsi, il est essentiel d’optimiser les paramétres physico-chimiques et la
composition du milieu de culture afin de maximiser la synthese de biomolécules. Il est toutefois
important de noter que les conditions optimales pour la production d’agents antimicrobiens ne
coincident pas nécessairement avec celles favorisant la croissance cellulaire.

L’extraction des métabolites produits par I’isolat LMB3073 a €té effectuée en utilisant trois
solvants de polarité différente a savoir I’eau distillée, 1’éthanol et lI'acétate d'éthyle. L'acétate
d'éthyle et I'éthanol se sont avérés étre de bons solvants pour extraire les composés

antimicrobiens synthétisés par cette souche. Ils permettent I’extraction a la fois des composés
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Résultats et Discussion

antibactériens actifs vis-a-vis les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. L’eau distillée
semble étre le solvant le moins efficace, avec peu ou pas d’activité Cela pourrait suggérer que
les métabolites antimicrobiens produits par la souche possédent un caractére hydrophobe et sont
peu solubles dans ’eau distillée, ce qui explique également le non efficacité de certains
surnageants. Ces observations soulignent lI'importance du choix du solvant et de la composition

du milieu de culture pour I'extraction efficace des métabolites antibactériens.
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Conclusion et Perspectives

L’objectif principal de ce travail était, d’une part, d’évaluer la production des activites
antimicrobiennes d’une souche poly-extrémophile LMB3073, isolée de la grande Sebkha
d’Oran, en fonction de différentes conditions de salinité, de type de milieu de culture et de
diverses sources nutritives et d’autre part d’extraire les molécules produites pour chaque
parametre expérimental.

Dans un premier temps la production a été recherchés sur milieu solide (GN a 10%) de
NaCl, et sur milieu liquide (BN 10% de NaCl). Les résultats ont révélées qu’une meilleure
production a été obtenue a partir de la culture de I’isolat sur GN a 10 de NaCl.

L’extraction a été effectuée, a1’aide d’une batterie de solvants de polarité différente (eau
distillée, éthanol et acétate d’éthyle), a partir de milieu solide a 10% de NaCl supplémentée
indépendamment avec 1% de glucose, 1% de glyceérol et 0 ,5% de tween 80, comme source de
carbone ; I’acide glutamique a 0,1% comme source d’azote, et le KH2PO4 & 0.2% comme source
de phosphore.

Les résultats ont montré que 1’acétate d’éthyle constitue le meilleur solvant permettant
I’extraction des métabolites agissant vis-a-vis les bactéries a Gram positif et & Gram négatif,
que ce soit a partir du milieu solide ou liquide, suivie par I’éthanol.

Egalement pour les sources nutritives, leur utilisation a montré une influence notable sur
la qualité et la quantité des métabolites produits par 1’isolat LMB3073. Il en ressort a partir des
résultats que le Tween 80 a 0,5% a exercé un effet stimulateur du pouvoir antimicrobien de la
souche.

Les résultats acquis au cours de cette étude, nous incite a

* Tester le pouvoir antimicrobien de I’isolat vis-a-vis d’autres germes d’intérét médical.

* Optimiser les conditions de production en utilisant d’autres paramétres
physicochimiques (pH, Températures), nutritives ou des substrats a faible cout comme les
déchets industriels.

Combiner plusieurs parameétre ensemble ou utiliser d’autres approches comme la co-
culture sur milieu liquide.

* Essayer d’autres solvants organiques avec des polarités différente pour I’extraction des
activités antimicrobiens.

« Faire une purification et une caractérisation des extraits par le biais des techniques de
chimie analytique tels que la chromatographie en phase gazeuse ou liquide couplée a la
spectroscopie de masse.

Tester d’autres applications biotechnologiques de ces extraits comme les activités

insecticides, antivirales et anticancéreuses.
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Abstract

This work focuses on the study of the poly-extremophilic strain Bacillus LMB3073, isolated from the Great Sebkha
of Oran, with the aim of evaluating its production of antimicrobial activities and comparing the efficiency of
metabolite extraction methods.

The strain was cultivated on solid and liquid media containing 10% NaCl, supplemented with various carbon
sources (glucose, glycerol, Tween 80), nitrogen sources (yeast extract, glutamic acid), and a phosphorus source
(KH,PO,). Antimicrobial activities were assessed against nine reference microorganisms, including Gram-
positive and Gram-negative bacteria, as well as yeasts, using agar plug and well diffusion techniques. Metabolites
were extracted using distilled water, ethanol, and ethyl acetate. The results showed that ethyl acetate provided the
most effective extraction, yielding significant inhibition zones against Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
and Micrococcus luteus. Ethanol showed moderate effectiveness, whereas distilled water showed no activity. Solid
medium enriched with 0.5% Tween 80 enhanced the production of strong antimicrobial activities. The observed
activities were primarily directed against Gram-positive bacteria, with limited action against Gram-negative
bacteria and yeasts.

These results confirm the biotechnological potential of strain LMB3073 and underscore the importance of culture
conditions and solvent choice for optimizing the production and extraction of antimicrobial metabolites.
Keywords: Bacillus, antimicrobial activities, extraction, solvents, nutritional sources.

Résumé

Ce mémoire porte sur 1’étude d’une souche poly-extrémophile Bacillus LMB3073 isolée de la grande Sebkha
d’Oran, pour objectif d’évaluer sa production d’activités antimicrobiennes et de comparer I’efficacité d’extraction
de ses métabolites.

La souche a été cultivée sur milieux solides et liquides contenant 10% de NaCl, supplémentés en différentes
sources de carbone (glucose, glycérol, Tween 80), d’azote (extrait de levure, acide glutamique) et de phosphore
(KH,PO,). Les activités antimicrobiennes ont été testées contre neuf germes de référence, incluant des bactéries a
Gram positif et Gram négatif ainsi que des levures, par les techniques des cylindres d’agar et des puits. L’extraction
des métabolites a été réalisée avec ’eau distillée, et I’acétate d’éthyle.

Les résultats obtenus ont révélé que 1’acétate d’éthyle a permis une extraction plus efficace des composés actifs,
donnant des zones d’inhibition importantes contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus.
L’éthanol a montré une efficacité intermédiaire, tandis que 1’eau distillée n’a révélé aucune activité. Le milieu
solide enrichi en Tween 80 a 0.5% a favorisé la production d’activités antimicrobiennes puissantes. Les activités
observées étaient principalement dirigées contre les bactéries & Gram positif, avec une faible action contre les
Gram négatif et les levures.

Ces résultats confirment le potentiel biotechnologique de la souche LMB3073 et soulignent 1I’importance des
conditions de culture et du choix du solvant pour optimiser la production et 1’extraction de métabolites
antimicrobiens.

Mots clés : Bacillus, activités antimicrobiens, extraction, solvants, sources nutritives



