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Résumé

Contribution a I’étude de P’activité antifongique et I’activité antioxydant des métabolites
secondaires produits par quelques bactéries du genre Streptomyces isolées des sols de la
région d’Oued el Oukrif (Saida).

Ce travail porte sur l'é¢tude de la production, et la mise en évidence de I’activité
antifongique et antioxydant de neuf souches d’actinomycétes isolées du sol de la région de Saida.
Nous avons isolé 30 souches et nous avons choisis seulement neuf souches qui ont été ensuite
identifiées génétiquement par séquencage d’ADNr 16S. Les résultats de I’identification ont
montré que les neuf isolats appartiennent au genre Streptomyces. Les souches (Streptomyces
spectabilis ,Streptomyces intermedius et Streptomyces aureoverticillatus) ont enregistré une trés
bonne activité antifongique contre la totalit¢ des souches fongiques testées(Aspergillus
ochraceus,Aspergillus parasiticus,Fusarium graminearum,Penicillium expansum) avec des
pourcentages d’inhibition de 11.877 pour la souche Streptomyces spectabilis avec la souche
fongique FG) , et de 23.927 pour la souche Streptomyces intermedius avec la souche fongique
AO et de 14.707 pour la souche Streptomyces aureoverticillatus avec la souche fongique AO .
Par contre, les autres souches (S, rutgersensis, S, rubrogriseus, S, ambofaciens) ne présentent
aucune activité antifongique contre les souches fongiques sélectionnées.Les résultats du test
d’activité antioxydant ont indiqués que I’extrait de ’isolat Streptomyces gougerotii ,est doté
d’une bonne activité¢ antioxydante vis-a-vis le DPPH et I’ABTS elle est de 99.50 % et 92.82 %
respectivement. On conclue que les actinobactéries précisément les Streptomyces possédent une

activité antifongique et antioxydant.

Mots clés : Actinobactéries, Streptomyces, activité antifongique, métabolites secondaires,

activité antioxydante.

VI



Abstract
Contribution to the study of the antifungal activity and antioxidant activity of secondary

metabolites produced by some bacteria of the genus Streptomyces isolated from the soils of
Saida ,Oued el Oukrif region .

This work deals with the study of production and highlighting the antifungal and

antioxidant activity of nine strains of actinomycetes isolated from the soil of the Saida region.

We isolated 30 strains and chose only nine strains that were subsequently genetically
identified by sequencing of 16S rDNA. The results of the identification showed that the nine
isolates belong to the genus Streptomyces. The Strains (Streptomyces spectabilis ,Streptomyces
intermedius et Streptomyces aureoverticillatus) recorded a very good antifungal activity against
all the fungal strains tested(Aspergillus ochraceus,Aspergillus parasiticus,Fusarium
graminearum,Penicillium expansum) with inhibition percentages of 11.87% for the strain
Streptomyces spectabilis with the fungal strain FG), and 23.92% for the strain Streptomyces
intermedius with the fungal strain AO and 14.70% for the strain Streptomyces aureoverticillatus
with the fungal strain AO . On the other hand, the other strains (S, rutgersensis, S, rubrogriseus,
S, ambofaciens) show no antifungal activity against the selected fungal strains.

The results of the antioxidant activity test indicated that the extract of the isolate
Streptomyces gougerotii has good antioxidant activity against DPPH and ABTS with inhibition
percentage of 99.50 % for ABTS and DPPH the percentage inhibition is 92.82%.

While the other isolates show low activity of DPPH radical scavenging and ABTS.
It is concluded that actinobacteria specifically Streptomyces having antifungal activity

and antioxidant activity.

Keywords: Actinobacteria, Streptomyces, antifungal activity, secondary metabolites,

antioxidant activity.
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Introduction

Introduction

Les voies de recherche du futur en matiere de chimiothérapie antiinfectieuse sont difficiles
a définir. En effet, les problémes actuels seront-ils ceux de demain ? Il y a quelques décennies, le
monde croyait que la science avait triomphé des maladies infectieuses et que tout était sous
contrdle. Les vaccins et les antibiotiques ont effectivement permis de vaincre ou contrdler certains
fléaux comme la variole ou la tuberculose. On a méme cru, un bref instant, que les menaces
bactériennes et virales appartenaient au passé. Mais certains événements nous rappellent que nous
devrions toujours faire face a de nouveaux défis infectieux : 8400 patients dans plus de 30 pays
ont été atteints du syndrome respiratoire aigu (SRAS) en 2003, la grippe aviaire s'est transmise
aux humains, le SIDA (grand fléau du si¢cle pass€) continue de faire des victimes, les épidémies
de fievres hémorragiques font des ravages en Afrique et de nombreuses questions restent ouvertes

sur la maladie de Creutzfeldt-Jakob.

L'émergence de nouveaux microbes et la transmission de ceux-ci ont été favorisées, entre
autres, par la mobilité croissante des gens, I'exportation d'animaux et de nourriture, une population
plus agée avec des co-morbidités plus importantes (HIV, patients transplantés, patients
immunodéprimés) ainsi que par des attitudes thérapeutiques parfois plus agressives, en particulier
dans le contexte des soins intensifs. L'apparition de nouvelles maladies et la réémergence
d'anciennes ne sont finalement que des signes d'une impressionnante adaptabilité des

microorganismes a notre environnement changeant et a nos moyens de défense.

Depuis I’introduction des antibiotiques dans 1’arsenal thérapeutique des maladies
infectieuses, les microorganismes ont développé des moyens de défense leur conférant une
insensibilité aux antibactériens. Ces résistances aux antibiotiques aux doses thérapeutiques
apparaissent plus ou moins rapidement selon la complexité chimique des antibiotiques et du
patrimoine génétique de la bactérie. Actuellement quel que soit ’antibiotique utilisé, il existe des
souches de différentes espéces bactériennes qui leur sont résistantes. Il existe pour I’instant
quelques exceptions comme 1’absence de souches de Streptococcus pyogenes résistante a la
pénicilline G. (Genné et Siegrist, 2003) Le mécanisme de résistance peut avoir comme support
génétique un géne d’origine plasmidique ou chromosomique. La réponse de la bactérie est souvent
complexe, il peut s’agir d’empécher I’antibiotique de pénétrer a l’intérieur de la cellule
bactérienne, d’inactiver le xénobiotique par des enzymes ou modifier le site d’action de
I’antibiotique, voir de synthétiser des systemes additionnels qui permettent de contourner 1’action

de I’antibiotique, voir de le refouler activement a I’extérieur (efflux).



Introduction

Toutes les especes ou genres bactériens sont concernés par le phénomene de la résistance
aux antibactériens posant parfois de véritables problémes thérapeutiques. La résistance aux
antibactériens est un phénomeéne universel, qui semble plus aigu dans certains pays en voie de
développement du fait de la monotonie des antibiotiques utilisables. Dans les pays industrialisés,
le méme phénomene peut étre décrit du fait de pression sélective dans un hopital donné, ceci a été
bien démontré avec 1'usage intensif en monothérapie de la ceftazidime ou 1’'usage excessif de
I’imipéneéme dans les unités de soins intensifs qui a permis 1I’émergence de Stenotrophomonas

maltophilia (Bryskier, 1999).

Devant cette émergence de I’antibiorésistance, la découverte de nouvelles molécules

représente donc un besoin qui ne peut étre comblé que soit par :
- ’extraction de nouveaux dérivés chez des mutants de souches répertoriés,

- la réalisation de nouvelles molécules semisynthétiques a partir de structures connues ou

la synthése de nouveaux dérivés,

- I’analyse des produits de fermentation de nouvelles especes bactérienne ou fongiques

isolées d’écosystémes peu ou pas explorés.

C’est cette derniere voie que nous avons adoptée lors de notre étude. De nombreux
organismes capables d’¢laborer des molécules a activité antimicrobienne peuvent étre exploités
parmi lesquels nous citerons : les microorganismes, les plantes, les lichens, les insectes et les

mollusques (Berdy, 1974).

Dans cette étude, nous évaluons I’activité antifongique et antioxydant des métabolites
secondaires produits par quelques souches d’actinobactéries isolées des sols forestiers de la la forét
de la vile de Saida. Pour se faire, une synthése bibliographique représentant la premiére partie de
notre travail est établie, dans laquelle, nous illustrons les notions de base concernant 1'abondance,
la diversité, la distribution, et I’importance des actinobactéries. Cette partie est achevée par une
vue générale sur le stress oxydatif et leur impact sur ’organisme vivant ainsi que les antioxydants

et leur importance.

La partie expérimentale représente la seconde partie de notre travail, elle dévoile la
méthodologie et les techniques utilisées pour la réalisation de cette étude. Cette partie est
accomplie par les principaux résultats obtenus et leurs discussions. L’étude est achevée par une

conclusion générale et des perspectives.
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Revue bibliographique Généralité sur les Actinobactéries

I. Généralité sur les Actinobactéries
I.1. Définition et caractéristiques généraux des Actinobactéries

Les actinomycetes appartiennent a la classe des Actinobacteria, bactéries a Gram positif
de haut coefficient de Chargaft (%GC) : généralement compris entre 60 et 75 %. Le phylum des
Actinobacteria est grand et complexe (Riche et Mehenni, 2017). La famille des Actinobacteries
comprend un groupe de microorganismes unicellulaires, leur croissance est lente avec un temps
de génération de 2 a 3 heures, ils croissent en I’espace de quelques jours a quelques semaines. Ils
sont abondamment distribués dans la nature (tableau 1). Il représente I'une des unités
taxonomiques les plus importantes parmi les 18 lignées principales actuellement reconnues dans
le domaine des bactéries (Ventura et al., 2007). Les actinomycétes ont été considérés comme un
groupe intermédiaire entre bactérie et champignons (Andriambololona, 2010). Cela explique
leurs dénominations en grec « Champignons a rayons » ou « Champignons rayonnants »,
expression utilisée pour les désigner en Anglais (Ray fungi) (Belaidi et Sahour, 2015). Il existe
des formes de transition, mycéliennes typiques et unicellulaires, présentant une aptitude peu
marquée a former un mycélium ramifié. Le diametre des filaments des formes mycéliennes est
toutefois environ deux fois plus faible (0,5 a 1,2 pm) que celui des mycélia de champignons.
Maintenant, ils sont reconnus comme des procaryotes (Souhila, 2012). Il regroupe 6 ordres, 13
sous-ordres, et plus de 200 genres bactériens. Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses
dont la croissance donne lieu a des colonies constituées d'hyphes, qui irradient par croissance
centrifuge tout autour du germe qui leur a donné naissance. Sur les milieux solides, ils forment
des colonies souvent pigmentées pendant une semaine, ces colonies peuvent étre de couleurs
(gris, vert, rouge...) provenant de 1'accumulation d'hyphes ramifiés a contour lisse ou échancré a

aspect compact, poudreux ou en chou-fleur (Kitouni, 2007)
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Tableau 01 : Fréquence des divers genres d’actinomyceétes dans le sol. (Belaidi et

Sahour,2015).

Genres Fréquence (%)
Streptomyces 95,34

Nocardia 1,94
Micromonospora 1,40
Thermomonospor 0,22
Actinoplanes 0.20
Microbispora 0.18
Mycobacterium 0.14

Streptosporangium 0.10

Actinomadura 0.10
Micropolyspora 0.10
Pseudonocardia 0.06

I.2. Ecologie et distribution dans la nature

D’apreés (Belyagoubi, 2014), les actinomycetes colonisent une large variété¢ d'habitat,
comme le démontre le tableau 02, ils sont saprophytes dans le sol, et participent a la dégradation
de la matiere organique et a la formation de I’humus, tout comme les champignons. Les
actinomycetes du sol sont surtout présents en surface, entre 0 et 2 m de profondeur. Ils
produisent des substances spécifiques telles que la géosmine et le 2-méthyl isobornéol qui sont
responsable de I’odeur caractéristique des sols. Leurs proportions par rapport aux autres
microorganismes oscillent entre 10 et 50 %. Le rapport microorganisme totaux/actinomycetes,
diminue au fur et a mesure que la profondeur augmente. Selon (Kitouni, 2007), la couche
superficielle contient au moins 80% de bactéries actinomycétales par rapport au nombre total des
microorganismes, tandis que la couche située a une profondeur de 80 cm n’en contient plus que
16 a 40%. Les actinomycétes sont généralement plus nombreux que les champignons, mais

moins abondants que les autres bactéries.
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Tableau 02 : Répartition des actinomycetes dans la nature. (Kitouni, 2007).

Genre Habitat

Actinomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau, litiére

Frankia Nodule de racine
Microbispora Sol

Micromonospora Sol, eau

Nocardia Sol, eau

Rhodococcus Sol, eau, fumier, liticre
Sacharomonospora ~ Matiere en décomposition
Stéptomyces Sol, eau, litiere

Stréptosporangium Sol
Thermomonospora Matiere en décomposition et fermentation

L.3. Classification des actinomycétes

Le phylum Actinomycetes tel qu’il figure dans le Bergey’s Manual (2004) renferme une
seule classe : Actinomycetes, cette classe est subdivisée en 5 sous classe, 6 ordres 13 sous ordre
(dont 9 appartiennent a ’ordre des Actinomycétales), 41 familles, 193 genres et pres de 1711
especes. Tous les membres de cet ordre sont caractérisés par leur grande teneur en G+C %, et
présentent une grande différenciation quant au développement de leur cycle de vie. L’ordre des
Actinomycétales comprend des genres d’une grande variabilité morphologique, allant de la forme
cocci (Micrococcus) a un cycle batonnet-cocci (Arthorobacter) en passant par ceux formant des
hyphes qui se fragmentent (Nocardia, Rhodococcus) et ceux qui possedent un mycélium
persistant et bien différencié. La famille des Streptomycetaceae comprend 10 genres
Streptoverticillium,  Streptacidiphilus, =~ Microellobosporia,  Kitasatospora,  Kitasatoa,
Elytrosporangium, Chainia, Actinosporangium, Actinopycnidium et Streptomyces et plus d’une
centaine d’especes. Les différentes forment de spores qui caractérisent cette classe est illustré

dans la figure O1.
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Figure 01. Différentes chaines de spores chez les actinomycetes. (Saci et Safane,2015).
L.4. Le cycle de vie

Le cycle de vie de nombreux actinomycétes commence par la germination des spores
(Figure 2), processus qui nécessite la présence des ions de calcium. Cette germination donne
naissance a un mycélium primaire ramifi¢ (O'Gara et al, 2008). Un mycélium aérien vient de
se dresser au-dessus du mycélium de substrat. En effet ce dernier s’autolyse et les produits de la
lyse sont utilisés par le mycélium aérien, c’est a ce moment-la que les composés médicalement

utiles sont synthétisés, et on les appelle métabolites secondaires (Smaoui, 2010).

A lextrémité du mycélium aérien se forme des spores asexuées a paroi fine appelées
conidies ou conidiospores, ces spores naissent par séptation du mycélium primaire

habituellement en réponse a un stresse d’environnement (manque de nutriment). Si les spores
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sont localisées dans des sporonges, on les appelle des sporongiospores. Généralement ces spores
ne sont pas résistantes a la chaleur, mais résistent bien a la dessiccation et ont de ce fait une

importante valeur adaptative, (Prescott et al., 2010).
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Figure 02 : Cycle de développement des actinomycétes sur milieu solide. (Riche et Mehenni.

2017).

L.5. Réle des actinomycétes dans le sol

Dans le sol, la densité des actinomycetes, essentiellement représentés par les genres
Nocardia et Streptomyces, est en général 3 a 15 fois plus faible que celle des bactéries et varie
entre 10° et 10® unités/g de sol. Leur densité augmente dans les sols alcalins et décroit dans les
sols submergés. Leur réle dans le sol est important en raison de leur aptitude a dégrader les
substances organiques non biodégradables par les champignons et les bactéries, et a produire des
substances probiotiques et antibiotiques (Kieser ez al., 2000). Les premiers stades de la
dégradation de la matiére organique sont le fait des bactéries et des champignons, les
actinomycetes ne se développent pas durant ces premiers stades en raison de leur inaptitude a la
compétition, par contre, ils se développent relativement bien sur une matiere organique

partiellement dégradée et inapte a porter une microflore fongique et bactérienne (Souhila, 2012).
1.6. Importance environnementale des actinomycétes.

D'aprés Saci et Safane (2015), les actinomyceétes ont un role important dans les
processus de recyclage et de biodégradation de la matiére organique et contribuent ainsi a la
fertilisation des sols. Ils ont un grand pouvoir de transformation des substances organiques

complexes difficilement ou non dégradables par les autres microorganismes, tels que les
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polymeéres complexes, les polysaccharides, les lignocelluloses, la chitine...etc. Ils sont aussi
capables de dégrader certaines toxines produites par des champignons toxinogénes et réduire
aussi leur teneur dans les produits finaux en agro-alimentaire. Leur pouvoir antagoniste prononcé
leur confére un rdéle dans la distribution écologique des microorganismes et dans la lutte

biologique contre certains agents phytopathogénes du sol.
1.6.1. Dans les domaines médical, vétérinaire et industriel

D'aprés (Belaidi et Sahour, 2015), les actinomycetes ont fourni un nombre considérable
de composés bioactifs de haute valeur commerciale, et sont recherchés de facon routini¢re dans
le but de découvrir de nouvelles substances bioactives. Les antibiotiques ont aussi trouvé une
application dans les élevages industriels d’animaux. Ils sont utilisés non seulement pour
combattre les maladies des animaux et des plantes, mais aussi dans I’alimentation pour

augmenter les rendements zootechniques.
1.6.2. Dans le domaine agronomique

En plus de la production d’un grand nombre de métabolites d’importance commerciale,
les actinomycétes possedent d’autres potentiels intéressants tels que leur implication dans le
processus de recyclage. En effet, ils sont vitaux pour le recyclage des nutriments et comptent
parmi un nombre réduit d’organismes utilisés en bio remédiation, capable de dégrader des
composés organiques complexes tels que la chitine et grace a un potentiel enzymatique riche
ainsi que des spores résistantes a la dessiccation. Ils ont la possibilité de s’adhérer aux interfaces
non miscibles & I’eau en raison de I’hydrophobicité de leur paroi cellulaire. Ils sont aussi
capables de dégrader des hydrocarbures chlorés ainsi que des composés organiques complexes.
Le genre Frankia est également trés important pour un bon nombre de plantes, provoquant des
nodulations aux racines permettant ainsi la fixation de I’azote par la plante hote. (Belaidi et

Sahour, 2015).
L.7. Métabolites des actinomycetes

D'aprés (Benbara et Lalali, 2017), les actinomycetes ont des métabolites dits « primaires
» qui s’impliquent essentiellement dans la formation de la structure cellulaire et permettent le
bon fonctionnement du métabolisme général. Les métabolites secondaires concernent ceux qui
ne s’impliquent pas directement dans la vie et la croissance de 1’organisme. Les actinomycetes
ont prouvé leur capacité a produire divers métabolites secondaires présentant des activités
biologiques trés variées telle que : antifongiques, antitumorales, antibactériennes,
immunosuppressives, insecticides et inhibitrices d’enzymes. La figure 3 résume les différentes

classes de molécules bioactives produites par les actinomycetes.
8
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Figure 03 : Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycetes. (Conn, 2005).
L.7.1. Les antibiotiques

Apres la découverte de la Pénicilline par Alexander Fleming en 1928, le début de la
production industrielle des premiers médicaments a base de cette molécule a eu lieu pendant la
deuxiéme guerre mondiale. Ces molécules ont été étudi€es particulierement pour leurs valeurs et
importances en thérapie humaine et vétérinaire suite a leur effet majeur sur la santé, la nutrition
et méme I’économie de la société (Coates et Hu, 2007). Les antibiotiques sont des métabolites
secondaires dont la synthése, dans la majorité des cas, débute a la fin de la phase exponentielle
de la croissance microbienne (Benbara et Lalali, 2017). Ils sont produits par un large éventail
de microorganismes fongiques et bactériens, et inhibent ou tuent a faibles concentrations
spécifiquement d’autres microorganismes. Un grand nombre d’antibiotiques a été identifié en
milieu naturel, mais moins de 1% sont utiles. Ces molécules peuvent étre synthétisées par
plusieurs microorganismes tels que les bactéries non mycéliennes qui couvrent pres de 12 % puis
les champignons avec un pourcentage de 22 % et la grande proportion est prise par les
actinomycetes avec un pourcentage de 66% (chez lesquelles le genre Streptomyces domine avec
55 %) (Figure 4) (Berdey, 2005). Un microorganisme peut produire plusieurs antibiotiques et

divers microorganismes taxonomiquement ¢loignés peuvent produire le méme antibiotique.
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Figure 04 : Secteur angulaire de la répartition de production des antibiotiques entre les

microorganismes. (Berdy, 2005).

Les antimicrobiens utilisés a I’heure actuelle peuvent étre classés selon divers
critéres (1’origine, la nature chimique, le mécanisme d’action et le spectre d’action), pour qu’ils
soient toxiques pour les bactéries, mais inoffensifs pour I’hote a qui on administre le traitement.
Les antibiotiques utilisés ont pour cibles principales les constituants moléculaires proprement
bactériens ou fongiques et actuellement, les molécules disponible agissent en priorités au niveau
de la biosynthése et le maintien de la paroi cellulaire, des protéines, et ’ADN bactériens
(Benbara et Lalali, 2017). Plusieurs d’antibiotiques naturels ont été structuralement modifiés au
laboratoire pour augmenter leur efficacité formant la classe des antibiotiques semi-synthétiques
(Madigan et Martinko, 2007). Le tableau 3 illustre les différent classe d’antibiotique produits

par les actinomycetes.
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Tableau 03 : Classe d’antibiotiques produits par les actinomycetes (Berdy, 2005).

Classe d’antibiotique  Antibiotique

Les aminoglycosides streptomycine, néomycine, kanamycine, gentamicine
Les macrolides érythromycine
Les ansamycines rifamycine
Les béta-lactames thiénamycine
Les peptides viomycine, thiostrepton, actinomycine, pristinamycine
Les tétracyclines chlortétracycline, oxytétracycline
Les nucléosides puromycine
Les polyenes nystatine, candicidine, amphotéricine
Les polyéthers monensine
L.7.1. Enzymes

Les Actinobactéries ont une gamme variée d'activités enzymatiques (Tableau 5) et sont

Capables de catalyser diverses réactions biochimiques (Das et al., 2006).
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Tableau 04 : Les principaux enzymes produits par les Actinobatéries

Enzyme Caracteres Mécanisme L’utilisation Les
généraux organismes
producteurs
Amylases | - Ceci a été suivi de | Hydrolysent les Grande
plusieurs molécules importance dans
la Le genre
rapports d'amylases | d'amidon pour donner Streptomyces
digestives ) _ biotechnologie est
divers Prodults, y actuelle avec des o
et d'amylases de compris applications allant considéré
malt sous ) d Comme source
les dextrines et des ©
forme de -oet - polymeéres l'alimentation. de potentielle
amylases. progressivement plus la fermentatiojn d'enzymes
etits composés ’
- Les amylases 1(31' ités d P ! (Pandey et al, amylolytiques
euvent Stre unités de glucose 2005)
p (Windish et Mhatre, (Stamford et
divisées en deux 1965) al., 2001)
catégories
endoamylases et
exoamylases
Chitinase | Un polymeére Les chitinases Impliquée dans le
linéaire insoluble hydrolysent processus de
en B-1,4 de o production de
les liaisons B-1,4 dans mono-et _
nacetylglucosamine | la d'oligosaccharides Sont produites
par de
(GIcNAc) est le . . S partir de 1
d polvmere Je | chitine, ce qui donne a partir de 1a
second polymere le chitine. nombreux
plus principalement la N-N organismes,
' Ry ot -Est un agent
abondant de la La.-dlacetylchltoblose, o ' tels
) qui est antifongique .
nature que des virus,
_ ; ; potentiel grace a =
- Ce polysaccharide en outre dégradée par des bactéries,

se trouve dans les
parois cellulaires
des champignons et
de l'exosquelette
des insectes et des
coquilles des

les

N-
acétylglucosaminidases

au monomere GIcNAc

son activité de
dégradation de la
chitine (Kunz Et
al. 1992 ;
Mathivanan et
al.,

des
actinobactéries,
desplantes et
des animaux
plus élevés
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crustacés

(Tsujibo et al., 2003)

1998)

Xylanases

Xylan est un
composant

dominant dans
hémicelluloses,

est I'une des
substances

organiques les plus
abondantes

sur terre Elle a une
excellente

application dans
l'industrie des

pates et papiers
(Chen et al.,

1997)

Le traitement par la
xylanase a des
températures ¢levées

perturbe la structure de
la

paroi cellulaire

Facilite
I'élimination de la

lignine dans les
différents stades
du blanchiment

- Doivent
manquer
d'activité

cellulaire pour
éviter I'hydrolyse
des fibres de
cellulose

- Faciliter leur
diffusion dans les
fibres de la pate
(Niehaus et al.,
1999)

Streptomyces
sp. Ont été

signalés pour
produire des

xylanases
(Bode et
Huber

2005)
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I1. Stress oxydant et les antioxydants
I1.1. Le potentiel antioxydant

Au milieu des années 1950, Gerschman a démontré que 1’oxygéne, molécule pourtant
indispensable a la vie, présente également une toxicité pour I’organisme (Messali et Senad,
2017). En effet elle est susceptible d’entrainer des effets dommageables dans I’organisme via la
formation de radicaux libres et d’especes oxygénées réactives (EOA) (Haleng et al., 2007). Ces
radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour
l'organisme a dose raisonnable ; mais la production peut devenir excessive ou résulter de
phénomenes toxiques exogenes et l'organisme va devoir se protéger par différents systeémes

antioxydants (Favier, 2003).
I1.2. Stress oxydatif
I1.2.1. Historique

Les Radicaux libres, les espéces réactives d’oxygene (ERO), le stress oxydant et
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la santé
et méme pour le grand public. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il faut rappeler
que dans le milieu des années 50, Gerschman puis Hartman évoquaient déja la toxicité de
I’oxygene et la « free radical theory » pour expliquer le processus du vieillissement. En 1969, les
Américains McCord et Fridovich isolent a partir de globules rouges humains un systéme
enzymatique antioxydant superoxyde dismutase « SOD », démontrant ainsi pour la premicre fois
que notre organisme produit des especes réactives d’oxygene « ERO » dont il doit se protéger.
Cette découverte sera le point de départ d’une intense recherche scientifique dans le monde

entier sur le stress oxydant et les antioxydants (Favier, 2003).
I1.2.2. Définition Stress oxydant

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systémes
oxydants et les capacités anti-oxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire (Baronki, 2006). Il semble que I’origine d’un stress oxydant ne soit pas la génération
d’ERO elle-méme, mais le déséquilibre spatiotemporel entre la production d’ERO et leur

¢limination (Morel, 2007).
I1.2.3. Les conséquences du stress oxydant

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires, induit

des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de la
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membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriere et d’information (Koechlin-
Ramonatxo, 2006). La toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines. Les EOR sont en
effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant
¢galement leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la tyrosine,
I’histidine, la cystéine et la méthionine. Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons
peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques. L’ADN, qu’il soit nucléaire ou
mitochondrial, est également une cible majeure des EOR. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec
les désoxyriboses de I’ADN, mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations
structurales lorsqu’elles ne sont « réparées » entrainent a long terme des altérations géniques

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la
dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et l'expression
de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront 1'apoptose, alors que de forts stress
provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane cellulaire,
entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par
le stress oxydant : Mutation, carcinogenese, malformation des foetus, dépot de protéines
anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépdt de lipides oxydés, immunosuppressions

(Favier, 2003).
I1.2.4. Les maladies liées au stress oxydant

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'dge, car le
vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale de
radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedéme pulmonaire,

vieillissement accéléré (Atti, 2014).

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies
plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003).
I1.3. Définition Radicaux libres

Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou

plus) non apparié. De par sa structure particuliere, il a tendance a attirer les électrons d’autres
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atomes et molécules pour gagner sa stabilité. Plusieurs éléments peuvent étre a 1’origine de

radicaux libres. Les sources des radicaux libres sont nombreuses (Bouhadjra, 2011).
I1.3.1. Nature des radicaux libres
a. Espéces réactives dérivées de ’oxygéne (ERO)

L’oxygene doit sa grande réactivité a sa structure particuliere. En effet, il posséde deux
¢lectrons célibataires non appariés sur sa couche orbitale externe. Cette molécule est essentielle

au bon fonctionnement de I’organisme (Mohammedi, 2005).
a.1 Ion superoxyde O

L’ion super oxyde O2™ est un dérivé tres réactif de I’oxygene, relativement stable, il n’est
pas trés toxique pour I’organisme, mais il est a ’origine de cascades de réactions conduisant a la

production de molécules trés nocives. (Bouhadjra, 2011).
a.2 Radical libre hydroxyle OH.

Le radical libre hydroxyle (OH.) est trés réactif. Il peut réagir avec de nombreuses
molécules comme I’ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et étre a I’origine de 1ésions

de nécrose. C’est un dérivé de 1’ion super oxyde (Bouhadjra, 2011).
a.3 Oxygeéne singulet

Lorsque de I’énergie est apportée a l'oxygene, celui-ci passe a I’état singulet qui
représente la forme activée. C’est une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut
oxyder de nombreuses molécules. Il est formé a partir de I’ion superoxyde selon la réaction

suivante :
‘0-Or 102 (sous I’action de la lumiére) (BOUhadjra, 2011)-
b. Espéces libres non oxygénées :

Les especes libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules
avec les especes réactives dérivées de ’oxygene. Ils peuvent a leur tour réagir avec d’autres
molécules et étre a ’origine de la multiplication des réactions d’oxydation et de la propagation

de dommages oxydatifs. Nous citerons, par Exemple :

e Les acides gras peroxydés, résultats de I’action des especes oxygénées sur les membranes

biologiques.

e Les fractions protéiques.
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e Les acides aminés et les acides nucléiques peuvent aussi réagir avec les ERO générant

des molécules réactives et nocives (Bouhadjra, 2011).
I1.3.2. Origine des radicaux libres
a. Origine endogene

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, la plupart des
radicaux libres se forment au cours du métabolisme de I'oxygeéne (réduction de l'oxygene
moléculaire en eau) dans les mitochondries. Le passage d’une molécule d’oxygéne a deux

molécules d’eau nécessite ’action de quatre ¢lectrons selon 1’équation :
0, +4e-+4 H+ —»2 H,0.

Cependant, et jusqu'a 5 % des cas, on peut assister a une réduction incomplete de
’oxygéne en eau. Cette réduction incompléte aboutit a la production de I’oxygéne singulet ('0,)
mais surtout de ’anion superoxyde (Oze-). La dismutation de O2e- va donner naissance au
peroxyde d'hydrogéne (H202) puis indirectement au radical hydroxyl (¢*OH) (Pincemail et al,
2002 ; Valko et al. 2006).

Les radicaux libres peuvent également étre produits lors de la défense antibactérienne.
Les cellules phagocytaires (macrophages, neutrophiles...) activées pendant la réaction
inflammatoire, vont libérer un anion superoxyde O2e-. Ce phénomeéne est appelé¢ la flambée
respiratoire. Les radicaux superoxydes formés peuvent alors subir eux aussi des transformations

donnant naissance aux dérivés oxygénés toxiques.

La régulation des fonctions cellulaires Iétales telle la mort cellulaire programmée
(apoptose) fait appelle aussi a la production endogéne des radicaux libre (Pincemail et al, 2002 ;

Valko et al. 2006).
b. Origine exogene

L’organisme humain est soumis a I’agression de différents agents extérieurs capables de

donner naissance a des especes oxygénées réactives (Favier, 2003) :

e Les rayonnements UV (par I'intermédiaire d’agents photo sensibilisants) et les radiations
ionisantes induisent la synthése de radicaux libres dérivés de 1’oxygene tels que O2:-,

OHe, !0, et de molécules génératrices de radicaux libres.

e L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2), des toxiques présents dans notre

environnement (suie, goudron, tabac, polluants industriels) sont également responsables
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de la synthése de radicaux libres. Ils sont & I’origine d’une auto-oxydation des acides gras

poly insaturés (AGPI) des alvéoles pulmonaires (Favier, 2003).

Il a aussi été montré que I’ingestion d’alcool pouvait étre a I’origine de la production de
radicaux libres. Mais aussi certains médicaments (Favier, 2003 ; Mohammedi, 2005).

L’infection au VIH a pour effet d’accroitre la production de radicaux libres.

D’autres facteurs sont également capables de générer des radicaux libres dans
I’organisme, en citant, les rayonnements UV, les particules inhalées (amiante, silice) l'ingestion
d'alcool, des anticancéreux (Favier, 2003). La figure 4 démontre I’origine des différents radicaux

libres oxygénés et especes réactives de I’oxygene impliqué en biologie.
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Figure 05. Origine des différents radicaux libres oxygénés et espeéces réactives de I’oxygene

impliqué en biologie. (Favier, 2003).
11.3.3. Cibles des radicaux libres

D'aprés (Messali et Senad, 2017), Lors d’un stress oxydant, les espéces oxygénées
réactives (EOR) non « détoxiquées » par le systéme antioxydant attaquent et endommagent par
oxydation les macromolécules contenues dans les cellules, directement a leur contact,

notamment les lipides, les protéines et I’ADN.
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a. La membrane

L’attaque des radicaux libres des doubles liaisons lipidiques membranaires induit des processus
de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de la membrane altérant

de ce fait ses fonctions d’échange, de barriere et d’information .
b. L’ADN

Les EOR, et plus spécifiquement le radical hydroxyle, peuvent provoquer des dommages
des acides nucléiques. En provoquant des cassures, des mutations ou endommager le processus
de réparation de ’ADN. De plus, les EOR peuvent induire des modifications au niveau de la
transcription ou de la traduction de I’ADN et ainsi aboutir a la formation de protéines altérées.
Ces modifications peuvent étre a ’origine de phénoménes mutageénes ou d’un vieillissement
accéléré.

c. Les protéines

Les effets des EOR sur les protéines sont complexes, allant du clivage des chaines
latérales des différents acides aminés jusqu’au squelette protéique. Les protéines les plus
sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent un groupement sulfhydriles
(SH). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui sont ainsi
oxydées et inactivées. Les protéines peuvent alors soit subir des réticulations par formation de
pont bi-tyrosine, soit subir des coupures et soit des modifications de certains acides aminés. En
outre, les protéines oxydées peuvent aussi devenir trés hydrophobes soit par suppression de
groupements amines ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales, ce qui
conduit a la formation d’amas anormaux dans ou autour des cellules. Ces amas associés aux

lipides forment les dépots de lipofuschines, caractéristiques des tissus des personnes agées.
I1.4. L’activité antioxydante

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir I’équilibre
oxydant /antioxydant afin de préserver les performances physiologique de I’organisme. Les
antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus d’un intérét certain
dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles dans la prophylaxie et

le traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé (servais, 2004).
11.4.1. Définition d'un antioxydant

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement les

rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
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nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la
durée de conservation du produit (Hellal, 2011). En outre, ’antioxydant alimentaire idéal, doit
étre soluble dans les graisses, efficace a faible dose, et non toxique, n’entraine ni coloration, ni
d’odeur, ni saveur indésirable, résistant aux processus technologiques, il est stable dans le

produit fin (Hellal, 2011).
11.4.2. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006). D’une maniére
générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-méme
plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome

d’hydrogene ou d’¢électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol (Favier, 2006).

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1I’oxygene, ou des agents de terminaison capables
de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non
radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant
rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel
acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de I’oxygene

singulet pour la transformer en chaleur (Hellal., 2011).
11.4.3. Les sources d’antioxydants
a. Les médicaments

Actuellement, plusieurs agents thérapeutiques notamment les antihypertensifs, les béta
bloquants, les anti-inflammatoires non stéroidiens, Ont été évalués pour leurs propriétés
antioxydantes. On cite les exemples : Le Probucol agit comme un antioxydant en supprimant
I’oxydation des lipoprotéines de basse densité, la N-acétylcystéine agirait de manicre

significative dans la régénération d’un antioxydant connu : le glutathion (Calvin, 2001).
b. Les antioxydants naturels

Ces derni¢res années, I'intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, I’identification et la quantification de
ces composes a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les

produits agroalimentaires.  Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine
20



Revue bibliographique Stress oxydant et les antioxydants

A), l’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés

phénoliques.

Les antioxydants d’origine naturelle sont présents dans toutes les parties des plantes
supérieures et sont en générales des composés phénoliques. Ils agissent par la désactivation des
radicaux par création d’addition covalente, la réduction des métaux ou de peroxydes, la
complexation d’ions et de métaux de transition et le captage de I’oxygene singulet. Le (Tableau

4) énumere les principaux antioxydants (Mohammedi, 2006).

Tableau 05. Principaux antioxydants non enzymatique et sources alimentaires associées

(Mohammedi, 2006).

Principaux nutriments antioxydants Sources alimentaires

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron

Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais, beure, ceuf, noix

B -carotene Légumes et fruits

Sélénium Poisson, ceuf, viandes, céréales, volaille

Zinc Viande, pain complet, légumes verts, huitres, produit
laitiers

Flavonoides Fruits, légumes, thé vert

Acides phénoliques Céréales complétes, baises, cerises

Tannins Lentilles, thé, raisins

b.1. La vitamine E

La vitamine E prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les
radicaux péroxyles. Elle est retrouvée dans les huiles végétales, dans les noix, les amandes, les

graines, le lait, les ceufs et les 1égumes a feuilles vertes (Aouissa, 2002).
b.2. Le B-caroténe

Le B-caroténe posséde, outre ’activité provitaminique A, la capacité de capter I’oxygene
singulet. Il est présent dans les légumes vertes, les épinards, les carottes, la papaye et d’autres
fruits jaunes. Sa constitution polyenique (Figure 6) lui confére une capacité de piégeage de
I’oxygene par formation d’un dioxétane (addition d’une olifine et d’une molécule d’oxygene) ou
par production d’hydropéroxydes (insertion d’ oxygeéne dans toutes liaisons C-H conjuguées

d’une double liaison) susceptibles d’étre réduits a leur tour.
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Figure 06. Structure chimique de B-caroténe.(Mohammedi, 2006).
b.3. La vitamine C

La vitamine C empéche I’oxydation des LDL produites par divers systémes générateurs
d’especes réactives de I’oxygene (neutrophiles activés, cellules endothéliales activées,
my¢loperxoydase). Lors de son oxydation en acide dé¢hydroascorbique, elle passe par une forme
radicalaire intermédiaire qui joue un role essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydée.

Elle est présente dans les légumes, le chou, le persil, les agrumes, le kiwi.
b.4. Le sélénium

Le sélénium est un antioxydant essentiel. Il agirait comme une coenzyme pour la
gluthation péroxydase, enzyme antioxydant capable de réduire les lipides oxydés des membranes
cellulaires (Daas, 2009). Le sélénium est capable d’interagir dans I’organisme avec de nombreux
métaux (As, Cd, Pb, Hg) et est de de ce fait susceptible de moduler leur toxicité. Le sélénium
agit a plusieurs niveaux dans le métabolisme de I’acide arachidonique notamment en contrdlant
la concentration intracellulaire des hydroperoxydes, ce qui explique son action anti-aggrégante.
Un role bénéfique du sélénium est décrit en dermatologie et dans la prévention de maladies
rhumatologiques. Le sélénium pourrait également diminuer de fagon tres significative
I'incidence générale des cancers et serait responsable des effets anti-cancéreux et
antivieillissement. Il est efficace dans le traitement de 1’arthrose. On le retrouve dans la viande,
le poisson, et les céréales. Il a été montré qu’un apport quotidien en sélénium de 200

microgrammes faisait baisser de moitié le risque du cancer de la prostate (Mohammedi, 2006).
b.5. Le zinc

Son importance dans la prévention des effets toxiques dus aux radicaux libres est
primordiale. Le zinc joue un réle dans I’activité et le maintien de la SOD qui est un piégeur
capital des ions superoxydes. Il protege également les groupements thiols des protéines et peut
inhiber partiellement les réactions de formation des espeéces oxygénées induites par le fer ou le

cuivre (Mohammedi, 2006).
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b.6. Les polyphénols

Les polyphénols naturels vont de molécules simples, comme les acides phénoliques, a des
composés hautement polymérisés comme les tanins. Les polyphénols végétaux ont d’abord été
étudiés pour leurs effets protecteurs contre les pathogénes ou le rayonnement UV. Ils ont été
pendant longtemps considérés comme des facteurs antinutritionnels. C’est un regard tout a fait
différent qu’on leur porte aujourd’hui, apres la reconnaissance de leurs propriétés antioxydants.
Leur nature chimique fait de ces composés des agents réducteurs et ce sont, par ailleurs, les
antioxydants les plus abondants dans notre alimentation. On en consomme en moyenne 1g par
jour. Les bienfaits des polyphénols alimentaires suggérent un role protecteur a ’encontre des

cancers et des maladies chronique.
c. Les antioxydants de synthéses

Les butylhydroxyanisole (BHA) (E320) et le butylhydroxytoluéne (BHT) (E321) sont les
antioxydants synthétiques les plus utilisés dans I’industrie agroalimentaire. Ils sont stables dans

les conditions opératoires de plupart des procédés industriels (Chelghoum, 2017).

Beaucoup d’études ont montré que le BHT et le BHA sont toxique et/ou cancérigeénes a
haute dose. Leur utilisation est donc en baisse (Gordon, 1990). Ces composés sont utilisés
comme additifs pour combattre la détérioration alimentaire, mais il faut les utiliser avec
prudence vu leurs risque sur la santé et leur toxicité pour ’organisme (Moure et al., 2001). Et
par conséquent, certaines restrictions sont placées sur leurs applications et il y’a une tendance a
les remplacer par les antioxydants naturels. Ces dernic¢res années, la recherche d’antioxydants
naturels en particulier a partir des plantes a augmenté et certaines plantes médicinales ont été

largement étudiées pour des activités anti-oxydantes (Chelghoum, 2017).
11.4.4. Les molécules antioxydantes chez les actinobactéries

Les Actinobactéries sont des producteurs prolifiques de divers composés y compris des
molécules dotés d’une propriété antioxydant. Le tableau 6 présente quelques molécules a activité

antioxydant isolées a partir de souche d’Actinobactéries.
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Tableau 06 : Quelques exemples de molécules antioxydants produites par différentes souches

d’Actinobactéries (Messali et Senad, 2017).

Molécules Source

La mélanine Streptomyces sp

L'undécylprodigiosin  Streptomyces sp

Diazepinomidine Micromonospora sp
Dermacozines A-G Dermacoccus abyssi sp
PC 766 B Nocardia brasiliensis

Dihydroherbimycin Streptomyces sp

IL.5. Utilisation des antioxydants
Les antioxydants sont utilisés dans :

e L’industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie pour
protéger les métaux de I’oxydation. (Bouhadjar, 2011).

e L’industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras. (Bouhadjar,
2011).

e Dans I’industrie teinturerie : pour éviter ’oxydation des colorants au soufre ou des
colorants de cuve lors de la teinture (Bouhadjar, 2011).

e Les antioxydants protégent contre des dommages de stress oxydative, qui résulte d’un
déséquilibre entre la formation de ROS et les antioxydants de corps (kratchanova et al.

2010).
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Partie expérimentale Matériels et méthodes

I. Matériels et méthodes
I.1. Prélévement des échantillons

Les échantillons de sol ont été prélevés selon la technique de Pochon et Tardieux (1962)
a partir du sol de la forét de Saida (Forét de Oued el Oukrif), I’aide d’une grande spatule stérile,
les cinq premiers centimétres de la couche superficielle du sol sont écartés, on préléve alors avec
une petite spatule stérile dans la couche sous-jacente (entre 5 et 15 centimétres de profondeur)
100 a 150 grammes de terre qui sont déposés sur une feuille d’aluminium stérile. Les gros débris
sont écartés (pierres, racines, etc.) et environ 50 grammes sont placés dans un flacon stérile et
transportés le plus rapidement possible au laboratoire. Le site de prélévement est illustré dans la

figure suivante.

Figure 07. Site de prélevement du sol de la forét de la vile de Saida (34.817947, 0.157382).
I.1.2. Traitement des échantillons

Les échantillons du sol prélevés ont été séchés a l’air libre dans une chambre
d’incubation afin de limiter la contamination par les moisissures durant les manipulations. Un
gramme de chaque sol séché a I’air est mélangé avec 0,1 gramme de CaCO3 puis incubé a 28°C

pendant 7 jours dans une atmosphere saturé d’humidité (Cavalla et Eberlin, 1994).
1.1.3. Préparation des sols pour isolement des actinomycetes

Une fois le sol est prét, la dilution mere est préparé dans un tube a essaie a partir d’un
gramme de sols pour chaque échantillons dans 9 ml d’eau physiologique, le mélangé doit étre
homogénéisé¢ a I’aide du vortex pendant 10 minutes. Des dilutions décimales sont ensuite

réalisées (1071,102,107).
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1.1.4. Isolement et purification des actinomyceétes

A partir de chaque dilution préparée précédemment, 100 pl de suspension est inoculé par
inondation sur la surface du milieu CSA et Bennett. Les boites de pétries sont ensuite incubé a

30°C pendant trois a sept jours (Figure 08).
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Figure 08. Isolement et purification des actinomycetes
I.1.5. Purification et conservation des actinomycétes

Apres examinassions des colonies a 1’aide d’un microscope photonique, les colonies
typique d’Actinobactéries sont purifié¢ sur la surface du milieu CSA puis incubé a 30C° pendant
trois a sept jours. Une fois la culture et pures, les colonies sont transférées dans 100 ml de milieu
Gym liquide. L’incubation se fait a 30°C pendant sept jours. Les colonies actinomycétales pure
sont encore, conservées d’une part a -4°C en gélose CSA inclinée, et d’autre part a - 20°C en

suspension en présence de glycérol a 50 %.
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I.2. Screening de ’activité antifongique
I.2.1 Choix des souches fongiques

Les souches fongiques utilisées pour tester I’activité antifongique des actinomycetes sont
des champignons microscopiques réputés toxinogeénes. Elles sont a 1’origine d’importantes

maladies. Ces souches sont regroupées dans le tableau 06.

Tableau 07 : Souches fongiques utilisées pour tester I’activité biologique des extraits

Souches fongiques Origine
Aspergillus ochraceus Laboratoire de Microbiologie. Département
Aspergillus parasiticus De biologie. Facult¢é des sciences —

Fusarium graminearum Université de Laghouat

Penicillium expansum

Les quatre souches fongiques ont été choisies soigneusement pour :
e Les différentes altérations alimentaires provoquées.

e Les problemes potentiels qu’ils posent en clinique.
1.2.2.Evaluation du pouvoir antifongique des actinomycetes par la méthode des cylindres
a. Préparation de la suspension fongique

Pour chaque moisissure, I’inoculum doit étre préparé a partir d’une culture de 7 jours sur
milieu PDA a 25°C. Récupérer les spores en imbibant un écouvillon stérile avec du Tween 80 et
de le transférer dans 3 ml de solution saline stérile 9%. Pour empécher 1’agglutination des spores,
mélanger vigoureusement a 1’aide d’un vortex la suspension de spores pendant 15-20 secondes,
puis transférer le surnageant dans un tube stérile et ajuster la densité optique (DO) a I’aide d’un
spectrophotométre a 530 nm pour obtenir une suspension de stock de 10° spores/ml. Les
suspensions fongiques sont ensuite ensemencées pour chaque souche sur les milieux PDA

solidifié sur les boites.
b. Inoculation des boites

Les boites de pétrie préalablement préparées, solidifiés et ensemencés par les spores
fongiques sont inoculé une autre fois par des cylindre de 6mm de culture jeune d’actinomycetes

au centre des boites. Ces boites sont enfin incubées a 25+ 2°C pendant une durée de 5 a 7 jours
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(figure 09).

L’activité antifongique est mesuré par le rapport entre la surface de I’inhibition crée par
I’extrait et la surface de la boites enti¢re multipliée par 100. Le résultat obtenu est évalué comme

suit :

e 0.1-3% : Faible activité antifongique
e 3-8% : Activité antifongique moyenne

e Supérieur a 8% : Bonne activité antifongique

— Dépot d’un disque
de culture de 6mm

Culture jeune d’actinobactérie
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Figure 09. Screening de I’activité antifongique.

I.2.3.1dentification génétique des souches

L’identification moléculaire des souches bactériennes actinomycetes est réalisée au

niveau de DSMZ, Allemagne suivant le protocole ci-dessous.
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a. Extraction de ’ADN bactérien

Cette étape est ’étape cruciale permettant d’avoir un bon résultat pour I’ensemble des
étapes qui suivent cette derniére, elle doit se faire dans des conditions bien précises afin d’éviter

toute contamination.
a.1 Préparation de la biomasse

Un volume de 0.5ml est prélevé a partir des cultures sur milieu Gym puis porté dans des
tubes a eppendorf de 1.5ml suivi d’une centrifugation pendant 2min a 11000rpm afin de séparer
les cellules bactériennes du milieu de culture. Le surnageant est ensuite ¢liminé, un volume de
400ul de Lysis Buffer P et 20 ul de protéinase K sont ajouté au kilo suivi d’une homogénéisation
par le pistil. Les tubes a eppendorf sont enfin mixés par le vortex et incubé a 65°C sous agitation

pendant 30 minutes.
a.2 Filtration et séparation de ’ADN des autres débris cellulaire

Aprés I’'insertion des préfiltres vert dans les tubes jaune a 1.5ml, la solution de lyse est
transfert dans ces préfiltre suivi d’une centrifugation pendant 1 minute a 11000 rpm. Une fois la

centrifugation est achevée, les préfiltres sont ¢liminés.
a.3 Fixation de ’ADN sur la colonne

Afin de fixer ADN sur la colonne, un volume de 200ul de Binding Buffer A est
additionné au volume précédent suivi d’une mixtion avec le vortex, le mélange est incubé
pendant une minute apres son transfert dans des préfiltres jaune insérés dans les tubes jaunes a
1.5 ml. Aprées I’incubation les tubes subissent une centrifugation durant 2 min a 11000 rpm. Les

préfiltres sont transférés enfin dans des nouveaux tubes jaunes.
a.4 Nettoyage de ’ADN des impuretés

Un volume de 550ul de Wash buffer I est additionné dans le préfiltres jaune suivi d’une
centrifugation pendant Imin a 11000rpm, le filtrat obtenu est éliminé, puis un autre volume de
550u1 de Wash Buffer II est ajouté au préfiltres suivi d’une centrifugation pendant 1min a 11000
rpm. Le filtrat obtenu est encore ¢liminé et la centrifugation est répété pendant 4min a 11000

rpm afin de sécher la colonne.
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a.5 Elution de ’ADN de la colonne

Les préfiltres jaunes sont placés dans des tubes blancs de 1.5ml, puis un volume de 30pul
d’Elution Buffer est ajouté. Le tout est incubé pendant 3min a la température ambiante, puis

centrifugé durant Imin & 11000rpm. Le préfiltres est éliminé et le tube contenant I’ADN est

enfin conservé a 4°C.
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Figure 10. Extraction de I’ADN bactérien.
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a. 6 de la présence d’ADN par électrophorése sur gel d’agarose

Afin de vérifier la pureté d’ADN extrait précédemment, I’¢lectrophorese est effectué sur
gel d’agarose a 0,8%. La préparation de la plaque nécessite de déposé¢ 30 ml de la solution
d’agarose dans le bac a préparation. Une fois gélifi¢, la plaque est transféré dans le bac
d’¢électrophorese est imprégné dans la solution tampon. 2ul de la solution de révélation marqueur
est additionné a 2l de la solution d’ADN marqueur, ce mélange est bien mixé est déposé dans le

premier puis de la plaque est sert de contrdle.

Pour chaque solution d’ADN préparé précédemment, 2l est prélevé est mixé avec 2ul de
la solution du marqueur, ce mélange est transféré dans les puis a I’aide de micropipete. Une fois
terminé ; un champ électrique de 70 V est appliqué pendant 45 minutes. La plaque est enfin

examinée sous lumicre UV.
a.7 Amplification de ’ADN extrait

Apres la vérification de I’ADN par électrophorése sur gel d’agarose, la PCR et réalisé sur
toutes les ADN des souches présentant des bandes nettes. Un volume de 1ul d’ADN
précédemment extrait est porté dans des tube a PCR sur le quel est ajouté 49ul de solution a PCR
(25pul de JSRM, 2ul Forward primer, 2ul reverse primer et 20 pul de PCR Wasser). Les tubes a
PCR sont incubés pendant une durée de trois heures dans I’appareil PCR réglé automatiquement

(36 cycles). A la fin de ’amplification, les tubes sont incubés a 6°C jusqu'a le lendemain.
a.8 Purification de ’ADN amplifié

La purification nécessite plusieurs étapes afin d’avoir un ADN pure prés au séquencage.

Le protocole suivi est celui fourni avec les kits de purification de I’ADN.
a.9 Préparation de ’ADN pour fixation

La préparation de I’ADN est nécessaire afin de le fix¢é sur la colonne et le débarrassé des
impuretés. Un volume d’échantillon est mix¢é avec deux volumes de Buffer NTI (50ul d’ADN
amplifié¢ plus 100ul Buffer NTII). La solution est laissée dans la température ambiante pendant

2min.
a.10 Fixation de ’ADN

La solution est transférée dans des NucleoSpin et PCR Clean-up Column inséré dans un

tube a collection de 2ml. Le filtrat est éliminé apres centrifugation du support pendant 30s a
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11000 rpm et le filtre est placé dans le méme tube.
a.11 Nettoyage de la membrane

Un volume de 700ul Buffer NT3 est ajouté au NucleoSpin et PCR Clean-up Column puis
le filtrat est éliminé aprés une centrifugation réalisé durant 30s a 11000rpm. Le NucleoSpin et
PCR Clean-up column est encore placé dans le méme tube et le lavage doit étre répété encore

une autre fois avec 700 pl Buffer NT3 achevé par centrifugation.
a.12 Séchage de la membrane

Le support est centrifugé encore une autre fois durant Imin a 11000rpm afin d’éliminer

completement le Buffer NT3, puis incubé a 70°C durant Smin.
a.13 Elution de ’ADN

Les NucleoSpin et PCR Clean-up Column est placé dans un nouveau tube a eppendorf
(1.5ml) puis un volume de 30ul de Buffer NE est additionné suivi d’une incubation a la

température ambiante pendant Imin. le support est ensuite centrifugé durant une minute a

11000rpm.
a.14 Vérification de ’amplification d’ADN par électrophorese

Les mémes étapes de 1’électrophorése effectuées précédemment afin de vérifier les

présences de I’ADN aprés extraction sont suivies pour vérifier I’amplification de I’ADN.
a.15 Le séquencage de ’ADN amplifié

L’ADN amplifi¢ et purifié¢ est envoyé au centre de DSMZ afin de subir le séquencage, les

résultats des séquences sont comparés a la banque des données sur le NCBI.
1.2.4.Préparation et extraction des métabolites secondaire

A partir des cultures liquides dans les milieux Gym, 10 ml de chaque culture est transféré
a ’aide des pipetes XD dans des flacons contenant 100 ml de milieu 5294. L’incubation se fait a
30°C sous agitation continue (160-180 rpm) durant 5 a 10 jours. La vérification de la pureté des

cultures se fait sous le microscope afin d’éviter toute contamination.
a. Extraction des métabolites secondaires

Une fois les cultures sont prétes, I’extraction des métabolites secondaire est réalisée
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suivant le protocole décrit comme suit :

20 ml de chaque culture est porté dans des tube en plastique gradué a 1’aide de pipetes
XD sur lequel 20 ml d’acétate d’éthyle est ajouté, chaque mélange est bien mixé puis porté dans
agitateur a rotation pendant 10 & 12 minutes. Les tubes sont ensuite centrifugés a 9000 rpm
pendant 10 minutes. Les surnageant sont enfin récupérés dans des boule en verre puis évaporé a
I’aide du rotavapor a 40°C sous 82 mbar et 123 rpm jusqu'a 1’évaporation a sec. L’extrait est
ensuite récupéré dans des tubes contenant 1ml de méthanol-acétone-acétate d’éthyle est gardé a -

20°C jusqu'a leur utilisation.
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Figure 11. Extraction des métabolites secondaires
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1.3.Mesure de I’activité antioxydant
1.3.1.Mesure de I’activité antioxydant par DPPH

L’évaluation de D’activité antioxydant des extraits par DPPH est réalis¢ suivant le

protocole de Atoui et al en (2005)
Principe :

C’est une méthode largement utilisée dans 1’étude de I’activité antioxydant. Le DPPH
(2,2- diphényle-1-picrylhydrazyl) se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres
stables. La présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux DPPH par un agent

antioxydant entraine une décoloration de la solution.
Mode opératoire

A 3.9 ml de la solution du DPPH ayant une absorbance de 1.1 (0.0025g DPPH dans
100ml méthanol) on ajoute 100, 75, 5, 25ul de chaque extrait, pour le contrdle négatif, on
mélangeant 100 pl du méthanol avec 3.9ml de DPPH. Le blanc de I’appareil est le méthanol.

L’incubation est durant 30 minutes a température ambiante. La lecture se fait a 517 nm,
Calcul des pourcentages d’inhibition :

Le pourcentage de réduction du DPPH est donné par la formule suivante (Yen et al, 1994).

% PR du DPPH = [((DO cont ) — ( DO éch ))/ (DO con)] x 100

e % PR du DPPH : pourcentage de réduction ou d’inhibition du DPPH.
e DO cont a t0 : densité optique du DPPH a t0.

e DO cont at30 : densité optique a 30 min apres avoir ajouté I’extrait.
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Solubilisé 25 mg de
DPPH dans 100 ml de
méthanol

T F‘m i
0]

Métabolites sccondaire
d’actinobactérie

Ajustement de 'absorbance
jusqu’a 1,12 517 nm

3,9 ml de solution de
DPPH dans chaque
Ordre décroissant (100pl, 75pl, | tube

SOplet 25pul)

Mesure de
J I’absorbance a 517nm
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Figure 12. Mesure de I’activité antioxydant par DPPH (Atoui et al.,2005).
1.2.3.Mesure de I’activité antioxydant par ABTS
Principe

L’activité anti6radicalaire des extraits est déterminée par une méthode basée sur la
réduction du radical ABTS « 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) » qui est
utilis¢ comme un radical libre pour évaluer I’activité antioxydant des échantillons. Ce radical
cationique est facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour

donner une solution colorée en vert-bleue (Prouillac, 2006).

L’addition d’un antioxydant a une solution de ce radical cationique entraine la réduction
de ce radical et une diminution de I’absorbance. Cette diminution dépend de [Dactivité

antioxydant des composés testés, du temps et de la concentration (Re et al., 1999).
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Mode opératoire

Le pourcentage d’inhibition du radical ABTS" est évalué par la méthode de Ramful et al.
(2010). La solution d’ABTS" préparé par mélange de 7 mM d’ABTS et de 2,45mM de persulfate
de potassium incubé pendant 12-16h a I’abri de la lumiére et a température ambiante avant
I’utilisation. La solution d’ABTS est diluée avec le méthanol jusqu’a I’obtention d’une
absorbance de 0,7(+ 0,02) a 734 nm. 3.9 ml de la solution d’ABTS est additionné a 100, 75, 50 et
25 ul de I’extrait.

Apres I’incubation pendant 7 min a ’obscurité et a température ambiante, On mesure la
réaction de réduction de la solution d’ABTS a 734 nm. Le pouvoir anti-radicalaire de 1’extrait est

exprimé en pourcentage d’inhibition du radical ABTS" :
% PR du ABTS = [((DO cont) — ( DO éch))/ ( DO cont)] x 100

e % PR du ABTS : pourcentage de réduction ou d’inhibition du ABTS.
e DO cont at0 : densité optique du ABTS a t0.

e DO cont at7 : densité optique a 7 min apres avoir ajouté I’extrait.

i 7mM ABTS plus 2,4 mM
persulfatede potassium
(incubationa 18°C
pendant18h)

< 1 mlde la solution ABTS

T I
R LLLAL

d’actinobactérie 3 0 mall de solntion .'\jlutem_nnde .
Ordre décroissant (100ul, de DPPH dans 4 l’ﬂbﬂorﬁl_,;emnu’aoﬁ
75ul, 50ul et 25ul) chague tube PR
& s

—_—

Mesurede
T’absorbancea
734nm

minutes

Figure 13. Mesure de I’activité antioxydant par ABTS (Ramful et al.,2010).
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I1. Résultats et discussion

Dans cette partie les résultats obtenus la pour la mise en évidence de I’activité
Antifongique et antioxydant des neuf souches.
I1.1. Isolement, purification et identification des Actinobactéries

Les colonies d’ Actinobactéries apparaissent apres 3 a 5 jours d’incubation a 30°C, sur les
milieux d’isolements utilisés (Bennett, CSA et GYM). Ces colonies sont reconnues par leurs
aspects macroscopiques (colonies dures incrustées dans la gélose). Les résultats de 1’isolement

des colonies d’actinomycetes a partir des échantillons du sol sont présentés dans la photo 01

Photo 01 : Les souches des Actinomycetes isolé a partir du sol (Saida). (Photo originale, 2018).

A partir de 30 souches isolées a partir des sols de la région de Saida sur milieu GYM,
une totale de 9 colonies d’Actinobactéries sont choisis et isolées, les résultats obtenus sont

présentés dans la photo 02.
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Si1 sS12

Photo 02 : Aspect de colonies d’Actinobactéries apres purification sur milieu GYM (Photo

originale, 2018).

11.2. Diversité des souches d’ Actinobactéries isolée

L’identification moléculaire (par ARNr 16S) des souches purifiées était réalisée au sein

du centre DSMZ (Allemagne). Le tableau regroupe le nom des espéces apres leurs identifications

génétiques.

Tableau 08 : Nom de souches bactériennes apres identification moléculaire.

Code de la souche
S1

S2

S4

SS

S6

S7

S9

S11

S12

Espéce bactérienne apres identification par ARN 16S
Streptomyces lasiicapitis

Streptomyces spectabilis.

Streptomyces intermedius

Streptomyces gougerotii

Streptomyces rutgersensis

Streptomyces coelicoflavus

Streptomyces aureoverticillatus

Streptomyces rubrogriseus

Streptomyces ambofaciens
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I1.3. L’activité antifongique

I1.3.1. Résultats de 'activité antifongiques

Selon les résultats affichés sur la photo 03 et le tableau 09, Les souches S2, S4 et S9 ont
démontrées une bonne activité contre P. expansum avec des pourcentages d’inhibition de (3-

3.2cm), (4-3.5cm), (2.4-2.3cm) respectivement.

Photo03 :Résultat de D’activité antifongique de la souche S2,S4, S9 contre les souches

fongiques sélectionnées. . (Photo originale, 2018).

L’activité antifongique est mesurée par le rapport entre la surface de I’inhibition crée par
la souche bactérienne et la surface de la boite entiere multipliée par 100. Le résultat obtenu est

évalué comme suit :

e 0.1-3% : Faible activité antifongique
e 3-8% : Activité antifongique moyenne

e Supérieur a 8% : Bonne activité antifongique
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Le tableau représente les souches bactériennes et leur pourcentage d’inhibition contre les
quatre les souches fongiques, sachant que les souches (S, lasiicapitis, S, rubrogriseus, S,
ambofaciens, S, rutgersensis) présentent une faible activité antifongique.
Les souches (S, gougerotii, S, lasiicapitis) résultent une activité antifongique moyenne.
et les trois souches (S, spectabilis, S, intermedius,, S, aureoverticillatus) présentent une Bonne

activité antifongique.

Tableau 09 : Le résultat de l'activité antifongique.

Les especes AP AO PE FG

S, lasiicapitis - 2.77% + 3.78% ++ -

S, spectabilis - 3.16% ++ 2.25% + 11.87% +++

S, intermedius 17.37% | 23.92% +++ 3.78% ++ 6.82% ++
+++

S, gougerotii - 3.56% ++ 6.25% ++ 8.03% +++

S, rutgersensis - - 2.25% + -

S, coelicoflavus - 4.69% ++ 19.76% +++ 5.71% ++

S, aureoverticillatus | 5.19% | 14.70% +++ 2.59% + 6.82% ++
++

S, rubrogriseus - 1.93% + 2.96% + -

S, ambofaciens - 1.93% + 1.49% + -




Partie experimental Résultats et discussion

11.4. L’activité antioxidant.

11.4.1. Résultats de I’activité antioxidant

L’extrait de la souche Streptomyces lasiicapitis a prouvé une activité antioxidant de
88.20% contre ’ABTS, cette activité diminue avec la diminution de volume de 1’extrait. Alors
que le méme extrait démontre activité faible contre le DPPH avec une pourcentage qui situe

entre 20.61 % et 5.94%.

L’extrait de la souche Streptomyces spectabilis est montré une bonne activité contre le
radical ABTS (88.81%) et diminue avec la diminution du volume de I’extrait jusqu’au 5.94%, un

faible pourcentage est enregistré pour le DPPH, il est situé entre 20.61% et 5.94 %.

L’extrait de la souche Streptomyces intermedius démontre une activité treés élevé contre le
radicale ABTS, il est de 81.32 % et diminue jusqu’au la valeur de 46.03%, par contre ’activité

du e situe entre 20.61% jusqu’au 5.94%.

L’extrait de la souche Streptomyces gougerotii démontre une trés bonne activité contre le
radicale ABTS avec un pourcentage de 99.50 % et cette valeur reste élevé tous le long de volume

de I’extrait. Le DPPH montre une activité aussi élevé; elle est de 92.82 %.

L’extrait de la souche Streptomyces rutgersensis a montré une faible activité de
pourcentage 35.12 % qui diminue avec la diminution de volume de I’extrait , alor que le meme
extrait montre une trés faible activite avec le radicale DPPH qui ne depasse pas la valeur

11.79%.

L’extrait de la souche S7 prouve une activité antioxidant trés élevé contre ’ABTS de

80.20 % , par contre le DPPH démontre une trés faible activité qui ne dépasse pas 12%.

L’extrait de la souche Streptomyces aureoverticillatus démontre une bonne activité
antioxidant contre ’ABTS de 74.44 %, par contre le DPPH démontre une tres faible activité ne

dépasse pas 20%.
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L’extrait de la souche Streptomyces rubrogriseus prouve une faible activité antioxidant

pour les deux radicals qui ne dépasse pas la valeur de 25%.

L’extrait de la souche Streptomyces ambofaciens prouve une trés faible activité

antioxidant pour les deux radicales I’ABTS et DPPH qui ne dépasse pas la valeur de 17%.
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I1.5 Discussion
I1.5.1. L’activité antifongique

De nombreuses especes d’actinomycetes, en particulier celles appartenant au genre
Streptomyces, sont bien connus comme agents de Ilutte biologique inhibant plusieurs
champignons pathogénes (Errakhi et al., 2007; Khamna et al., 2009). L'analyse des séquences
du geéne de 'ARNr 16S a montré que toutes les souches isolées possédent une similarité
complete (100% de similitude) avec la base de données NCBI, ce qui signifie que toutes les

souches isolées dans la Wilaya de Saida ont été déja identifice.

Nos résultats indiquent que parmi les 30 souches d’actinomycetes isolées des sols
foresiere (Commune de Saida),et nous avons choisis seulement neuf souches (Streptomyces
lasiicapitis , Streptomyces spectabilis., Streptomyces intermedius, Streptomyces gougerotii,
Streptomyces  rutgersensis, Streptomyces rutgersensis, Streptomyces aureoverticillatus,
Streptomyces aureoverticillatus, Streptomyces ambofaciens) certaines ont montré une nette
performance a produire des molécules douées d’une activité antifongique. Nous constatons que
les trois souches Streptomyces spectabilis, Streptomyces intermedius et Streptomyces
aureoverticillatus ont montré une bonne activité contre la totalit¢ des souches fongiques
testées(Aspergillus  ochraceus,Aspergillus  parasiticus, Fusarium  graminearum,Penicillium
expansum) avec des pourcentages d’inhibition de 11.87% pour la souche Streptomyces
spectabilis avec la souche fongique FG) , et de 23.927 pour la souche Streptomyces intermedius
avec la souche fongique AO et de 14.707 pour la souche Streptomyces aureoverticillatus avec la
souche fongique AO . Par contre, les autres souches ne présentent aucune activité antifongique

contre les souches fongiques sélectionnées.

Certaines ¢tudes publiées en 2015 ont déja démontré I’activité antifongique de 13
souches d’actinomycetes isolés a partir du sol agricole dans la région de Ain M’Lila ont présenté
une activité antifongique vis-a-vis d’au moins une souche test utilisée. Les deux souches SA14 et
SAIC3 sont actives sur les trois champignons (Aspergillus niger,Aspergillus fimugatus et

Fusarium oxysporum),alors que Fusarium oxysporum est le plus sensible. (Belaidi et

Sahour,2015).
IL.5 .2. L’activité antioxydant

Nos résultats indiquent que parmi les 9 extraits d’actinomyceétes isolées a partir du sol
(Wilaya de Saida), certains ont montrés une bonne activité antioxydant pour le teste DPPH et le

test ABTS .Nous constatons que les extraits des souches ( Streptomyces gougerotii, Streptomyces
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lasiicapitis, Streptomyces  spectabilis, Streptomyces  intermedius, Streptomyces
coelicoflavus,Streptomyces  aureoverticillatus,  Streptomyces rutgersensis),possedent une
pourcentage d’inhibition trés élevé entre ( 99.50% et 35.12%) pour le radical ABTS par apport
les autres souches , et pour le test DPPH ,I’extrait de la souche Streptomyces gougerotii ayant

une pourcentages d’inhibition de 92.82%.

D’apres I’étude de quatre souches d’actinomycetes isolées a partir sol (Wilaya de Bejaia),
et d’aprés les résultats obtenus du test DPPH, I’isolat ND101 présente le pourcentage
d’inhibition tres élevé avec 68.03%. Et pour le test ABTS la souche ND101 présente aussi le
pourcentage d’inhibition trés élevé avec 85.367 suivie des souches SC20 et B0l avec le

pourcentage d’inhibition de 61.18 et 56.77 7 respectivement. (Benbara et Lalali.2017).

Cette activit¢ antifongique et antioxydant sont due a la sécrétion des métabolites

secondaires de 1’espéce Streptomyces
S.spectabilis secrete I’antibiotique Spectinomycine de la classe Aminocyclitol.

S.ambofaciens  secréte I’antibiotique Spiramycine de la classe des macrolides.

(Boughachiche F.2012).
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Dans le cadre de recherche de métabolites secondaires des actinomycetes, ce travail
présente l'activités antifongique et antioxydant de neuf souches d’actinomycétes isolés a partir

d'un sol de la forét d’Oued el Oukrif a Saida.

Les actinobactéries peuvent produire différents types de composés avec des propriétés
antioxydants, antitumorales, anti-inflammatoires, antibactériennes. Les antioxydants jouent un
role important dans l'inhibition et le balayage des radicaux libres, offrant ainsi une protection aux

humains contre diverses infections et maladies dégénératives.

L'objectif de cette étude est d’évaluer l'activité antifongique et antioxydant des métabolismes
secondaires produits par des actinomycétes isolés des sols de la région de Saida.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test d’antagonisme vis-a-vis de
quatre souches fongiques (Aspergillus parasiticus, Fusarium graminearum, Aspergillus

ochraceus, Penicillium expansum)

Selon les résultats dévoilés précédemment, nous concluons que les souches
(Streptomyces spectabilis ,Streptomyces intermedius et Streptomyces aureoverticillatus)
présentent de substance bioactive. Les autres souches possédent une faible activité antifongique
et autres aucune activité du a la résistance des souches fongiques ou I’absence de substances

bioactives contre certaines moisissures.

L’activité antioxydant des neuf extraits a été déterminé par la méthode du piégeage des
radicaux de DPPH, ABTS. Les résultats indiqués que I’extrait de I’isolat Streptomyces

gougerotii est doté d’une bonne activité antioxydant vis-a-vis le DPPH et ’ABTS.

Les résultats obtenus a travers cette étude semblent prometteurs et nous incitent a
poursuivre nos efforts de recherche dans cette thématique afin de sélectionner des especes
d’actinobactéries dotées d’activités biologiques intéressantes. Toutefois, Il serait souhaitable de

compléter et d’approfondir ce travail par :

J La purification et la caractérisation des extraits bruts dont le but
d’identifier les molécules responsable de I’activité antioxydant.

° Evaluation de Pactivité antibactérienne des extraits
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Composition des milieux de culture

Bennett :

Glucose 100 g
Peptone pancréatique de caséine 20¢g
Extrait de Levure 1.0g
Extrait de Viande 1.0g
Agar 150¢g
Eau distillée 1 000 ml
PH 7,2
GYM Streptomyces Agar (DSMZ Medium 65)

Agar 12.0g
Extrait de malt 10.0g
Extrait de levure 4.0g
CaCO3 2.0g
Glucose 4.0g
Eau distillée 1 000 ml
PH 7.2

CSA Starch Casein Agar

Amidon 100 g
KNO3 20¢g
K2HPO4 20¢g
NaCl 20¢g
Caséine 0,3¢g
MgS04 .7H20 0,05 ¢
CaCo3 0,02 g
FeSO4.7H20 0,01 ¢g
Agar - agar 180¢g
Eau distillée 1 000 ml

Gélose dextrosée a la pomme de terre (PDA)

Pomme de terre 200 g
Dextrose 15.0 g 150¢g
Agar agar 200¢g

Eau distillée 1 000 ml
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Résultat de la purification

Photo 04 : Résultat de la purification sue milieu GYM. (Photo originale 2018)
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Résultats de ’activité antifongique

Photo 05 : Résultat de I’activité antifongique des souche (S1,S2,S4,S5,56,S7,S8,S9)

contre les souches fongiques sélectionnée . (Photo originale 2018)
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Photo 06 : Résultat de I’activité antifongique des souche (S10, S11, S12, S13, S14) contre les
souches fongiques sélectionnées. (Photo originale 2018)



Résumé

Contribution a I’étude de I’activité antifongique et I’activité antioxydant des métabolites secondaires produits
par quelques bactéries du genre Streptomyces isolées des sols de la région d Oued el Oukrif (Saida).

Ce travail porte sur I'é¢tude de la production, et la mise en évidence de 1’activité antifongique et antioxydant
de neuf souches d’actinomycetes isolées du sol de la région de Saida. Nous avons isolé 30 souches et nous avons
choisis seulement neuf souches qui ont été ensuite identifiées génétiquement par séquengage d’ADNr 16S. Les résultats
de I’identification ont montré que les neuf isolats appartiennent au genre Streptomyces. Les souches (Streptomyces
spectabilis ,Streptomyces intermedius et Streptomyces aureoverticillatus) ont enregistré une trés bonne activité
antifongique contre la totalité des souches fongiques testées(Aspergillus ochraceus,Aspergillus parasiticus,Fusarium
graminearum,Penicillium expansum) avec des pourcentages d’inhibition de 11.87/ pour la souche Streptomyces
spectabilis avec la souche fongique FG) , et de 23.927 pour la souche Streptomyces intermedius avec la souche fongique
AO et de 14.707 pour la souche Streptomyces aureoverticillatus avec la souche fongique AO . Par contre, les autres
souches (S, rutgersensis, S, rubrogriseus, S, ambofaciens) ne présentent aucune activité antifongique contre les souches
fongiques sélectionnées. Les résultats du test d’activité antioxydant ont indiqués que 1’extrait de 1’isolat Streptomyces
gougerotii ,est doté d’une bonne activité antioxydante vis-a-vis le DPPH et I’ABTS elle est de 99.50 % et 92.82 %
respectivement. On conclue que les actinobactéries précisément les Streptomyces possédent une activité antifongique
et antioxydant.

Mots clés : Actinobactéries, Streptomyces, activité antifongique, métabolites secondaires, activité antioxydante.

Abstract

Contribution to the study of the antifungal activity and antioxidant activity of secondary metabolites produced
by some bacteria of the genus Streptomyces isolated from the soils of Oued el Oukrif region(Saida).

This work deals with the study of production and highlighting the antifungal and antioxidant activity of nine
strains of actinomycetes isolated from the soil of the Saida region. We isolated 30 strains and chose only nine
strains that were subsequently genetically identified by sequencing of 16S rDNA. The results of the identification
showed that the nine isolates belong to the genus Strepfomyces. The Strains (Streptomyces spectabilis ,Streptomyces
intermedius et Streptomyces aureoverticillatus) recorded a very good antifungal activity against all the fungal strains
tested(Aspergillus ochraceus,Aspergillus parasiticus, Fusarium graminearum, Penicillium expansum) with inhibition
percentages of 11.87% for the strain Streptomyces spectabilis with the fungal strain FG), and 23.92% for the strain
Streptomyces intermedius with the fungal strain AO and 14.70% for the strain Streptomyces aureoverticillatus with
the fungal strain AO . On the other hand, the other strains (S, rutgersensis, S, rubrogriseus, S, ambofaciens) show no
antifungal activity against the selected fungal strains. The results of the antioxidant activity test indicated that the
extract of the isolate Streptomyces gougerotii has good antioxidant activity against DPPH and ABTS with inhibition
percentage of 99.50 % for ABTS and DPPH the percentage inhibition is 92.82%. While the other isolates show low
activity of DPPH radical scavenging and ABTS. It is concluded that actinobacteria specifically Streptomyces having
antifungal activity and antioxidant activity.

Keywords: Actinobacteria, Streptomyces, antifungal activity, secondary metabolites, antioxidant activity.
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