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Résumé

Contribuions a I’étude de I’activité antifongique et antioxydant des métabolites
secondaires produits par quelques bactéries isolées des sols forestiers de la région EL
Hsasna (Saida).

Les Actinobactéries sont un groupe de bactéries qui synthétise des métabolites
secondaires.L’objectif de cette étude a été d’évalué ’activité antifongique et antioxydante de
quelques souches d’Actinobactéries isolées des sols forestiers de la région d’EL Hsasna
(Saida) contre cinq moisissures réputées toxinogénes. Le pourcentage d’inhibition
antifongique a été mesurépar la méthode de cylindre sur milieu (CSA, Bennet,) apres
extraction des isolées 7 souches qui ont été ensuite identifiées génétiquement par séquencage
d’ADNr 16S. Les résultats de I’identification ont montré que les souches Streptomyces
flavofungini ont enregistré une trés bonne activité antifongique contre P. expansum avec un
pourcentage d’inhibition de 30.86%,et Streptomyces silaceus avec un pourcentage
d’inhibition 30.86 % contre F. graminearum, cette activité est di essentiellement aux
composés bioactifs présent dans les extraits et doués d’activité antifongique.

L’activité antioxydant des différents extraits a été évaluée par deux méthodes ; ABTS
et le piégeage du radical libre DPPH. Les résultats du test d’activité antioxydante ont
indiqués que I’extrait bruts de I’isolat Streptomyces flavofungini est doté une activité
antioxydante vis-a-vis le DPPH, ’ABTS avec un pourcentage d’inhibition 95.92%, 41,36%
respectivement. Tandis que les extraits de Streptomyces lasiicapitis présentent une faible
activité du piégeage du radical DPPH 4.82%.Cette étude est démontreé que les éxtraits
obtonues des actinomycétes sont due d’une trés bonne activité antifongiques et antioxydants.
Mots clés : Actinobactéries, , activité antifongique, métabolites secondaires. L’activité

antioxydante
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Abstract
Contributed to the study of the antifungal and antioxidant activity of secondary metabolites
produced by some bacteria isolated from forest soils of the ELHsasna region (Saida).

Actinobacteria are a group of bacteria that synthesizes secondary metabolites. The objective
of this study was to evaluate the antifungal and antioxidant activity of some strains of
Actinobacteria isolated from forest soils in the EL Hsasna region (Saida).against five molds
deemed toxinogenic. The percentage of antifungal inhibition was measured by the medium
cylinder method (CSA, Bennet,) after extraction of the 7 isolated strains which were
subsequently genetically identified by 16S rDNA sequencing. The results of the identification
showed that the strains Streptomyces flavofungini recorded a very good antifungal activity
against P. expansum with a percentage inhibition of 30.86%, and Streptomyces silaceus with
a percentage inhibition of 30.86% against F. graminearum, this activity is due
essentially bioactive compounds present in extracts and endowed with antifungal activity.
The antioxidant activity of the various extracts was evaluated by two methods; ABTS and the
trapping of the free radical DPPH. The results of the antioxidant activity test indicated that the
crude extract of the isolate Streptomyces flavofungini had antioxidant activity with respect to
DPPH, ABTS with a percent inhibition of 95.92%, 41.36% respectively. While Streptomyces
lasiicapitis extracts show a low activity of trapping the radical DPPH 4.82%. This study is
demonstrated that the obtuse extracts of actinomycetes are due to a very good antifungal and
antioxidant activity.
Key words: Actinobacteria, antifungal activity, secondary metabolites. Antioxidant activity
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Introduction

Introduction

De nombreux antibiotiques ont été isolés dans une variété de microorganismes et ont
été employés dans beaucoup de domaines : I’industrie, 1’agriculture, science vétérinaire et
pharmaceutique (Oskay et al., 2004). Cependant, des études sont en cours pour identifier de
nouveaux antibiotiques efficaces contre les mycétes et les bactéries pathogenes. A 1’heure
actuelle, les problémes de la résistance aux antibiotiques et la sensibilité des patients associe a
I’incapacité de contrdler certaines maladies infectieuses ont conduit a la recherche continue de
nouveaux antibiotiques, a fin de combattre les organismes résistants parfois a plusieurs
antibiotiques. Pour atteindre cet objectif, de hombreuses recherches se sont orientées vers le

criblage de nouvelles souches productrices d’antibiotiques.

Les actinomycétes représentent une source biologique utile d’antimicrobiens contre
des mycetes et des bactéries pathogénes. Ils sont surtout réputés pour leur grande capacité a
produire naturellement des antibiotiques : environ 70% des molécules actives d'origine
microbienne (Okami et Hotta, 1988), avec des possibilités intéressantes génétiquement pour
la production de 10 a 20 métabolites pour chaque souche (Islam et al., 2009).

Les sols de I’Algérie bien que soumis a un climat aride a subhumide, montrent une
biodiversité surprenante d’actinomycétes, bactéries mycéliennes a Gram positif, ubiquitaires,
rencontrés sur tous les substrats naturels et jouent un rble dans la décomposition des
matériaux biologiques et dans le processus d’humification. Leur nombre dans la microflore
tellurique dépend de la nature, la profondeur, le pH, I’humidité et I’aération (Larpent et
Sanglier, 1989).

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
région d’El Hsasna. Pour se faire, une synthese bibliographique représentant la premiére
partie de notre travail est établie, dans laquelle, nous illustrons les notions de base concernant
I'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 I’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 Les actinobactéries

I.1. Historique

Le terme actinomyceéte a été utilisé pour la premiere fois par Bollinger, en 1877, pour
désigner 1’agent responsable d’une maladie du bétail, Cette période a ét¢é nommée «période
médicale» du fait que I’intérét porté a ces microorganismes était di presque exclusivement aux
propriétés pathogénes qu’on leurs attribuaient (Baldacci, 1962). La seconde période (1900-1940)
Mariat et Sebald en 1990 se rapportent a la mise en évidence et a 1’étude des actinomycetes du
sol, suivi des travaux de Waksman (1919), Lieske (1921), Jensen (1931-1933). Ces études
couvrent la découverte des conditions saprophytiques d’habitat des actinomyceétes et les
premiéres tentatives pour distinguer deux groupes : les pathogenes et les saprophytes. L’époque
suivante etait celle de la découverte des antibiotiques produits par les actinomycétes avec la
découverte de la streptomycine en 1940 produite par Streptomyces griseus (Belyagoubi, 2014).

La période suivante (1940-1970) est définie comme une période de développement des
criteres morphologiques et biochimiques pour la classification des actinomycetes, en paralléle
avec la meilleure compréhension de la physiologie de ces bactéries et de leurs intéréts pour la
production de métabolites secondaires et leurs potentialités de biodégradation des composés
organiques. Actuellement, 1’essor des méthodes de biologie moléculaire et de la méta-génomique
ainsi que la découverte de nouvelles techniques d’identification des métabolites secondaire de

ces micro-organismes ont rétabli la classification des espéces (Belyagoubi, 2014).
1.2. Morphologie et caractéristiques des actinomycetes

Les actinomycetes sont des bactéries a Gram positif, possédant un coefficient de Chargaff
(G+C) compris entre 60-70 % (Sullivan et chapman, 2010 ; Gao et Gupta, 2012). Ces
microorganismes, tendent a croitre lentement formant des filaments ramifiés (hyphe) de 0.5-1
um de diamétre avec une longueur allant de 1.5-50um. Ces bactéries peuvent présentée sous
différentes formes a savoir ; des bacilles, des coccobacilles (Rhodococcus et Mycobacterium) et
des fois elles peuvent présentées plusieurs filaments ramifiés. Le réseau ramifié d’hyphe formé
par les actinomycetes se développe a la fois a la surface du substrat solide (gelose) et a I’intérieur
de se dernier pour former respectivement un mycelium aérien et un mycélium végétatif
(Streptomyces). Dans certains cas, seul le mycélium végétatif est formé (Frankia,
Dactylosporangium et Sporichthya). Les filaments mycéliens peuvent produire des spores qui
peuvent étre soit unique (Micromonospora), soit en chaines (Streptomyces) (Belyagoubi, 2014 ;
Barka et al., 2016).
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1.3. Cycle de développement des actinomycetes

Le cycle de vie de nombreux actinomycetes commence par la germination des spores qui
donne naissance a un mycélium végétatif, ramifiés et ancrés dans le milieu solide. Un mycélium
aérien se développe sur ce myceélium végétatif. En effet, le mycélium végétatif s’autolyse et les
produits de la lyse sont utilisés par le mycélium aérien. Les extrémités des hyphes aérien se
cloisonnent et se différencient pour former des chaines de spores uni-nucléées (Belyagoubi,
2014 ; Barka et al., 2016). Voir Figure 1.

\egru«gnlun et sépamtion
voélium uérien de chromosome <
1-\ , |
r;\-\b/\\‘-ss'
/ Maturation (
des spores
A

Formation du
mycélium aéricn "\//A,-—
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Production \% -— )
d'unlihlnliquv‘

Mycelium
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Figure 1. Sporulation et cycle de vie des actinomycetes (Barka et al., 2016).
I.4. Taxonomie des actinomycetes

La taxonomie des actinobactéries (Tableau 01) est basée sur un ensemble de caractéres
morphologiques, physiologiques, chimio-taxonomiques et génomiques. L’ensemble des
caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertorié dans le Manuel de Bergey, un ouvrage
de référence pour la taxonomie des bactéries, dont le plus récent comprend un volume en deux

parties dédié aux actinobactéria (Goodfellow et al., 2012).
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Tableau 1. Classes, ordres, et familles du phylum Actinobacteria (Goodfellow et al., 2012).

Classe

Ordres

Familles

Actinobacteria

Actinomycetales

Actinomycetaceae

Bifidobactériales

Bifidibacteriaceae

Catenulispofrales

Catenulisporaceae, Actinospicaceae

Corynebacteriales

Franjkiales
Glycomycétales Glycomycetaceae
Jiangellales Jiangellaceae

Kineosporales

Kineosporaceae

Micrococcales

Micrococcaceae,Beutenbergiaceae,
Bogoriellaceae,Brevibacteriaceae,
Cellulomonadaceae,Dermabacteriaceae,
Dermacoccaceae,Dermatophilaceae,
Intrasporangiaceae,Jonesiaceae,
Micobacteriaceae,Promicomonosporaceae
Rarobacteriaceae, Ruaniaceae

Micromonosporales

Micromonosporaceae

Propionibacteriales

Propionibacteriaceae,Nocardidoidaceae

Pseudonocardiales

Pseudunocardiaceae

Streptomycétales

Streptomycitaceae

Streptosporangiales

Streptosporangiaceae,Nocardiopcaceae,
Thermomonosporaceae

Acidimicrobiia

Acidimicrobiales

Actinomicrobiaceae

Nitriliruptorales

Nitriliruptoraceae

Nitriliruptoria

Euzebyales

Euzebyaceae

Rubrobacteria

Rubrobacteriales

Rubrobacteriaceae

Thermophilales

Thermophilaceae

Thermophilia

Solirubrobacterales

Solirubrobacteriaceae, Conexibacteraceae,
Patulibactereaceae

1.5. Distribution des actinomycetes dans la nature

Cette grande diversit¢é métabolique leur permet d’avoir une importance écologique

majeure dans 1’environnement (Hasley et Leclerc, 1993). Les actinomycetes sont des
microorganismes trés ubiquitaires, que 1’on rencontre sur tous les substrats naturels courants.
Dans le sol, les actinomycétes représentent 10 a 20 % de la population microbienne totale
(Dommergues et Mangenot, 1970 ; Takahashi et Omura, 2003), dont les Streptomyces

peuvent étre majoritaire dans certains cas (Tableau 02).

Malgré la forte aridité du désert nord-africain, les sols des oasis du désert algérien sont
réveélés riche en actinomycétes parfois réputés rares (Sabaou et al., 1998 ; Boudemagh, 2007).
D’autres actinomycetes sont isolés a partir d’habitat variés, tels que les rhizosphéres des plantes

médicinales (Khamna et al., 2010), I’écorce d’arbres (Pullen et al., 2002 ; Kitouni et al.,
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2005), les sédiments marins (Balagurunthan et al., 2010). Certaines espéces ont, en outre, été
isolées a partir des milieux extrémes et des sols pollués contenant les metaux (Desjardin, 2002),
les hydrocarbures ou le pétrole (Baniasadi et al., 2009), les boues activées (Simon et Meunier,
1970). Par ailleurs, d’autres se comportent comme des parasites intracellulaires des spongiaires
(Grandhimathi et al., 2007).

L’air n’est pas considéré comme un habitat pour les actinomycetes, mais un moyen de
transport (Gazengo et al., 1998, Reponen et al., 1998). Les spores d’actinomycétes
thermophiles sont produites en grande quantité et sont facilement mises en suspension dans 1’air
et leur dissémination se fait facilement grace au mouvement de I’air (Mazodier, 1974), c’est le
cas des spores de 1’éspece Actinomyces invulnerabilis qui ne se détruisent qu’a une température

de 130 °C, le traitement & 120 °C inhibe seulement leur germination (Boudemagh, 2006).

Tableau 2. Frégeunce des divers genres d’Actinomycétes dans le sol (Lechevalier et
Lechevalier, 1967).

Genre Pourcentage (%)
Streptomyces 95.34
Nocardia 1.98
Micromonospora 1.4
Thermomonospora 0.22
Actinoplanes 0.20
Microbispora 0.18
Mycrobacterium 0.14
Streptosporangium 0.10
Actinomadura 0.10
Micropolyspora 0.10
Pseudonocardia 0.06
Microellobosporia 0.04

1.6. Le role des actinomycétes dans I’environnement
1.6.1. Rdle des actinomycetes dans le sol

Dans les sols forestiers, la densité des actinomycetes est essentiellement représentée par
le genre Streptomyces (Goodfellow et Williams, 1983). 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 (Crawford, 1993), et a produire des substances bioactives et des
antibiotiques (Kieser et 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 matiére organique partiellement dégradée et inapte a porter une

microflore fongique et bactérienne (Crawford, 1993).
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1.7 Le métabolisme des actinomycetes

La différenciation morphologique s'accompagne d'une différentiation métabolique. Un
métabolisme secondaire se met en place donnant lieu a la biosynthése de composés d'une
extraordinaire diversité de structures et d'activités biologiques (Choulet, 2006). Deux des
propriétés les plus significatives des actinomycetes sont leur capacité a se développer sur les
substrats les plus divers et leur aptitude a synthétiser de trés nombreux métabolites bioactifs
(Theilleux, 1993). Les métabolites secondaires des actinomycetes peuvent étre séparés en quatre

classes distinctes en fonction de leur activité biologique :

v" Agents antagonistes, comportant des antibiotiques, des antifongiques, des antiprotozoaires

et méme des antiviraux.
v Agents pharmacologiques tels que des antitumoraux et des inhibiteurs enzymatiques
v Agents agrobiologiques tels que les herbicides.
v' Composés a activité régulatrice, tels que les facteurs de croissance.

Ces quatre propriétés dévoilent la richesse remarquable du métabolisme cellulaire de ce
groupe microbien (Theilleux, 1993). Par ailleurs, la diversité métabolique de la famille des
Actinomycetaceae est due a leurs génome de grande taille qui renferme des centaines de facteurs
de transcription contrdlant ’expression des geénes, leur permettant de répondre a des besoins

specifiques (Singh et al., 2006).

1.7.1 Le métabolisme primaire

Le métabolisme primaire des actinomycetes est semblable a celui des autres organismes.
Ce métabolisme primaire s’occupe de I’entretient de la structure cellulaire et permettent le
fonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993). Les métabolites primaires sont des
produits issus directement des digestions (sucres simples, acides aminés, protéines, acides
nucléiques et organiques), qui participent a la structure ainsi qu’a son fonctionnement de base
(Hopkins, 2003). Ils sont souvent produits en grande quantité mais présentent une valeur ajoutee
relativement basse. Ces métabolites sont aussi définis comme des molécules nécessaires a la

croissance et au développement (Raven et al., 2000).
1.7.2 Métabolisme secondaire

Le métabolisme secondaire se différencie du meétabolisme primaire par le fait qu'il
concerne des metabolites non directement impliqués dans la croissance et la vie de I'organisme

bactérien (Theilleux, 1993). De maniere générale, le métabolisme secondaire est considéré
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comme I’ensemble des voies de synthése de composés qui n’ont ensuite pas des fonctions

apparentes dans le métabolisme cellulaire (Colombié, 2005).
1.7.3. Production de biomolécules d’intérét thérapeutique et biotechnologique
a. Les enzymes

Parmi les microorganismes producteurs de métabolites secondaires possédant une activite
biologique, 70% appartiennent au groupe des actinomycetes et parmi eux, on trouve 95% de
Streptomyces (Bastide et al., 1986). Les antibiotiques comme la streptomycine et les enzymes
tels que les amylases, les cellulases, les xylanases et les lipases sont les produits industriels les
plus importants des actinomycetes (Theilleux, 1993 ; Park et al., 2002). Les protéases
d’actinomycetes sous forme libre ou immobilisées, sont employées dans les industries
alimentaires, pharmaceutiques et comme additifs dans les détergents (Theilleux, 1993). D’autre
part, certains actinomycetes produisent de fortes quantités de chitinases et de B-1-3-glucancase
causant des plasmolyses et des lyses dans les parois cellulaires des germes pathogénes (Conn,
2005). Le tableau 3 démontre quelques enzymes produits par une large gamme d’espéces

d’Actinobacteries.

Tableau 3. Quelques exemples d’extrémozymes produites par les actinomycetes.

Extremozymes Actinomycetes extremophiles  Références

Actinomycetes Alkalithermophiles

Cellulase Streptomyces sp Aboul-Enein et al., 2010
Kératinase Streptomyces sp Korkmaz et al., 2003
Endocellulase Streptomyces sp Van Soulinger et al.,
Dextranase Streptomyces anulatus Decker et al., 200
Endocellulase Thermomonospora sp George et al., 2001

Actinomycete thermophile

Glucose isomérase Streptomyces spp Dhungel et al., 2007

Xylanase Streptomyces sp Rawashdeh et al., 2005

Actinomycete alkaliphile

Aminopéptidase Streptomyces fradiae Vitale, 1999

Actinomycéte halo-alkaliphile

Protéase Streptomyces clavuligerus Thumar et Singh, 2007

Actinomycéte psychrotrophe

Alpha-amylase Streptomyces sp Cotarlet et al., 2010
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b. Les antibiotiques

L’émergence des microbes multi-résistants a orienté les études vers la recherche de
nouvelles molécules bioactives. Les actinomycétes est parmi 1I’une des bases de cette stratégie,
en produisant approximativement 2/3 de ces biomolécules (Bulter et al., 2002), parmi
lesquelles, 75% d’antibiotiques produites sont utilisés respectivement en médecine et en
agriculture (Riedlinger et al., 2006 ; Ben Ameur Mehdi et al., 2006). Les streptomycétes sont a
I’origine de 75% des antibiotiques produits. Le genre Streptomyces est considéré en réalité 1’une
des sources majeures des produits naturels bioactifs (Pridham et al., 1956 ; Stevenson, 1956 ;

Subramani et Aabersgreg, 2012).

Selon Llic et ces collaborateurs (2007), 60% des composés antifongiques et
antibactériens sont produits par Streptomyces. La néomycine et la streptomycine sont
respectivement produites par S. griseus et S. fradiae (Szeszak et Szabo, 1967 ; Szabo et al.,
1985). D’autre part, S. viridochromogenes et S. hygroscopus synthétisent le tri-peptide
phosphinothricine qui possede des propriétés bactéricides, fongicides et herbicides (Schwartz et
al., 2004). La staurosporine et la rébéccamycine sont des antibiotiques anti-tumoraux (Onaka,
2006). S. fungicidicus produit I’enduracidine ayant une activité bactéricide considérable contre
les streptocoques multi-résistants et les bactéries a Gram positif. D’un autre cété, S. rochei sbsp.
volubilis T-2636 accumule la sédécamycine qui inhibe fortement la croissance de
Staphylococcus aureus (Higashide, 1995). L’érythromycine, la sporaricine, la destomycine, la
vanomycine et la saccharomycine sont synthétises par le genre Saccharopolyspora (Suzuki,
1993). En outre, Nocardiopsis sp. VITSVK 5(FJ973467) a une importante activité antifongique
contre A. fumigatus, A. flavus et A. niger en comparaison avec I’amphotéricine-B. De plus, il est
actif vis-a-vis C. cruzi, C. tropicans et C. albicans en comparaison avec la streptomycine (Vimal
et al., 2009). Des actinomycetes rares tels que Saccharopolyspora, Blastococcus et
Actinocoralila isolées a partir de nombreuses plantes médicinales sont douées d’une activité
antimicrobienne (Sheng et al., 2013). Le tableau 04 illustre les différents antibiotiques produits

par une large gamme d’especes d’ Actinobacteries.
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Tableau 04. Quelques exemples d’antibiotiques produits par les actinomyceétes

Antibiotiques Actinomycetes producteurs Références
Les agents antibactériens
Clostomycine Micromonospora sp. Takahashi et al., 2003
Candicidine Streptomyces griseus Jine nez et al., 2009
Streptolydigine Streptomyces lydicus Liu et al., 2007
Rétamycine Streptomyces linddensis Inoue et al., 2007
Marinomycine Marinispora sp. Sturdikova et Sturdik,
2009
Abyssomycine Verrucosispora sp. Sturdikova et Sturdik,
2009
Les agents antifongiques
Blasticidine Streptomyces griseochromogenes Fukunaga et al., 2008
Phenylacétate Streptomyces hunidus Hwang et al., 2001
Transvlencine Nocardia transvalensis Mukai et al., 2006
Amphotéricine B Streptomyces nodosus Carle et al., 2003
Les bioherbicides et bioinsecticides par les actinomycetes
Spinosad. Insecticide Saccharopolyspora spinosa Williamson et al., 2006
neurotoxique
Herbicides. Schmitzer et al., 2000
Exemple : 1.2.3-Dilydro-4-
(B-D-ribofiranosyl)-1,2,4 Actinomadura sp

(3H)- tiazol-3-one

Herbimycine Streptomyces hygroscopicus Omura et al., 2006

c. Peptides bioactifs

Les peptides antimicrobiens sont des antibiotiques naturels et sont des composants clefs
des systemes de la défense immunitaire innée, non-adaptative des organismes multicellulaires
animaux et végétaux (Hoffmann et al., 1999; Ganz et Lehrer, 1998). Il s’agit d’un ensemble
de petites protéines, comportant en moyenne de 20 a 50 acides aminés, qui partagent un caractere
cationique et des propriétés amphiphiles. A présent, plus de 750 différents peptides
antimicrobiens ont été identifiés dans divers organismes couvrant les procaryotes, les plantes, les
insectes, et les animaux (y compris les étres humains) (Boman, 1998 ; Wong et al., 2007). Les
peptides antimicrobiens synthétisés par voie ribosomique chez les bactéries sont des molécules
de nature protéique ou partiellement protéique, douées d’une activité antagoniste vis-a-vis de
souches phylogénétiqguement proches des souches productrices, ou occupant les mémes niches
écologiques. Leur synthése, par voie ribosomique, les différencie des antibiotiques qui résultent
d’un assemblage enzymatique. Deux grands groupes de peptides antimicrobiens sont distingués
avec, d’une part, les peptides antimicrobiens produits par les bactéries a Gram negatif,

représentés par les microcines, et d’autre part, les peptides antimicrobiens produits par les
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bactéries a Gram positif (Nissen-Meyer et Nes, 1997). Le tableau 05 dévoilent quelques

exemples de molécules bioactives d’origines peptidiques.

Tableau 05. Quelques exemples de molécules bioactives non antibactériennes et non

antifongiques produites par les actinomycetes.

Molécules bioactives

Actinomycetes producteur

Références

Les agents anti parasitaires

Trioxacarcine

Streptomyces sp

Maskey et al., 2004

Prodiginine Streptomycescoelicolor Williamson et al ., 2006
Les agents anti viraux
9-B-D- Streptomyces antibioticus Madigan et al., 1997

arabinofiranosyladénine

Panosialine Streptomyces sp Aoyagi et al .,2006
L’agent hypocholestérolémique
Rapamycine Streptomyces hygroscopicus Chen et al., 1999

Les agents anti tumoraux

Asterobactine

Nocardia asteroides

Nemoto et al., 2002

Salinosporamide A

Salinispora tropica

Fenical et al., 2006

Mecherchamycine

Thermoactinomyces sp

Kanoh et al., 2005

Marinomycine

Marinospora sp

Kwon et al., 2006

Borrelidine Streptomyces sp Vino et Lokesh, 2008

IB-00208 Actinomadura sp Malet-Cascon et al., 2009
Les agents immunostimulateurs

Rubratin Nocardia rubra De boer et al., 2000

Bestatine Streptomyces olivoreticuli Ichinose et al., 2003

FR- 900494 Kitasatosporia kifumense Iwami et al., 2006

Les agents immunosupprésseurs

Pentalenolactone

Streptomyces filipinensis

Uyeda et al., 2001

Brasilicardine A

Nocardia brasiliensis

Komatsu et al 2005

Les enzymes a application thérapeutique (anti tumorale)

L- asparaginase

Streptomyces spp

Saleem Basha et al., 2009
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1.2. Les radicaux libres
1.2.1. Généralité

Un radical libre est défini comme toute espéce chimique (atome ou molécule) possédant
un nombre impair d’¢électrons, cette espece est tres instable et réagie rapidement avec d’autre
composants (Denisov et Afanas’ev, 2005), essayant de capture les électrons nécessaire pour
acquérir la stabilité. Une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule
stable la plus proche au lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un
radical libre (Boudjourf, 2011). La nature des radicaux libres sont nombreuses a savoir ; espéces
réactive dérivées de 1’oxygéne (ERO) (ion superoxyde O, radical libre hydroxyle (OH),
oxygene singulet et espéces libres non oxygénées, les acides gras peroxydeés, les fractions
protéiques, les acides aminés et les acides nucléiques) (Ziane, 2013). Dans tous les systéemes
vivants, ces especes sont produites habituellement par voie endogéne durant le métabolisme
cellulaire (Kumari et Kakkar, 2008). Les ERO sont aussi produites dans des circonstances
pathologiques intrinséques tels que le dysfonctionnement des mitochondries (Montagnier,
2009). Des facteurs exogénes a savoir ; les polluants environnementaux, les radiations, les
solvants-organique, le tabac ainsi que les agents pathogénes sont aussi incriminés dans la
production des ERO (Ansari, 1997).

1.2.2. Origine des radicaux libres

IIs sont produits par divers mécanismes physiologiques (Figure 02), afin de détruire les
bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler des
fonctions cellulaires létales telle la mort cellulaire programmée ou apoptose. Toutefois, au
contact entre l'oxygéne et certaines protéines du systéeme de la respiration, une production
d'anions superoxydes se produit lors du fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale.
Le cycle redox est une autre source de radicaux libres, les rayonnements UV sont capables de
générer des radicaux libres et les particules inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de
radicaux libres. L'ingestion d'alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers
mécanismes, également les antibiotiques, les anticancéreux ont pour effet d’accroitre la

production de radicaux libres dans 1’organisme (Mohammedi, 2005).
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Figure 02. Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de 1’oxygéne
impliqué en biologie (Mohammedi, 2005).

1.2.3. Nature des radicaux libres
a. Espéces réactives dérivées de ’oxygeéne (ERO)

En effet, I’oxygeéne possede deux électrons célibataires non appariés sur sa couche

orbitale externe. Cette molécule est essentielle au bon Fonctionnement de 1’organisme
(Mohammedi, 2005).

b. lon superoxyde -O2

L’ion superoxyde O,. est un dérivé trés réactif de I’oxygene, relativement stable, il n’est

pas tres toxique pour I’organisme, mais il est a I’origine de cascades de réactions conduisant a la
production de molécules trés nocives (Bouhadjra, 2011).

c. Radical libre hydroxyle (OH)

Le radical libre hydroxyle (OH.) est tres réactif. Il peut réagir avec de nombreuses

molécules comme I’ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et étre a 1’origine de lésions

de nécrose, c’est un dérivé de 1’ion superoxyde (K. Bouhadjra, 2011).
d. Oxygéne singulet '02

Lorsque 1’énergie est apportée a 1’oxygene, celui-ci passe a 1’état singulet qui représente
la forme activée. C’est une forme treés énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de
nombreuses molécules. Il est formé a partir de 1’ion superoxyde sous 1’action de la lumiére (K.

Bouhadjra, 2011). La régulation de la production de ces espéces est illustrée dans la figure 5.
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Figure 03. Régulation de la production d'espéces réactives de lI'oxygene par les systémes de
défenses antioxydants (Milbury et Richer, 2008).

1.2.4. Roles biologique des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout en
étant des especes indispensables a la vie. lls remplissent en effet de trés nombreuses fonctions
utiles qui a part la phagocytose. Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines
enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents
pathogénes, a la destruction par apoptose des cellules tumorales, a la régulation de la dilatation
capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la
fécondation de I'ovule, a la régulation des génes (Favier, 2003), a la production énergétique, au
reglement de la croissance des cellules et a la signalisation intracellulaire (Ardestani et
Yazdanparast, 2007 ; Touafek, 2010 ; Marfak, 2011) (Figure 04).

Kadicaux libres endogenes Radicaux libres exogenes
| J

!

Augmentation des radicaux libres et/ diminution de défense antioxydant

\
Stress oxydatif / dommage oxvdatif
! A !

Diabete et ses Maladie du foie Inflammation =~ Maladie auto-immune Maladie

complications l (arthrite) cardiovasculaire

¢olite, maladie inflammatoire de 1"intestin

!

cancer

Figure 04. Organisation des radicaux libres et leur impact sur la santé humaine (Vijay et
Vimuka., 2014).
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1.2.5. Le stress oxydant

Le stress oxydatif se produit quand la génération des radicaux libres dans un systeme
dépasse la capacité de ce systéme a les neutraliser et les éliminer, ou par une diminution des
défense antioxydants (Rahman et al., 2012). Ce desequilibre peut avoir diverses origines, citons
la surproduction endogeéne d’agent pro-oxydant d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel
en antioxydants ou méme une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac,
alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets du soleil, herbicides, métaux toxiques,
plus I’eau et les aliments que nous consommons, 1’exercice excessif sont également des facteurs
qui augmentent considérablement la présence des radicaux libres dans notre systeme (Kanoun,
2011 ; Mezit, 2009). La principale source de ROS est la mitochondrie par I’intermédiaire de sa
chaine respiratoire, elle produirait en effet 90% des ROS cellulaires (Mohammedi ., 2012).

a. Les conséquences biologiques de stress oxydative

L’accumulation des EOR a pour conséquence l’apparition de dégats cellulaires, et
tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines

les lipides et I’acide désoxyribonucléique (Figure 05).
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Figure 05. Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR (Meziti, 2009).
al. Les lipides

Les acides gras polynisaturés sont la cible privilégiée des EOR en raison de leurs
hydrogenes bis allyliques facilement oxydable. C’est le cas des lipides majeurs des membranes
cellulaires et des lipoprotéines. Les produits d’oxydation peuvent comporter des substances
toxiques responsables des dysfonctionnements et d’altération cellulaires (perte d’acides gras
polyinsaturés, diminution de la fluidit¢ membranaire, modification de I’activité des enzymes et
des récepteurs membranaires et libération du matériel a partir du compartiment subcellulaire)
(Meziti, 2009).
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a. Les protéines

Les acides amines des protéines sont la cible des EOR soit au niveau de leur chaine
latérale, avec formation des produits d’oxydation, Soit au niveau de la liaison peptidique,
entrainant la fragmentation de la chaine. L’oxydation des acides amines génére des groupements
hydroxyles et carbonyles sur les protéines mais peut également induire des modifications
structurales plus importantes comme des réticulations intra ou intramoléculaires, ce qui affecte
leurs fonctionnements. Les protéines modifiées deviennent généralement plus sensibles a I’action
des protéases et sont alors dirigées vers la dégradation protéolytique au niveau du protéasome
(Meziti, 2009).

B. Les acides nucléiques

Les bases azotes et le désoxyribose sont la cible privilégiée des EOR, ils sont alors
transformés en produits de fragmentations et en bases oxydées, les altérations du matériel
génétique s’accummuleront au sein de ’ADN représentant ainsi la premiére étape impliquée

dans la mutagénése, la carcinogenése et le vieillissement (Meziti, 2009).

Le stress oxydatif, est donc impliqué dans un grand nombre de pathologie, tant aigues
que chroniques (Kanoun,2011), comprenant le cancer, 1’athérosclérose, le syndrome chronique
de fatigue, I’arthrite rhumatoide et les maladies neurodégenerative telles que la maladie de
parkinson, la maladie d’Alzheimer, et la maladie de Huntington (figure 06) (Rahman et al.,
2012).

Alzheimer
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Figure 06. Les effets nocifs du stress oxydatif sur la santé humaine ((Favier, 2003 ; Rahman et
al,.2012).
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1.2.6. Les antioxydants

La protection contre les effets délétéres induits par les radicaux oxygénés s’effectue a
I’aide de trois types d’agents différents : les protéines non enzymatiques, Les enzymes tels que
les superoxyde-dismutases et les glutathion-peroxydases et enfin les antioxydants d’origine
nutritionnelle tels que les caroténoides, les tocophérols (vitamine E), I’acide ascorbique
(vitamine C) et les polyphénols qui sont des antioxydants essentiels pour I’homme. L'oxydation
fait partie d'une réaction d'oxydo-réduction qui transfere des électrons d'une substance vers un
agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui entrainent des réactions en
chaine destructrices. Les antioxydants sont capables de stopper ou de retarder ces réactions en
chaine en se réduisant avec les radicaux libres et annihilant ainsi leur action. Ces propriétés se

trouvent beaucoup dans les familles des thiols et des phénols.
a .Définition d’antioxydant

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

b. Mécanisme d’action

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygeéne
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 manicre
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’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérives du phénol.

En plus, leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la
délocalisation par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par
I’oxygene moléculaire. Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent
I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’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,
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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 I’énergie excédentaire de
I’oxygene singlet pour la transformer en chaleur (Yaacoub, 2009 ; Hellal, 2011). Le tableau 6

illustre les mécanismes d’action de quelques antioxydants.

Tableau 06. Mécanisme d’action de quelque antioxydante.

Nature Mode d’action

Vitamine E

Vitamine C

Béta caronténe

Défenses non enzymatiques Béta caronténe

Fixation des métaux

Béta caronténe L
transition

Ubiquinone, acide urique...

Catalyse la dismutation de

Superoxyde dismutase I’anion superoxyde

Défenses enzymatiques Catalase Métabolise H,0,

Glutation peroxydase les hydroperoxydes

c. Les systemes antioxydants

Les antioxydants se divises en deux catégories : enzymatiques et non enzymatiques. La
figure 9 illustre les différents antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

cl. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont le superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), et
la glutathion peroxydase (GSH-Px). Plus de ces enzymes principales, d’autre antioxydants, y
compris 1’héme oxygénase)-1, et les protéines redox, telles que des thioredoxines (TRXS),
peroxyredoxins (PRXS), et glutaredoxins, se sont également avérés pour jouer des réles cruciaux

dans les défenses anti-oxydantes pulmonaires (Birben et al., 2012).
a. Le superoxyde dismutase (SOD)

La dismutation de superxyde (O,) s’effectue par SOD, afin d’avoir I’oxygéne
moléculaire (O). Donc cette dismutation est important pour chaque cellule. Le H,0; est produit
par I’action de SOD ou par ’action des oxygénases (xanthine oxydase), qui est réduit en eau par

la catalase et glutathion peroxydase (Birben et al., 2012) .

19

Action réductrice sur H,O, et



Revue bibliographique Activité antioxydant

B. La catalase (CAT) :

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques (Meziti, 2009).
La CAT dégrade le H,0; en eau, donc il y’ a une synergie entre le SOD et CAT. (Birben et al.,
2012 ; Meziti , 2009).

0. Les glutathions peroxydases et réductases

GSH peroxydase catalyses la réduction de H,O, en présence de GSH. En plus le GSH
réductase régénerer le GSH a partir de GSSG tout en utilisant le NADPH comme cofacteur
(Rahman et al., 2012).

c2. Le systéeme antioxydants non enzymatiques
a. Le systeme antioxydants non enzymatiques endogénes

Ce groupe de systemes antioxydants renferme nombreuses substances endogenes parmi
les quelles on peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, la mélanine, 1a mélatonine,
I’acide lipoique. De tout ces composes endogénes synthétises par les cellules le plus important
est sans doute le glutathion. La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les radicaux
peroxyles et I’oxygeéne singulier, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a I’albumine
des attaques radicalaires (Meziti, 2009). Les protéines chélatrices de métaux de transitions
comme |’hapatoglubine, la ferritine, I’albumine, et la céruloplasmine agissent en diminuant la
disponibilité d’agents pro-oxydants, comme les ions Fe?* / Fe** ou Cu®* / Cu* permettant par ce

biais de prévenir la production des radicaux libres par la réaction de fenton.
B.Le systéeme antioxydants non enzymatiques exogenes
B1. Vitamine C (acide ascorbique)

Est un antioxydant hydrosoluble, qui neutraliser les radicaux libres oxygénés de la phase
aqueuse intracellulaire et extracellulaire. Elle régénéré par ascorbates réductases (Birben et al.,
2012 ; Meziti, 2009).

B2. Vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols, cette famille comprend 4
substances (a, B, y, 6), a-tocophérols est la forme la plus active (Cuvelier et al., 2003). La
vitamine E est décrite comme étant le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les
erythrocytes chez I’homme, il est capable d’une part, de piéger chimiquement 1’oxygene singulet

en s’oxydant en quinone, et d’autre part, de réagir avec le radical hydroxyle HOs. Mais son
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principal réle biologique est de réagir avec les radicaux peroxyles ROO¢ pour former un radical
tocophéryle (Dellatre, 2005).

B3. Les Caroténoides

Les Caroténoides sont des colorants trouvés chez les plants (Birben et al ., 2012).
L’activité antioxydants de ces molécules repose principalement sur la présence de nombreuses
doubles liaisons conjuguées au sein de leur structure. Elles interagissent avec les radicaux libres :
pyroxyle (ROO), superoxide :O’,, Hydroxyle : OH™ par 3 mécanismes, soit par 1’abstraction
d’hydrogéne, transfert d’électron et addition du radical (Benhammou, 2011).

p4. Les Polyphénols

Les polyphénols sont des pigments végétaux dont les propriétés antioxydantes, les plus
importants sont les flavonoides (Médart., 2009). lls sont naturellement capables de piéger
I’oxygéne singulet 'O2 et le radical anion superoxyde O+ en le dismutant en H,O, (Chen et al.,
2003). Leur effet protecteur est notamment connu dans le systeme cardiovasculaire ou ils

préviennent 1’oxydation des protéines.

: :

2) Les molécules piégeuses d’électrons

| Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-éléments... |

Figure 07. Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005).
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1.2.7. Utilisation des antioxydants :

v" Dans I’industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie

pour protéger les métaux de 1’oxydation.
v Dans I’industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gra

v Dans I’industrie teinturerie : pour éviter I’oxydation des colorants (Bouhadjra, 2011).

22



Partie 11 :
Etude expérimentale



Matériels et méthodes



Matériels et méthode

. Matériels et méthode
1.1. 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 d’El Hsasna), I’aide d’une grande spatule stérile, les
cing premiers centimétres de la couche superficielle du sol sont écartés, on préleve 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 8. Site de prélevement du sol de la forét El Hsasna Saida (34.934388, 0.381391)
I.1.1. Traitement des échantillons

Les échantillons du sol prélevés ont été séchés a I’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).
1.1.2. Preparation 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 1’aide du vortex pendant 10 minutes. Des dilutions décimales sont ensuite
réalisées (1 :100 et 1 :100).
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1.1.3. Isolement et purification des actinomycetes

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 9.).

Miliew £5A Milieu Bensett Miliew €54 Miliey Demett Miliew 0S84 Milien Beanett

Figure 9.Techniques d’isolement souche des Actinomycétes.
1.1.4. Purification et conservation des actinomycetes

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 & -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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1.2. Screening de I’activité antifongique

1.2.1. 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

Tableau 7. Souches fongiques utilisées pour tester ’activité biologique des extraits

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

Fusarium graminearum Université de Laghouat

Penicillium expansum

1.3. Evaluation du pouvoir antifongique des actinomycetes par la méthode des cylindre
1.3.1. 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 I'agglutination
des spores, mélanger vigoureusement a I’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) & l'aide d'un spectrophotométre & 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.
1.3.2.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 (figure 10.).
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L’activité antifongique est mesuré par le rapport entre la surface de I’inhibition crée par
I’extrait et la surface de la boites 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

e — Dépbt dtundisque
de culture de 6mm
Culture jeune d’actinobactérie
Ensemencement de N
100 pl d’inoculum : Ajustement de
sur la surface du | Iinoculum par le
milicu CSA ] f ‘ * spectrophotométre
b = \ \‘—_‘-___-—- _ -
A — a 4
Culture jeune de moisissure

Incubation a 30°C
pendant 7 jours

«
Figure 10. Screening de I’activité antifongique.
1.1.5. Identification génétique des souches

L’identification moléculaire des souches bactériennes actinomycetes est réalisée au

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

Cette étape est 1’étape cruciale permettant d’avoir un bon résultat pour 1’ensemble des
étapes qui suivent cette derniére, elle doit se faire dans des conditions bien précises afin

d’éviter toute contamination.
a. 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 éliminé, un

volume de 400ul de Lysis Buffer P et 20 ul de protéinase K sont ajouté au kilo suivi d’une
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homogénéisation par le pistil. Les tubes a eppendorf sont enfin mixés par le vortex et incubé a

65°C sous agitation pendant 30 minutes.
b. Filtration et séparation de ’ADN des autres débris cellulaire

Apres I’insertion des préfiltre vert dans les tube jaune & 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 éliminés.
c. Fixation de I’ADN sur la colonne

Afin de fixer I’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. Aprés I’incubation les tubes subissent une centrifugation durant 2 min a 11000 rpm.

Les préfiltres sont transférés enfin dans des nouveaux tubes jaunes.
d. Nettoyage de ’ADN des impuretés

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

4min a 11000 rpm afin de sécher la colonne.
e. Elution de ’ADN de la colonne

Les préfiltres jaunes sont placés dans des tubes blancs de 1.5ml, puis un volume de
30ul d’Elution Buffer est ajouté. Le tout est incubé pendant 3min a la température ambiante,
puis centrifugé durant 1min a 11000rpm. Le prefiltres est éliminé et le tube contenant I’ADN

est enfin conservé a 4°C.
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Figure 11. Extraction de I’ADN bactérien
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1.1.7. Veérification de la présence d’ADN par électrophoreése sur gel d’agarose

Afin de verifier la pureté d’ADN extrait précédemment, 1’électrophorése 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 gélifié, la plaque est transféré dans le
bac d’électrophorése est imprégné dans la solution tampon. 2ul de la solution de révélation
marqueur est additionné a 2ul de la solution d’ADN marqueur, ce melange est bien mixé est

déposé dans le premier puis de la plaque est sert de controle.

Pour chaque solution d’ADN préparé précédemment, 2ul est prélevé est mixé avec 2l
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 lumiere UV.
1.1.8. 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 1pl d’ADN
précédemment extrait est porté dans des tube a PCR sur le quel est ajouté 49ul de solution a
PCR (25pl de JSRM, 2ul Forward primer, 2ul reverse primer et 20 pl 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 I’amplification, les tubes sont incubés a 6°C jusqu'a

le lendemain.
1.1.9. Purification de ’ADN amplifié

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

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

La préparation de I’ADN est nécessaire afin de le fixé sur la colonne et le débarrassé
des impuretés. Un volume d’échantillon est mixé avec deux volumes de Buffer NTI (50pl
d’ADN amplifi¢ plus 100ul Buffer NTII). La solution est laissée dans la température

ambiante pendant 2min.
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b. Fixation de PADN

La solution est transferée 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 11000 rpm et le filtre est placé dans le méme tube.

c. Nettoyage de la membrane

Un volume de 700ul Buffer NT3 est ajouté au NucleoSpin et PCR Clean-up Column
puis le filtrat est éliminé apres 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.
d. Séchage de la membrane

Le support est centrifugé encore une autre fois durant 1min a 11000rpm afin

d’éliminer complétement le Buffer NT3, puis incubé a 70°C durant 5min.
e. Elution de PADN

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 1min. le support est ensuite centrifugé durant une minute a
11000rpm.

1.1.10. Vérification de I’amplification d’ADN par électrophoreése

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

présences de I’ADN aprés extraction sont suivies pour verifier I’amplification de I’ ADN.
1.1.11. Le séquencage de I’ADN amplifié

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

les résultats resultats des séquences sont comparés a la banque des données sur le NCBI.
I.4. Preparation et extraction des métabolites secondaire

A partir des cultures liquides dans les milieux Gym, 10 ml de chaque culture est

transféré a 1’aide des pipetes XD dans des flacons contenant 100 ml de milieu 5294.
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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.
1.4.1. Extraction des métabolites secondaires

Une fois les cultures sont prétes, I’extraction des métabolites secondaire est réalisée

suivant le protocole décrit comme suit :

20 ml de chaque culture est porté dans des tube en plastique gradué a I’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 a 12 minutes. Les tubes sont ensuite centrifugés a 9000
rpm pendant 10 minutes. Les surnageant sont enfin récupérés dans des boule en verre puis
¢vaporé a 1’aide du rotavapor a 40°C sous 82 mbar et 123 rpm jusqu'a I’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.selon la figure suivante(12.).
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‘Iransfert de culture a I’aide
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Incubation a 30°C pendant 5
a 7 jours
T

& &

Transfert de 10 ml de culture dans deux
milieux de culture différents a "aide de
plpene XD,

100 ml de milieu 5294 100 ml de milieu 5254
T ———————

B ¥

TIncubation a 30°C pendant 5 a 10 jours
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Récupération dans 1 ml Méthanol, Acétone, Acétate d*éthyle (V:V:V)

Figurel?2 :Extraction des métabolites secondaires
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1.5. Mesure de ’activité antioxydant
1.5.1 Mesure de Pactivité antioxydant par DPPH

L’evaluation de I’activité antioxydant des extraits par DPPH est réalisé suivant le

protocole de Atoui et al en (2005)
a.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.
b.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 contrble négatif, on
mélangeant 100 pl du méthanol avec 3.9ml de DPPH. Le blanc de 1’appareil est le méthanol.
L’incubation est durant 30 minutes a température ambiante. La lecture se fait a 517 nm,

c.Calcul des pourcentages d’inhibition :
Le pourcentage de réduction du DPPH est donnél par la formule suivante (Yen et al, 1994).
% PR du DPPH = [((DO cont a t0) — ( DO éch a t 30 min ))/ ( DO cont a t0)] x 100

e % PR du DPPH : pourcentage de réduction ou d’inhibition du DPPH.
e DO contat0 : densité optique du DPPH a t0.

e DO cont a t30 : 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 1M
R

Mgétabolites secondaire
d’actinobactérie

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

3,9 ml de solution de
DPPH dans chaque
Ordre décroissant (100p1, 75ul, tube

SOulet 25u1)

Mesure de

S — PPabsorbance a 5170m

Incubation pendant 30 min a la
température ambiante,
-

Figure 13. Mesure de I’activité antioxydant par DPPH.
1.5.2. Mesure de ’activité antioxydant par ABTS
a.Principe

L’activité anti-radicalaire 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 utilisé comme un radical libre pour évaluer ’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 1’absorbance. Cette diminution dépend de

I’activité antioxydant des composés testés, du temps et de la concentration (Re et al., 1999).
b. 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 1’utilisation. La solution d’ABTS est diluée avec le méthanol jusqu’a
I’obtention d’une absorbance de 0,7( £ 0,02) & 734 nm. 3.9 ml de la solution d’ABTS est
additionné a 100, 75, 50 et 25 ul de I’extrait.
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Apres I’incubation pendant 7 min a I’obscurité et a température ambiante, On mesure
la réaction de réduction de la solution d’ABTS a 734 nm. Le pouvoir anti-radicalaire de

I’extrait est exprimé en pourcentage d’inhibition du radical ABTS" :
% PR du ABTS = [((DO cont at0) — ( DO éch at 7 min))/ ( DO cont a t0)] x 100

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

e DO contat7 : densité optique & 7 min apres avoir ajouté 1’extrait.

7mM ABTS plus 2.4 mM
persulfatede potassium
(incubationa 18°C
pendant 18 h)

4 1mldelasolution ABTS
dans 60ml de méthanol

d’actinobactérie 3,9 mlde solution g .b,:',:::ge ,n::: *a07

LD e v : aT34nm
— 1 ida11

Mesurede
I’absorbancea
734nm

Incubationpendant quelques
minutes

Figure 14. Mesure de I’activité antioxydant par ABTS.
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1. Résultats et discussion
I1.1. Isolement, purificaion 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 et CSA). Ces colonies sont reconnues par leurs
aspects macroscopiques (colonies dures incrustées dans la gélose). Les résultats de
I’isolement des colonies d’actinomycétes a partir d échantillons du sol sont présentés dans les

photos 1.

Photo 1 Les souches des Actinomyceétes isolés a partir du sol (Photo originale, 2018).

Un totale de sept colonies d’Actinobactéries sont isolées a partir des sols de la région
d’El Hsasna. Le choix des colonies est basé sur la couleur et 1’aspect de ces derniéres apres
leur purification. L aspect macroscopique des isolats est différent. La forme des colonies est
différente aussi (photo2) : colonies bombées, aplatie, ...etc. sont tous incrustées dans la
gélose, possédant un mycélium végétatif surmonté d’un mycélium aérien de couleurs

différentes (jaune,blanche, marron...etc.), parfois le mycélium aérien est absent .
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Photo 2. Aspect des colonies d’Actinobactéries apres purification sur milieu GYM (Photo
originale, 2018).

11.2. Diversité des souches d’Actinobacteries isolée

L’identification moléculaire (par ARNr 16S) des souches purifiées était réalisée au
sein du centre DSMZ (Allemagne) par 1’utilisation de trois amorces universelles a savoir :
F27, R518 et R1525. Les résultats regus ont été traités par Geneious V10 et Mega 7 software.

(Le tableau 9) regroupe le nom des especes apres leurs identifications génétiques.

Tableau 9. Nom de souches bactériennes aprés identification moléculaire.

Code de la souche Espéce bactérienne apreés identification
par ARN 16S
F2 Streptomyces lasiicapitis
M3 Streptomyces flavofungini
M4 Streptomyces silaceus
M5 Streptomyces alfalfae
M7 Streptomyces alboflavus

11.3. Résultats de I’activité antifongique des extraits bactériens
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Streptomyces lasiicapitis

Figure 15 . Résultats de I’activité antifongique des extraits bactériens
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Tableau 10. Résultats du screening de I’activité antifongiques des souches isolées de la
région de El Hsasna

Les souches Les souches % de Dactivité Qualité de ’activité
bactériennes fungiques
Streptomyces AP 10.75 % +++
lasiicapitis AO 5.97 % +
PE 10.38 % +++
FO 30.86 % +++
M1 AP 0% -
AO 0% -
PE 0% -
FO 0% -
Streptomyces AP 0% -
flavofungini AO 5.97 % +
PE 30.86 % +++
F 6.53 % +
Streptomyces AP 4.45 % +
silaceus AO 5.97 % +
PE 34.02 % +++
F 4% +
Streptomyces AP 0% -
alfalfae AO 0% -
PE 0% -
F 0% -
Streptomyces AP 0% -
alboflavus AO 14.27 % +++
PE 17.36 % +++
F 0% -
M9 AP 0% -
AO 0% -
PE 0% -
F 0% -

Fusarium graminearum,Aspergillus parasiticus,Aspergillus ochraceus, Penicillium expansum

v Selon les résultats affichés sur la photo et le tableau, la souche Streptomyces

lasiicapiti enregistre une bonne activité antifongique contre P. expansum, A.

parasiticus et F. graminearum avec un pourcentage d’inhibition de 10.38 %, 10.75

% et 30.86 % respectivement. A. ochraceus est apparu sensible avec un pourcentage
d’inhibition de 5.97 % qui refléte une activité moyenne (tableau).

v" Suivant les résultats affichés sur le tableau et la photo, la souche M1 a enregistré une

Faible activité antifongique contre F. graminearum, A. ochraceus A. parasiticus et P.

expansum.
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v Selon les résultats affichés sur le tableau et la photo, la souche Streptomyces
flavofungini a enregistré une bonne activité antifongique contre P. expansum avec
un pourcentage d’inhibition de 30.86%, A. parasiticus, est apparu trés résistantes a
la souche Streptomyces flavofungini avec un pourcentage d’inhibition nul (tableau).

v’ les résultats affichés sur le tableau et la photo, la souche Streptomyces silaceus a
enregistré une bonne activité antifongique contre P. expansum avec un pourcentage
d’inhibition de 34.02 %, ce qui refléte selon le tableau une trés bonne activité
antifongique. Les trois souches fongiques a savoir A. ochraceus A. parasiticus, F.
graminearum enregistre une activité moyenne avec la souche Streptomyces silaceus
avec un pourcentage d’inhibition de 5.97% ,4.45%, 4% respectivement (tableau).

v Selon les résultats affichés sur le tableau et la photo, la souche Streptomyces
alfalfae a enregistré une faible activité antifongique contre F. graminearum, A.
ochraceus. A. parasiticus et P. expansum sont apparues tres résistantes a cet extrait
avec un pourcentage d’inhibition nul (tableau )

v Suivant les résultats affichés sur le tableau et la photo, la souche Streptomyces
alboflavus a enregistré une bonne activité antifongique contre P. expansum et A.
ochraceus avec un pourcentage d’inhibition de17.36 %, 14.27 % et A. parasiticus et
F. graminearum sont apparues trés résistantes avec un pourcentage d’inhibition nul
(tableau )

v' Les résultats affichés sur la figure dévoile que les quatre souches fongiques a savoir :
A. flavus, A. parasiticus, F. graminearum, P. expansum sont tres résistantes a la

souche M9 avec un pourcentage d’inhibition nul (tableau).
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Ce test est I’'une des méthodes les plus fréquentes et ralativement rapides utilisées
pour tester 1’activité radicalaire des substances biologiquement actives (Molyneux et
al.,2007). Ce radical présente une absorbance caractéristique dans un intervalle compris
entre 512 et 517 nm et il est de couleur violette mais se décolore eapidement et devient jaune
quand il est réduit. La capacité des antioxydants présents dans le milieu est

proportionnelle a I’intensité de la couleur.

D’aprés ces résultats obtenus 1’extrait brut de 1’isolat Streptomyces silaceus présente le
poucentage d’inhibition le plud elevée avec 97,43 % suivi les extraits des souches

Streptomyces flavofungini, Streptomyces alfalfae, Streptomyces alboflavus et Streptomyces

lasiicapitis avec des percentage d’inhibition de 95,92%, 95,86% , 40,10 % et 33,89%

respectivement.

Le dosage ABTS est aussi une des méthodes utilisées pour tester ’activité radicalaire des
substances bioactives (Elmastas et al., 2007). Ce radical présente une absorbance
caractéristique a 430 nm et une couleur bleu nuit qui devient incolore aprées sa réduction. La
capacité des antioxydants présents dans le milieu est proportionnelle a I’intensité de la
couleur. Les valeurs dans la figure ont obtenues en calculant des pourcentages
d’inhibition (P1%) de deux expériences et exprimées en pourcentage d’inhibition (P1%) en se
référant a la courbe d’étalonnage. D’aprés ces résultats la souche  Streptomyces
flavofungini présente le pourcentage d’inhibition le plus elevé avec 41,36 % suivi des
souches Streptomyces alfalfae Streptomyces silaceus et Streptomyces alboflavus avec des
pourcentages de 28,18% ,25,45% et 14,55% puis I’extrait de l’isolat Streptomyces

lasiicapitis avec le plus faible percentage d’inhibition a savoir 4,82%.
I1.4 Discussion

De nombreuses espeéces d’actinomycetes, en particulier celles appartenant au genre
Streptomyces, sont bien connus comme agents de lutte biologique inhibant plusieurs
champignons pathogénes (Errakhi et al.,, 2007; Khamna et al., 2009). L'analyse des
séquences du gene de I'ARNr 16S a montré que toute les souches isolées possedent une
similarité compléte (100% de similitude) avec la base de donné NCBI, ce qui signifie que
toutes les souches isolée dans la foret ont été déja identifiée. Les sept souches isolée des sols
forestiére de la région de El Hsasna et apres 1’identification moléculaire sont Streptomyces
lasiicapitis, Streptomyces flavofungini, Streptomyces silaceus, Streptomyces silaceus,

Streptomyces alboflavus Permit ces souches Streptomyces lasiicapitis, Streptomyces
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flavofungini, Streptomyces silaceus, Streptomyces silaceus, Streptomyces alboflavus
possedent une activité antifungique et antioxydant cette activité antifungique est due par la
méthode Cylendre.

Nos résultats indiquent que parmi les sept souches d’actinomycétes isolées des sols
forestieres (Commune de Saida), certaines ont montré une nette performance a produire des
molécules douées d’une activité antifongique. Nous constatons que les quatre souches
Streptomyces lasiicapitis ; Streptomyces flavofungini ; Streptomyces silaceus ; Streptomyces
alboflavus ont montré une bonne activité contre la totalité des souches fongiques testees.
Par contre, la souche Streptomyces alfalfae ne présente aucune activité antifongique
contre les souches fongique sélectionnées.

Certaines études publiées ont déja démontré 1’activité antifongique des deux souches a savoir

Streptomyces fulvissimus et Streptomyces kasugaensis contre d’autre champignons
pathogenes. Kanini et al., (2013) ont démontré qu’un total de 605 isolats Streptomyces
provenant de 12 habitats grecs divers ont été criblés pour une activité antifongique contre
Rhizoctonia solani DSM843. Les données obtenues ont démontré que les isolats Streptomyces
pseudovenezuelae et Streptomyces fulvissimus ont présenté la plus grande activité
antagoniste. Streptomyces kasugaensis est un microorganisme antagoniste isolé des sols
et présente une forte activité antifongique contre les agents pathogénes fongiques tels
que Fusarium oxyporum, Cladosporium cucumerium ou Botrytis cineria (Jae et al.,
2001). L’activité antifongique du streptomyces kasugaensis a été étudiée, les résultats ont
montré que les substances bioactive (Kasugamycine), générée par S. kasugaensis inhibent

les croissances de champignon pathogénes (Shinji, 2004).

Le degré de l'activité antifongique dépend de la composition de I’extrait. Plusieurs chercheurs
ont déja signalé que [Dactivité antimicrobienne est variable chez les actinomycetes.
(Prapagdee et al.,2008) a trouvé que sur 146 souches d'actinomycetes indigénes isolées des
sols, seulement 10 souches préesentaient une activité antifongique. (Khamna et al. ,2009) ont
isolé 396 souches du genre Streptomyces et seulement 27 souches ont montré une activité
antifongique. (Bharti et 51al.,2010) ont obtenu 316 souches d'actinomycétes de différents

echantillons de sols, dont 31% ont présenté une activité antifongique.
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Conclusion et perspectives

Les actinomycetes sont des procaryotes les plus économiquement et bio-technologiquement
précieux, responsables de la production d'environ la moitié des métabolites secondaires
bioactifs découverts, y compris les anti-tumoraux, les agents immunosuppresseurs et les
antibiotiques. Les actinomycetes sont largement distribués dans les sols et autres milieux
terrestres et marins, ou ils ont joué un réle écologique important dans le renouvellement des
éléments nutritifs du sol.

L'objectif de cette étude est d’évaluer l'activité antifongique des métabolismes
secondaires produits par des actinomycetes isolés des sols Alhsasnha de la région de Saida
contre des moisissures toxinogénes. Selon les résultats dévoilés précédemment, nous
concluons que I’extrait résultant des souches Streptomyces flavofungini et Streptomyces
silaceus_possédent une importante activité contre les souches fongiques sélectionnées du a la
présence de substance bioactive. L’extrait provenant des souches M9 et M1 ne possédent
aucune activité antifongique du a la résistance des souches fongiques ou 1’absence de
substances bioactives contre ces moisissures. Dans le cadre de recherche de métabolites
secondaires bioactifs des actinomycetes, ainsi que la mise en évidence de leurs activités
antifongique et antioxydant.

L’étude de ’activité antioxydant des sept extraits bruts par la méthode du piégeage des
radicaux libres DPPH et ABTS,; a révélé une meilleurs activité antioxydant de
I’extrait Streptomyces flavofungini avec un pourcentage d’inhibition 95.92 et 41.36
respectivement,

D’apres les résultats notre activité antioxydante ne dépend pas de la teneur en
polyphénols et ’activité antimicrobienne enregistrée avec les extraits ayant une faible activité
antioxydante peut étre expliquée par la présence d’antibiotiques autres que les antioxydants.

Comme perspectives, cette étude doit étre complétée par les points manquants suivant

[Jldentification des substances bioactive des extraits par HPLC-MS,

[ I’etude de lactivité antibacterienne des extraits
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Annexes

Annexe | : Les différents milieux de culture utilisée.

» Starch Casein Agar (S.C.A) :

Amidon
KNO3
K2HPO4

NaCl

Caséine
MgSO4 .7H20
CaCo3
FeSO4.7H20
Agar - agar

Eau distillée

» Gélose dextrosée a la pomme de terre (PDA) :

Pomme de terre
Dextrose
Agar - agar
Eau distillée

» Bennett :
Glucose
Peptone pancréatique de caséine
Extrait de Levure
Extrait de Viande
Agar
Eau distillée

PH

100 g
2049
209
209
0,39
0,05 g
0,029
0,01g

18.0¢g

1 000 ml

200 g
1509
20049

1 000 ml

10.0g
209
10¢g
10¢g
1509
1000 ml

7,2
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» GYM Streptomyces Agar (DSMZ Medium 65)

Agar 12.0g
Extrait de malt 10.0g
Extrait de levure 4.0g
CaCO3 2.09
Glucose 4.0g
Eau distillée 1 000 ml

PH 7.2
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Annexe 11 : Préparation des différentes solutions utilités.

» Préparation de I’eau physiologique
Afin de préparer de I’eau physiologique en mélange 4.5 mg de NaCl dans 500 ml
d’eau distillé, en agite bien a I’aide d’une plaque agitatrice. Puis la solution sera

autoclave pour qu’elle soit stérile.

» Préparation de la solution DPPH
Le DPPH se trouve sous forme de poudre, on le prépare on ajoutant du méthanol.
Une petite quantité de la poudre de DPPH sera suffisante. Aprés I’ajout du méthanol,
on agite bien puis on mesure sans absorbance a la longueur d’onde 517 nm.
L’absorbance de la solution doit étre 0.1 donc si on la trouve supérieur on continue a
ajouter le méthanol et si on la trouve moins on ajoute de la poudre a fin d’obtenir une

absorbance de 0,1.

» Préparation de la solution d’ABTS
L’ABTS se trouve sous forme liquide trés concentré de couleur blanc, on lui ajoute de
K2S204 ou la couleur sera changer vers le bleu. Aprés 1’ajout du K2S204,0n agite bien puis on
mesure sans absorbance a la longueur d’onde 734 nm. L’absorbance de la solution doit étre 0.1
donc si on la trouve supérieur on continue a ajouter du K2S5204 et si on la trouve moins on

ajoute de I’ABTS a fin d’obtenir une absorbance de 0,1.
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Annexes I11.

Photo Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait M 1contre les souches fongiques
sélectionnées

Photo Résultat de I’activité antifongique de 1’extrait M3contre les souches fongiques
sélectionnees
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Photo Résultat de I’activité antifongique de [’extrait M4contre les souches fongiques
sélectionnées

Photo Résultat de [D’activité antifongique de I’extrait Mb5contre les souches fongiques
sélectionnées
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Photo Résultat de I’activité antifongique de I’extrait MScontre les souches fongiques
sélectionnees

Photo Résultat de I’activité antifongique de I’extrait M9contre les souches fongiques
sélectionnées
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Photo Résultat de [D’activit¢ antifongique de 1’extrait f2 contre les souches fongiques
sélectionnees
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