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Introduction

Nous sommes confrontés ces derniéres décennies a [’apparition de bactéries
multirésistantes aux antibiotiques couramment utilisés et a la toxicité des antioxydants
synthétiques. Ce qui a poussé les scientifiques a rechercher d’autres sources en quéte de
molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet secondaire. En effet, les radicaux libres
induisent des dommages oxydatifs aux biomolécules telles que les lipides, les protéines et
I'’ADN. Ces dommages sont impliqués dans le développement de nombreuses maladies, telles
que les maladies cardio-vasculaires, 1'athérosclérose...etc (Valko et al., 2007 ; Ferreira et al.,
2009 ; Cavar et al., 2012). Parmi les sources étudiées de molécules antioxydantes d’origine
naturelle, le monde microbien constitue I’une des alternatives prometteuses dans ce domaine.

Les microorganismes d’origine marine sont des producteurs prolifiques de molécules
actives en particulier les bactéries appartenant a I'ordre des Actinomycetales (Jensen et Fenical,
1996; De Carvalho et Pedro, 2010).

De tous les genres d'actinobactéries, le genre Streptomyces est représenté dans la nature
par le plus grand nombre d'espéces et de variétés. Ces espéces peuvent produire un grand
nombre d’antibiotiques et de métabolites secondaires actifs (Thomas et al., 2010). En effet, les
activités décrites et associées a ce genre sont tres diverses: antimicrobiennes, anti-
inflammatoires, cytotoxiques, antivirales, antioxydantes ainsi que bien d'autres activités.

Les métabolites secondaires sont généralement produits en phase stationnaire de
croissance des microorganismes. Ils peuvent étre induits suite a I'épuisement des nutriments
dans leur milieu de croissance, créant des conditions stressantes. Les différences dans la
composition des milieux de croissance affectent également le type de métabolites secondaires
produits par les microorganismes. C’est dans cette approche que s’inscrit cette étude qui
propose I’optimisation de I'extraction des polyphénols totaux et de molécules antioxydantes a
partir d’une culture de Streptomyces. L’outil statistique le plus approprié¢ employé pour
maximiser les teneurs de ces molécules est la méthodologie de surface de réponse (RSM). Selon
Bas et Boyaci (2007), Granato et al. (2010), Cruz et al. (2010) et Pena et al (2014), la RSM est
une technique mathématique basée sur I'analyse de régression utilisée pour développer et
améliorer (optimiser) les produits.

Cette ¢étude s’organise autour de trois parties : la premiere fait état des connaissances
actuelles sur les actinobactéries et un apercu de leur capacité a produire des molécules
bioactives et eventuellement leur pouvoir antioxydant ainsi que des notions fondamentales
relatives a la méthodologie de surface de réponse.

La deuxiéme partie de ce mémoire expose I’ensemble des méthodes expérimentales

mises en ceuvre dans 1’étude des caractéres morphologiques et le profil antioxydant, la

Y
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modélisation et 1’optimisation de la production des polyphénols totaux et I’activité
antioxydante par I’isolat Streptomyces sp. MML1 par la méthodologie de surface de réponse.
La troisieme et derniére partie discute les résultats obtenus au cours de cette étude suivi

par une conclusion génerale.
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I. Les actinobacteries: Généralités et importance
1. Genéralités

Les actinobactéries sont des procaryotes a Gram positif (Williams et al., 1993 ; Sanglier
et Trujillo, 1997). lls ont une teneur élevée en GC, variant entre 51% chez certains
corynebactéries a plus de 70% chez Streptomyces et Frankia (Benson and Silvester, 1993;
Perrine-Walker et al., 2011). Leur morphologie est tres diversifiée, allant de la forme cocci
(Micrococcus) ou batonnet-cocci (Arthorobacter) en passant par ceux formant des hyphes qui
se divisent (Nocardia, Rhodococcus) et ceux qui possedent un mycélium persistant et bien
différencié (Streptomyces, Actinomadura, Micromonospora, etc.) (Oskay et al., 2004 ;
Srivibool et Sukchotiratana, 2006). Les actinobacteries sont des eubacteries chimio-
organotrophes (Conn, 2005; Hayakawa, 2008). La plupart sont saprophytes et aérobies, bien
qu’il existe des formes anaérobies regroupant généralement des especes pathogénes
(Andariambololona, 2010).
1.1. Ecologie

Comme on peut s'y attendre d'un grand phylum, les représentants des Actinobacteria
sont isolés a partir d'un large éventail de niches écologiques, y compris aquatiques tels que les
sédiments marins (Maldonado et al., 2009), eau de mer (Subramani et Aalbersberg, 2013),
écosystemes d'eau douce (Allgaier et Grossart, 2006), sédiments océaniques (Jensen et al.,
2005 ; Solano et al., 2009) et les invertebrés marins (Cheng et al.,, 2016). Dans les
environnements terrestres, différents styles de vie sont rencontrés chez les actinobactéries, tels
que les commensaux végétaux, les symbiotes fixateurs d'azote, les habitants du tractus gastro-
intestinal, et les pathogénes des animaux et des plantes (Fiedler et al., 2005). Les habitats
comprennent également des écosystemes plus extrémes, tels que les sédiments profonds et les
sols désertiques hyperarides (Stach et Bull, 2005 ; Stackebrandt et Schumann, 2006 ;
Goodfellow et Fiedler, 2010).
1.2. Distribution dans la nature

Les actinobactéries constituent une proportion importante de la microflore tellurique
(107 -108 UFC/ml) (Hoorman et Islam, 2010). En effet, leurs nombre dépend de nombreux
facteurs, parmi lesquels la nature et I’abondance de la matiere organique, la profondeur, le pH,
I’aération et I’humidité en sont les plus importants (Theilleux, 1993). Par ailleurs, ces
microorganismes sont capables de sporuler ce qui leur permet de survivre aux conditions
défavorables telles que la salinité (Zaitlin et watson, 2006), qui joue un role important dans

leurs distribution.
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1.3. Taxonomie et critéres d’identification

Le phylum Actinobacteria représente l'une des plus grandes unité taxonomique dans le
domaine Bacteria (Embley et al., 1994; Goodfellow, 2012). Selon le Bergey’s manuel de la
systématique bactérienne (2012), le phylum renferme six classes incluant Rubrobacteries,
Thermoleophilia, Coriobacteriia, Acidimicrobiia, Nitriliruptoria et Actinobacteria. La
taxonomie des actinobactéries est basée sur plusieurs criteres : morphologiques, chimiques,
physiologiques et moléculaires. L’identification des genres est facilitée par les études
morphologiques et chimiques tandis que les critéres physiologiques et moléculaires séparent
les espéces (Badji, 2006).
1.4. Cycle de développement du genre Streptomyces

Les actinobactéries ont un cycle de développement complexe (Figure 1). 1l débute par
la germination d’une spore qui donne naissance & un mycélium du substrat (MS) formeé
d’hyphes qui se ramifient. Le développement du mycélium du substrat vers la partie
superficielle donne le mycélium aérien (MA). Les extrémités des hyphes aériens se
différencient pour former des spores, qui sont des agents de dissémination (Kim et al., 2004
Smaoui, 2010).

Croissance du mycélium

végétatif Croissance du mycélium
aerien
Germination des A

spores 3 P
‘ o 12 h A0h .
[ Y
i 2 =~ 10h e
_ 2 jours
‘ Spore o B : &
Maturation {

— e

des spures 4]

”;fﬁf,’ﬁﬁ Y ,n-’,;lh{%_ E

3 jours

':1 a 10 jours

Figure 1 : Cycle de déeveloppement du genre Streptomyces (Hopwood et al., 1985)
Importance des actinobactéries
2.1. Enagronomie

Les actinobactéries ont un intérét particulier dans l'agriculture car ils possedent de

nombreuses propriétés qui pourraient bénéficier a la croissance des plantes comme les auxines,
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les cytokinines et les gibbérellines, ou produire des sidérophores afin de lier les ions Fe3* et
aider a ameliorer I'absorption des nutriments (Compant et al., 2005; Kannan et Sureendar, 2008;
Sun et al., 2009; Nimnoi et al., 2010) par conséquent, protéger les racines contre l'attaque des
phytopathogenes (Kekuda et al., 2013).

Au sein des actinobactéries, les streptomycetes jouent un réle important dans le sol en
raison de leur métabolisme qui comprend la dégradation des polymeéres et complexes
insolubles, tels que la lignocellulose et la chitine, qui sont les plus abondants dans la nature
(Bentley et al., 2002), ainsi que la dégradation des matieres organiques complexes en compost,
sol ou sédiments en produisant plusieurs biocatalyseurs tels que les protéases, les cellulases, les
amylases, les gélatinases, les pectinases, les uréases, les amidases, les estérases et les lipases,
qui rend les streptomycetes des microorganismes essentiels dans le recyclage du carbone (Eusta
et al., 2005).

2.2. En biotechnologie

La biotechnologie environnementale, connue sous le nom de la bioremediation, peut
étre définie comme «l'utilisation des organismes vivants pour nettoyer les polluants du sol, de
I'eau ou des eaux usées » (EPA, 2016). Actuellement, les membres du phylum Actinobacteria
sont étudiés pour leur efficacité en bioremédiation des pesticides et des métaux lourds (Polti et
al., 2014 ; Aparicio et al., 2015). Par ailleurs, les actinobactéries sont d’excellents producteurs
d’enzymes ayant des applications biotechnologiques multiples (Tableau I) (Tanaka et Omura,
1990 ;Vonothini et al., 2008).

Tableau | : Quelques exemples d’enzymes produites par les actinobactéries
Enzyme Espéce Application en biotechnologie  Référence
Cellulase  Streptomyces craterifer Les industries des pates et papier,  Gobalakrishnan et al.,
les textiles, le vin et le brassage. (2016)
Le traitement des peaux animales.

Xylanase  Streptomyces sp. Industrie des pates et du papier. Rosmine et al.,(2017)

Clarification de jus de fruit.

Amylase  Streptomyces sp. Industries de distillation. Chakraborty et al.,
Saccharification de I'amidon. (2009)

Lipase Actinomadura sp Le traitement des graisses et des Taibi et al., (2012)
huiles.

Industries cosmétiques
Protéase  Streptomyces Industrie des textiles, des Haritha et al., (2012).

carpaticus détergents




Chapitre | synthése bibliographique

Industries laitiere et fromagerie

2.3. Dans le domaine pharmaceutique

De nombreux composés bioactifs a diverses activités biologique ont été isolés a partir
des actinobactéries comme des molécules dotées de diverses activités telles que antibiotiques,
antifongiques, anticancéreux, antitumoraux, anti-inflammatoires, antioxydantes...etc (Tableau
I1) (Lam, 2006).
Tableau Il : Quelques exemples de composeés bioactifs produits par les bactéries de 1’ordre des
Actinomycetales

Antibactérien  N-acetyl-N- Streptomyces sp.  Antitumorale Liang et al.,
demethylmayamycin

(2016)
Antibactérien  Curvularin-7-O- a-d- Pseudonocardia Anticancéreux Yeetal.,
Glucopyranoside sp. (2015)
Antifongiqgue  Saadamycin Streptomyces sp. - El-Gendy et El-
Bondkly, (2010)
Antiviral Butenolides 1a, 1b, Streptomyces sp.  Cytotoxique Strand et al.,
2,3,4 (2014)
Antipaludique  Trioxacarcin A,B Streptomyces Antibactérien Maskey et al.,
and C ochraceus Antitumorale (2004)
Antipaludique  Cyclomarin A Streptomyces sp Anti-Tuberculose Biirstner et al.,
(2015)
Antibactérien  Diazepinomicin Micromonospora  Anti-inflammatoire Charan et al.,
Antitumorale (2004)
Antibactérien  2-Allyloxyphenol Streptomyces sp.  Désinfectant oral Arumugam et
al., (2009)
Antipaludique  Salinosporamide A Salinispora Anticancéreux Prudhomme et
tropica al., (2008)

3. Le métabolisme des actinobactéries

3.1. Meétabolisme primaire

Les métabolites primaires des actinobactéries forment la structure cellulaire et
permettent le fonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993). En effet ils servent de
précurseurs pour les métabolites secondaires, y compris lI'acétyl-CoA, le glucose-6-phosphate,
le glycéraldéhyde-3-phosphate, 1'a-cétoglutarate et I'oxaloacétate, principalement générés par

le métabolisme central du carbone (Rokem et al., 2007).
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3.2.  Métabolisme secondaire

Les actinobactéries produisent divers métabolites secondaires (Figure 2) (Das et al.,
2008). La synthese de ces derniers commence lorsque la croissance ralentit ou s'arréte (Demain
et al., 1983; Doull et Vining, 1990; Augustine et al., 2004). La production de ces métabolites
est grandement influencée par divers parametres de fermentation tels que la disponibilité des
nutriments (Augustine et al., 2004, Fourati et al., 2005), le pH et la température (Sujatha et al.,
2005), l'agitation (Bode et al., 2002), les sels minéraux (Wang et al., 2003), les ions métalliques
(Gesheva et al., 2005), les précurseurs (Omura et Tanaka, 1986), les inducteurs (Cheng et al.,
1995) et les inhibiteurs (Bibb, 2005) qui souvent varient d'un organisme a un autre (Iwai et
Omura, 1982; Stanbury et al., 1997).

pharmacologiquement

ologiquement actifs

Phytotoxines

Antibiotiques

Régulateu @

croissance dé
plantes

Figure 2: Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinobactéries (Conn, 2005)

Il. Le potentiel antioxydant

Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules
transforment les nutriments apportés par 1’alimentation en énergie et en eau. Cette
transformation génére environ 2% de molécules d’oxygeéne (Edeas, 2005). L’oxygéne peut
s’avérer délétére en raison de son caractére oxydant, il est a I’origine de la formation de dérivés
plus réactifs appelés espéces réactives de 1’oxygéne (Ichai et al., 2011).

La figure 3 illustre les principales voies de formation des espéces réactives de 1’oxygene.
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Figure 3: Principales voies de formation des espéces réactives de I'oxygene (Ichai et al., 2011)

1. Les radicaux libres et le stress oxydatif

1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non apparies (Jacques et André, 2004). C’est une molécule trés instable et réagie rapidement
avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité.
Une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygene, par
addition d’un électron (Gutteridge, 1993 ; Jacques et André, 2004). Les principales especes
réactives de I’oxygene sont: le radical superoxyde O2¢ , le radical hydroxyl OHe, le monoxyde
d’azote NOe, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante : ’oxygéne singulet 'O, peroxyde d’hydrogéne H,O, peroxynitritt ONOO
(Favier, 2003).

1.2. Le stress oxydatif

Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est rompu en faveur des radicaux libres.
Toutefois, une production excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance des
mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant (Papazian et Roch,

2008).
2. Les antioxydants
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Les antioxydants sont des substances qui sont présentes a de faibles concentrations par
rapport a un substrat oxydable, capables d’inhiber ou de prévenir son oxydation en éliminant
les radicaux libres et en diminuant le stress oxydatif (Leong et al., 2002). Géneralement il existe
deux types d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques naturellement fabriqués par notre
organisme et les antioxydants non enzymatiques d’origine alimentaire (Rees et al., 2004,
Haleng et al., 2007; Eboh, 2014) .

2.1. Les antioxydants enzymatiques

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systémes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT), la glutathion peroxydases et le systeme thioredoxine (Figure 4) (Rees et al., 2004 ; Lone

et al., 2013). Ces enzymes antioxydantes permettent I’¢limination des ERO, selon les réactions

suivantes :
O, Arginine
oxygéne
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<
NO monoxyde
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H,O, ONOOH
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Figure 4: Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs
cofacteurs métalliques (Favier, 2003).
2.2. Les antioxydants exogenes non enzymatiques
Ce sont des molécules exogénes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une

molécule antioxydante piege un seul radical libre (Figure 5). Pour pouvoir fonctionner a
nouveau, cette molécule d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Dacosta,
2003).

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydant in vivo ont était proposés. Elles

incluent : la vitamine E (Vamecq, 2004), la vitamine C (Ji et Leichtweis, 1997), le B-carotene
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(Haleng et al., 2007)., les flavonoides, les composés phénoliques (Haleng et al., 2007 ; Eboh,
2014).. .etc.

OH Ow» O O
P TR P S N
[ ]

Figure 5 : Mécanisme d’action des composés phénoliques (Berset et Cervelier, 1996)
3. Les molécules antioxydantes chez les actinobactéries

Les actinobactéries produisent un grand nombre de composés bioactifs uniques comme

les molécules antioxydantes naturelles (Tableau I11) (Hassan et al., 2017).

Tableau 111 : Exemples de molécules antioxydantes produites par des quelques especes

d’actinobactéries.

Ageloline A Streptomyces sp. Cheng et al. (2016)
5-(2,4-dimethylbenzyl) Streptomyces spp. Sauvar et Kannabiran,
pyrrolidin-2-one (2011)
2-allyoxyphenol Streptomyces sp Arumugam et al. (2010)
Protocatechualdehyde Streeptomyces Ja kim et al., (2008)
lincolnensis
Streptopyyrolidine Streptomyces sp Shin et al. (2008)
JBIR-94 et JBIR-125 Streptomyces sp Kawahara et al. (2012)
5-(2,4-dimethylbenzyl)-2-one Streptomyces sp Saurvar et Kannabiran et al.
(DMBPO) (2012)

I11. Modélisation statistique
1. La méthodologie de surface de réponses (RSM)

La RSM est exploitée pour concevoir des expériences statistiques, modéliser les
processus, Vérifier la signification statistique des variables indépendantes et obtenir les
conditions optimales de fonctionnement de I'ensemble du processus (Salimi et al., 2014 ;

Sarfarazi et al., 2015). La méthodologie comporte trois étapes: (i) conception expérimentale,
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dans laquelle les variables indépendantes et leurs niveaux expérimentaux sont établis a l'aide
de conceptions expérimentales statistiques bien établies, telles que la conception composite
centrée (CCD); (ii) modélisation de surface de réponse par analyse de régression; et (iii)
I'optimisation du processus en utilisant les modeles de surface de réponse (Liyana-Pathirana et
Shahidi, 2005). Le principal avantage de la RSM est la réduction du nombre d'essais
expérimentaux nécessaires pour évaluer plusieurs parametres et leur interactions (Khuri et
Mukhopadhyay, 2010, Yin et al., 2011).

2. Plan composite centré (CCD)

Les plans composites centrés, s’avérent particulierement utiles dans les expériences
séquentielles (Goupy et Creighton, 2006). Le plan se compose généralement d’une conception
factorielle compléte 2k (Kuehl, 2000) qui consiste a réaliser les essais d’un plan factoriel,
complété par des expériences au centre du domaine d’étude et des essais en étoile. La figure 6
présente un plan composite pour deux facteurs (Goupy, 2006). Les points A, B, C et D sont les
points expérimentaux d'un plan 2k. Le point E est le point central. Ce point peut étre répliqué
une ou plusieurs fois. Les points F, G, H et | sont les points axiaux forment le plan en étoile
(Ozil, 1997; Goupy, 1999).

Le nombre N, des essais d’un plan composite est donné par la relation suivante (keharom et al.,
2016). N= N+ No + N,
Avec :

e Nsessais d’un plan factoriel ;

e Np points au centre ;

e Nypoints en étoile.

[ D
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Figure 6 : Plan composite pour I’étude de deux facteurs (k=2) (Goupy, 2006)

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

2 2
y=by, +b,X +b,x, +b X X, +b, X +b,,X; +¢&

3
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I. Matériel
1. Matériel analytique

Le matériel utilisé dans cette étude est rapporté en annexe |

2. Souche d’actinobactérie étudiée

L’isolat d’actinobactérie (MML1) étudiée dans cette étude appartient a la collection du
Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) de I’Université A. Mira de Bejaia.
La souche est d’origine marine, elle a été isolée par Dr. Djinni Ibtissem a partir d’une algue

brune marine du genre Fucus, récoltée dans la région de Bejaia.
Il.  Méthodes

1. Repiquage de la souche MM1

La souche MML1 étudiée a été repiqueée, a partir d’une culture sur milieu solide conservée
a4°C, sur les milieux Amidon Caséine Agar (SCA) additionné de 50% d’eau de mer (Williams
et Kuster, 1964) et Mincer 50% eau de mer (MEM) (Mincer et al ., 2002). Les boites de pétri
ont éteé incubées a 28°C pendant 7 & 10 jours.

La composition de ces deux milieux de culture est donnée en Annexe II
2. Etude morphologique de la souche MM1
2.1. Caracteres macromorphologiques

Cette étude consiste a déterminer la forme et la taille des colonies; la couleur des
mycelia aérien (MA) et de substrat (MS), la production ainsi que la couleur des pigments
solubles produits sur les différents milieux de culture préconisés par « I’international
Streptomyces project » (ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP6, ISP7) (Shirling et Gottlieb, 1966). Les
boites sont incubées a 28°C et les observations sont effectuées apres 7, 14 et 21 jours de
culture.

La composition des milieux ISP utilisés est donnée en Annexe II.
2.2. Caracteres micromorphologiques

La souche MML1 cultivée sur milieu SCA50% eau de mer a été observée a 1’aide d’un
microscope optique a deux grossissements (X40 et X10). L’analyse est réalisée directement sur
boites de Petri afin d’étudier les mycelia en place sans altérer les structures et ce pour :

e Etudier la fragmentation ou non du mycélium du substrat.
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e Observer la formation des spores sur le MA et/ ou du substrat, leur forme et leur
agencement (isolées, en chaines) ainsi que la surface des spores (lisse, rugueuse,
épineuse ou chevelue).

e Etudier la présence et / ou I’absence ainsi que I’abondance et la disposition des hyphes
du MS ou du MA (Williams et al., 1989).

3. Mise en évidence de ’activité antioxydante
3.1. Culture de la souche et obtention de I’extrait brut

Dans le but d’obtenir I’extrait brut de la souche MM1 nécessaire a notre étude, une
culture sur milieu solide a €té entreprise. En effet, la souche MML1 est ensemencée en stries
serrees & la surface du milieu SCA50% eau de mer sur 5 boites de Petri. Les boites sont mises
a incuber a 28°C pendant 7 jours.

3.2. Extraction des molécules actives

Apres la culture, I’extraction des molécules actives est réalisée par macération. Pour
cela, les mycélia et les géloses sont découpés en petits morceaux de 1 cm? puis introduits dans
un Erlenmeyers additionné de 250 ml d’acétate d’éthyle. Le mélange est mis a macérer sous
agitation permanente durant toute une nuit & température ambiante.

L’extrait brut est obtenu apres filtration a travers du papier Wattman N°1 afin de séparer
le solvant des blocs de gélose et du mycélium, puis évaporés a sec en utilisant un Rotavapor.
L’extrait sec obtenu est par la suite récupéré dans 5 mL de méthanol et la concentration
massique déterminée. L’extrait est conservé a I’abri de la lumiére et a 4°C pour une utilisation
ultérieure.

3.3. Dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteu

3.3.1. Principe de la méthode

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolybdique (Hz3PMo12040). 1l est réduit par les phénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Junaid et al., 2013). La coloration produite est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits (Boizot et Charpentier,
2006).
3.3.2. Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux présentes dans 1’extrait est réalisé par la méthode de
Folin-ciocalteu (Singh et al., 2016).
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Une prise d’essai de 250uL de la solution mere de 1’extrait (1/10), a laquelle est ajouté 250uL
de réactif de Folin-Ciocalteu fraichement préparé (dix fois dilué) et 2000 uL de carbonate de
sodium a 7,5 % (Na2COz). Le mélange est soumis a une agitation au vortex puis incubé a une
température ambiante et a I’obscurité pendant 15 min. L’absorbance est déterminée a une
longueur d’onde de 765 nm apres centrifugation. Le blanc est préparé en parallele, représenté
par le méthanol en suivant le méme protocole.

L'acide gallique, utilisé comme étalon a différentes concentrations et utilisé dans les mémes
conditions opératoires que celles des échantillons, servira a la quantification des polyphénols.
Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents d’acide gallique par millilitre (ug EQ
AG/mL).

3.4.
3.4.1. Principe de la méthode

Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl- I -picrylhydrazyl)

Le radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est I’un des radicaux azotés
organiques les plus stables, qui porte une couleur pourpre. C'est une méthode colorimétrique
basée sur la perte de couleur a 515 nm due a la réduction du DDPH (Figure 7). La concentration
en antioxydants est proportionnelle a la baisse de I'absorbance due a la diminution de I’intensité
de la coloration de la solution DPPH. Cette concentration sera donc calculée en pourcentage:

Abs T — Abs Ech
Abs T

PI1% = [( )x 100

Ou:
Abs T : Absorbance de témoin apres 30 min

Abs Ech : Absorbance d’extrait aprés 30 min

+ Antioxydant-OH =" + Antioxydant-0'

DPPH"® (violet) DPPH (jaune)

Figure 7 : Réaction entre un antioxydant et le radical DPPH (Molyneux, 2004)
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3.4.2. Mode opératoire

L’activité anti-radicalaire envers le radical DPPH est mesurée selon la méthode de
Popovici et al., (2009).
Une prise d’essai de 50 pL d’extrait brut est ajoutée a 1950 puLL d’une solution méthanolique de
DPPH. Le mélange est soumis a une agitation au vortex, puis une incubation a 1’obscurité
pendant 30 minutes et a température ambiante. La lecture de 1’absorbance est effectuée a 517
nm.
Le blanc est représenté par le méthanol et est préparé en suivant le méme protocole.
L’¢valuation de I’activité antioxydante en utilisant la méthode DPPH est exprimée en ug EQ
TLX/ml. Une courbe d’étalonnage réalisée pour le Trolox a différentes concentrations et dans
les mémes conditions opératoires que celles des échantillons servira a la quantification de
I’activité antioxydante.

4. Modélisation de la production des polyphénols totaux et de D’activité

antioxydante par la souche MM1

Le plan composite centré (CCD) a été utilisé pour examiner les effets des trois variables:
pourcentage en eau de mer (X1), le solvant d’extraction (X2) et la température d’extraction (X3).
Les variables indépendantes codées utilisées dans le modele RSM sont répertoriées dans le
Tableau IV.

Tableau IV : Valeurs extrémes des parametres opératoires étudiés.

Les parameétres Symbole Niveau

opératoires

-a -1 0 +1 +a

Pourcentage en eau de mer X4 0% 25% 50% 75% 100%

Solvant d’extraction Xz HEX DCM AE Acétone MTOH

Température d’extraction Xs 5 15 25 35 45

Note : Hex : hexane, DCM : dichlorométhane, AE : acétate d’ethyle, MTOH : méthanol

Vingt milieux de culture ont été préparés avec variation des facteurs opératoires. La matrice
d'expériences pour k=3 et N= 20 (N= 23 + 2(3) +6) pour la teneur en polyphénols totaux et

I’activité antioxydante est représentée dans le tableau V.
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Tableau V : Matrice des expériences du plan composite centré pour k=3 (trois facteurs)

Numéro Eau de Solvant ~ Température

d’essai mer (%) d’extraction d’extraction X1 X2 X3
1 25% DCM 15 -1 -1 -1
2 75% DCM 15 +1 -1 -1
3 25% Acetone 15 -1 +1 -1
4 75% Acetone 15 +1 +1 -1
5 25% DCM 35 -1 -1 +1
6 75% DCM 35 +1 -1 +1
7 25% Acetone 35 -1 +1 +1
8 75% Acetone 35 +1 +1 +1
9 50% AE 25 0 0 0
10 50% AE 25 0 0 0
11 50% AE 25 0 0 0
12 50% AE 25 0 0 0
13 50% AE 25 0 0 0
14 50% AE 25 0 0 0
15 0% AE 25 -0, (1.68) 0 0
16 100% AE 25 +0, (1.68) 0 0
17 50% Hex 25 0 -0 (1.68) 0
18 50% MTOH 25 0 +0, (1.68) 0
19 50% AE 5 0 0 -0, (1.68)
20 50% AE 45 0 0 +a, (1.68)

Note : Hex : hexane, DCM : dichlorométhane, AE : acétate d’ethyle, MTOH : méthanol
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Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire de Mycologie de I'Université A. Mira de
Bejaia durant la période allant du 05/02/2018 au 08/04/2018.
Dans ce chapitre, seront présentés les résultats et les discussions relatives a 1’étude de
I’optimisation de la production des polyphénols totaux et de I’activité antioxydante, produits
par la souche d’actinobactéries Streptomyces sp. MM1, a travers la description de 1’élaboration
d’un mod¢le mathématique par le biais d’un plan composite centré. Par ailleurs, il sera question
de I’étude des caractéres morphologiques de la souche MM1 étudiée.
I.  Etude des caracteéristiques morphologiques de la souche MM1

Cette étude vise a apprécier la croissance en déterminant la couleur des mycéliums aérien

et du substrat ainsi que celle des pigments solubles produits mais également ’aspect genéral
des colonies sur différents milieux de culture.
1. Etude des caracteres macromorphologiques

Les propriétés culturales de I’isolat MM1 cultivé sur différents milieux est rapportée
dans le tableau VI ci-dessous.
Tableau VI : Etude des caractéres macromorphologiques et culturaux de la souche MM1 apreés
21 jours d’incubation a 28°C.

Milieu Croissance  Couleur du Couleur du  Production de Aspect des

de mycélium mycélium de pigments colonies
culture aérien substrat diffusibles et
mélaniodes
SCA +++ Beige creme Marron + Aspect de craie
50% Marron
EM
MEM +++ Beige avec une  Marron clair _ Colonies aplatis
50% teinte verte a aspect de
craie
ISP 1 SRinis Blanc Jaune _ Colonies
rugueuses
ISP 2 +++ Vert-creme Jaune foncé _ Colonies
rugueuses
ISP 3 SRinis Vert-creme Marron _ Colonies
rugueuses
ISP 4 + Beige Blanc _ Petite colonies &
aspect de craie
ISP 6 +++ Blanc Jaune foncé _ Colonies
rugueuses
ISP 7 +++ Beige avec une Blanc _ Petite colonies,
teinte verte bombées, a

aspect de craie
Note : +++ : Croissance abondante ; + : Croissance faible ; - Absence de production de pigments

P
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D’apreés les résultats rapportés dans le tableau VI, il est clairement remarqué que la souche
MMI1 présente une croissance abondante sur tous les milieux a ’exception de I’ISP4. En effet,
les colonies présentent généralement un aspect de craie et rugueux sur tous les milieux étudiés.
L’isolat est de croissance rapide sur les milieux ISP1 et ISP2 (3 jours d’incubation) alors que
le développement est plus lent sur le reste des milieux testés. Par ailleurs, la couleur des mycélia
aeriens varie du blanc-vert au beige en fonction du milieu de culture considéré alors que celle
des mycélia du substrat semblent varier du jaune foncé au marron.

La souche MM1 produit des pigments diffusibles de couleur marron sur le milieu SCA
50% EM. Toutefois, leur absence a été observee sur le reste des milieux testés ainsi que les
pigments mélanoides sur le milieu ISP6 et ISP7. Les actinobactéries sont connues pour leur
capacité a produire plusieurs pigments qui sont habituellement bruns a noirs et possédant des
applications aussi bien en cosmétologie qu’en pharmaceutique et en teinturerie (Dastager et al.,
2006).
La figure 8 rapporte I’aspect macromorphologique de la souche MM1 sur différents milieux de

culture.

ISP 4 ISP 6

Figure 8 : Macromorphologie de la souche MM1 sur différents milieux de culture aprés 21
jours d'incubation a 28°C.
2. Etude des caracteres micromorphologiques

L’ appréciation des caractéres micromorphologiques de I’isolat MMI1 a été réalisée
directement sur boite de Petri sur milieu SCA 50% eau de mer a I’aide d’un microscope optique

au grossissement x40 aprés 14 jours d’incubation a 28°C. Les observations ont permis de
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constater que les filaments du mycélium aérien sont ramifiés. 1ls sont droits, non cloisonnes et
fins avec des surfaces lisses. A I'état de maturation, ces hyphes se fragmentent irrégulierement
en longues chaines de spores. Les spores individuelles sont de forme ovale, lisses et immobiles,
alors que toutes autres structures telles que les sporanges, les synnemata, les sporophores ou

encore les sclérotes sont absentes (Figure 9).

Figure 9 : Observation au microscope optique du mycélium aérien de la souche MM1,
cultivée pendant 14 jours a 28°C sur milieu SCA 50% eau de mer, au grossissement x40.

La caractérisation macro et micro morphologique de 1’isolat MM1 sur les milieux ISP
nous a permis d’affilier la souche MM au genre Streptomyces, d’ou le nom Streptomyces sp.
MML1 lui a éte attribué.

Le genre Streptomyces est largement répandu dans la nature. Ils sont retrouvés dans des
habitats aussi variés que les sédiments marins (Balagurunthan et al., 2010), I'eau de mer
(Subramani et Aalbersberg, 2013), les rhizospheres des plantes médicinales (Khamna et al.,
2010) et de 1’écorce des arbres (Pullen et al., 2002; Kitouni et al., 2005) ou on retrouve
également des espéces a croissance lente telles que Streptomyces sp. DKDVIT1, Streptomyces
sp. DKDVIT2 et Streptomyces sp. DKDVIT3 sur le milieu SCA 50% EM celles décrits par
Deepika et al., (2009), et celles a croissance rapide tels que Streptomyces sp. FACC-A032,
Streptomyces filipensis NRRL 2437, Streptomyces achromogenes NBRC 12735 sur milieu
ISP2 celles isolées par Okami and Umezawa, (1953); Gordon et Lapa, (1966); Husin et al.,
(2015), respectivement.

Il.  Mise en évidence de D’activité antioxydante

En prenant en considération la complexité des processus d’oxydation, le potentiel
antioxydant de I’extrait brut de la souche MML1 a été caractérisé en combinant les résultats
obtenus sur deux tests différents et complémentaires. Ces derniers sont des tests chimiques et
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leur principe repose sur un changement de couleur suivie par la lecture de 1’absorbance a des
longueurs d’ondes spécifiques pour chaque test.
1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux présents dans 1’extrait brut testé a été realisé selon la
méthode au Folin- Ciocalteu (Junaid et al., 2013). Les composés phénoliques réduisent le réactif
de Folin-Ciocalteu en donnant une coloration bleu proportionnelle au taux de composés
phénoliques présents dans le milieu réactionnel. La teneur en polyphénols totaux est exprimee
en ug EQ Acide gallique/ml.
Le résultat obtenu est rapporté dans la figure 10 ci-dessous.
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Figure 10 : Teneur en polyphénols totaux de I’extrait brut a I’acétate d’ethyle de la souche de
Streptomyces MM1.

La figure 10 montre que la teneur en polyphénols totaux de la souche MM1 est de 52,78
Hg EQ AG/mI (18,98 mg EQ AG/ g d’ES). Cette teneur est relativement plus importante
comparativement a celle rapportée par Sanjivkumar et al., (2016) ou la teneur en polyphénols
totaux de I'extrait brut d'acétate d'éthyle de la souche Streptomyces olivaceus MSU3 était de
0,0421 mg EQ AG/g d’ES , ainsi que celle rapportée par Janardhan et al., (2014) pour quatre
composés bioactifs avec des teneurs de 13.62 + 1.12; 13.94 + 0.98; 12.52 + 1.39; et 14.37 *
1.47 mg EQ AG/g d’ES. La présence des groupes phénoliques dans les métabolites secondaires
est considérée comme un élément clé de l'efficacité antioxydante (Markovi et Manojlovi, 2010).
Cependant, des teneurs plus importants telles que celle rapporté par Kumar et al., (2014) pour
une souche Streptomyces lavendulae SCA5 ont été enregistrés et estimeés a 577,12 mg
d'équivalents GAE / g d’ES.
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Par ailleurs, I’étude effectuée par Lertcanawanichakul et al. (2014) sur des extraits bruts
de 3 souches de Streptomyces, a rapporté la variation de la teneur en polyphénols totaux en
fonction du type de solvant utilisé enregistrant des valeurs de 0.24 +0.02 mg EAG /g d’ES pour
I’extrais a I’acétate d’ethyle et 0.00 +0.00 mg/g d’ES pour les deux autre extraites bruts
méthanoliques et a I’hexane des 2 autres souches.

2. Piégeage du radical DPPH et évaluation de I’activité antioxydante

L'effet des antioxydants sur le radical DPPH est d0 a leur capacité a donner des
I'nydrogénes. Dans ce test, les antioxydants réduisent le radical DPPH de couleur violet a un
composé diphénylpicrylhydrazine de couleur jaune, et I'effet de la réaction dépendra de la
capacité donneuse d'hydrogenes des antioxydants.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant le Troloxe comme standard (Annexe I11).

L’activité antioxydante de 1’extrait brut est rapportée dans la figure 11 ci-dessous.
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Figure 11 : Activité de piégeage radicalaire de I’extrait brut a I’acétate d’ethyle de la souche
de Streptomyces MM1.

Le résultat présenté dans la figure 11 indique que l'activité de piégeage radicalaire est
de 92,89 ug EQ TROLOX/mI (17,26%). Cette activité est relativement faible en comparaison
a d’autres études menées sur des extraits bruts d’actinobactéries d’origine marines telles que
celle réalisées par Jemimah et al., (2015), Saurav et Kannabiran (2014), Thenmozhi et
Kannabiran (2012) dont les valeurs sont estimées a 85%, 59,32%, 43,20%, respectivement. Par

ailleurs, la capacité réductrice d'un composé peut servir d'indicateur significatif de son activité
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antioxydante potentielle (Hsu et al., 2006). 1l est évidant que notre extrait est en mesure de céder
des hydrogenes.

Par ailleurs, des recherches ont démontré 1’effet du choix du solvant utilisé pour
I’extraction dans la mise en évidence de ’activité antioxydante. En effet, I’étude menée par
Thenmozhi et al., (2010) sur des extraits bruts acétoniques et a I’acétate d’ethyle d’une souche
de Streptomyces sp. a démontré la variation de 1’activité antioxydante selon le type de solvant
considéré. Cette activité est de I’ordre de 96% a 5 mg/ml pour ’extrait a ’acétate d’Ethyle et
seulement de 22% pour I’extrait acétonique. Des résultats similaires ont été constatés par
Lertcanawanichakul et al., (2015) ou des activités antioxydantes des extraits bruts d’acétate
d’ethyle et de ’hexane d’une souche de Streptomyces ont atteint des valeurs de 50% et 0%,
respectivement.

I11.  Modélisation de la production des polyphénols totaux et de I’activité antioxydante

Apres avoir préparé les 20 milieux de culture nécessaires a 1’étude, a partir de la matrice
générée par le plan d’expérience, la souche étudiée a été ensemencée en stries serrés sur ces
derniers.

Les plans composites centrés se prétent au déroulement séquentiel d’une étude. La premicre
étape consiste a appliquer un plan factoriel complet a deux niveaux avec interactions, complété
par des points au centre du domaine d’étude. Quand les tests de validation du modéle pour La
teneur des polyphénols totaux et I’activité antioxydante sont négatifs, des essais
supplémentaires sont entrepris pour établir un modéle du second degré.

1. Elaboration du modéle de second degré pour la teneur en polphénols totaux

Les parametres opératoires (Z1, Z2, Z3) considérés pour la modélisation de la production
des polyphénols totaux (Y1) par la souche MM1 sont respectivement : pourcentage en eau de
mer, le solvant d’extraction et la température d’extraction.

Les valeurs des variables naturelles Z; et codées X; des différents paramétres opératoires
ainsi que les teneurs en polyphénols totaux obtenues pour chaque essai sont regroupés dans le
tableau V11, qui représente la matrice des expériences.

Ainsi un plan composite centré comporte trois types de points :

- Les Nf sommets d’un plan factoriel a deux niveaux (N =2%) : N¢= 8

- les No points au centre : No=6

- les N, points « en étoile » (Nq=2k ) : No=6

Le nombre N des essais d’un plan composite est donné par la relation :

N= N+ No + N, pour N= 20 essais
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Tableau VII : Matrice des expériences de la teneur en polyphénols totaux du plan composite
centré pour k=3 (trois facteurs)

N Z1 ) Z3 X1 X2 X3  Yi1(ug EQ AG/mI)
1 25% DCM 15 -1 -1 -1 22,97
2 75% DCM 15 +1 -1 -1 8,55
3 25%  Acétone 15 -1 +1 -1 59,08
4 75%  Acétone 15 +1 +1 -1 37,50
5 25% DCM 35 -1 -1 +1 5,56
6 75% DCM 35 +1 -1 +1 20,41
7 25% Acétone 35 -1 +1 +1 42,41
8 75%  Acétone 35 +1 +1 +1 47,54
9 50% AE 25 0 0 0 75,21
10 50% AE 25 0 0 0 85,68
11 50% AE 25 0 0 0 52,78
12 50% AE 25 0 0 0 52,14
13 50% AE 25 0 0 0 55,98
14 50% AE 25 0 0 0 51,07
15 0% AE 25 -0, (1.68) 0 0 24,68
16 100% AE 25 +a (1.68) 0 0 41,24
17 50% Hex 25 0 -0, (1.68) 0 6,20
18 50% MTOH 25 0 +a (1.68) 0 16,35
19 50% AE 5 0 0 -0, (1.68) 57,59
20 50% AE 45 0 0 +a (1.68) 184,83

Note : Xo : variable fictive, Z; : pourcentage en EM (%), Z,: solvant d’extraction, Z 3 : température d’extraction
La moyenne de la teneur en polyphénols totaux obtenue par le modéle du deuxieme degré est:
y=47,39 ug EQ AG/ ml.
1.1. Calcul des coefficients du modeéle
Le calcul des coefficients de I'équation de régression s'obtient a partir du produit suivant :
B = [XT.X]-1. [X]T.y
Avec :

[XT.X]-1 : La matrice de dispersion

[X]T : La matrice transposee de [X]
Les résultats de ce calcul sont regroupés dans le tableau VIII.
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Tableau VIII : Valeurs des coefficients du modele de second degré pour la teneur en
polyphénols totaux.

Terme constant Effets linéaires
bo b1 b2 bs
62,95 0,86 10,71 14,77

Effets d’interactions quadratiques

b1 bi13 b23 b1 b22 b33
-2,11 6,99 -0,13 -15,46 -23,15 15,80

1.2. Analyse statistique de I’équation de régression
Vérification de la signification des coefficients par le test de Student

La signification des coefficients du modele est vérifiée par les mémes calculs réalisés
pour le plan factoriel de premier degreé, on a la valeur de la variance de reproductibilité pour la
teneur en polyphénols totaux Srep? = 214,609.
Les variances des coefficients du modele sont obtenues en multipliant les éléments Cj; de la

diagonale de cette matrice de dispersion par la variance de reproductibilité :
2 2
Les valeurs de tj du test de Student sont rassemblées dans les tableaux IX suivant :

Tableau IX : Valeurs de tj du modele de second degré pour la teneur en polyphénols totaux.

Terme constant Effets linéaires
to t1 t2 t3
10,54 0,22 2,70 3,72

Effets d’interactions quadratiques

t12 t13 123 t11 t22 t33

0,41 1,35 0,02 4,00 5,99 4,09

Une fois que les valeurs de tj sont déterminées, ces dernieres sont comparées a la valeur
tabulée du test de Student (Annexe V) réalisé pour un niveau de signification de a = 0.05 et un
nombre de degrés de liberté f= no-1 = 5. La signification des coefficients du modele pour les
polyphénols totaux exige des valeurs de tj supérieures a la valeur tabulée to,0s (5) = 2.57, pour

cela les coefficients du modéle suivants : b1, b1z, b1z, bzs, correspondants aux valeurs de t, tiz,
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t13, tes, inferieures a 2.57 seront éliminés de 1’équation de régression du modéle de second
degré.
1.3. Tests de validation de I’équation de régression
Recherche du biais

Avant de valider le modéle postulé, I’absence du biais doit étre vérifiée. Pour cela, la
variance résiduelle est calculée puis comparée a la variance de reproductibilité par le test de
Fisher Snedecor (Ozil et al., 1997).

F est donné par le rapport :

-
Srep
N 2
, 2vi=9)
S, = =
Avec : N-—/

Pour:N=20etl=6

On aura Sres? = 660,11 et F = 3,07
La valeur tabulée du test de Ficher (Annexe V) pour Fo,es (N-1, n0-1) = Foes (14,5) est
Entre 5.86 et 5,91. Puisque la valeur F calculée est inferieure a la valeur tabulée, le modéle est
considere sans biais, ce qui signifie que les parametres étudies ont réellement une influence sur
la production des polyphénols totaux par la souche MM1.
1.4. Test de signification de la régression

Lorsque le modéle est sans biais, nous pouvons effectuer le test de signification de la

régression dont le rapport F est donné par la relation :

(yi _37)2 /-1

yi_yi)Z/N_g

Il
N

Mol e

N
>V
Avec: y ==L
Y N
y=47,39 ug EQ AG/ ml.

On aura: F=6,12
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D’apres la valeur tabulée du test de Fisher, Fo,9s (¢ -1, N-¢) = Fo,95 (5, 14) est égale a 2,96.

Comme la valeur calculée est supérieure a celle tabulée, le modeéle ainsi obtenu est considéré
significatif et valide a 95%.
L’équation de régression d'un modéle du second degré relative a la teneur en polyphénols totaux
et est comme suit:
9 = 62,95+ 10,71.X, + 14,77.X5 — 15,47.X% — 23,15.X3 + 15,80.X3

1.5. Tracé des courbes iso réponses et surfaces de réponses

Les figures 12, 13, 14, 15 et 16 suivantes sont les courbes iso-réponses et de surface de
réponse de la teneur en polyphénols totaux, tracées en fonction du niveau des variables X (le
pourcentage en eau de mer) et X3 (la température d’extraction) en fixant la variable discréte
Xo(Solvant d’extraction) a différents niveaux (-1,68 ;-1;0; +1; +1,68).

e PourX,-=-1,68 (Hexane) 1’équation de régression s’écrit comme suit :

y =-20,37 + 14,77.X5 — 15,47.X% + 15,80.X3

T
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Figure 12 : Courbes iso-réponses (a) et surface de réponse (b) de la teneur en polyphénols

totaux pour Xz = - 1,68 (Hexane)

L’analyse de la courbe iso-réponse (a) montre qu’une teneur en polyphenols totaux peut

atteindre 26,56 pg EQ AG/ml pour un pourcentage en eau de mer égale a 46% (X1 =-0,08) et

une température d’extraction(Xsz=+1,32)= 38,2°C.

e Pour Xz = -1(DCM) I’équation de régression s’écrit comme suit :

$ = 29,09 + 14,77. X5 — 15,47. X2 + 15,80. X2
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Figure 13 : Courbes iso-réponses (a) et surface de réponse (b) de la teneur en polyphénols
totaux pour Xz =-1 (DCM)

La courbe iso-réponse de la figure 13 (a) montre qu’une teneur optimale de 75.61 pg EQ AG/ml
en polyphénols peut étre obtenue pour 41% d’eau de mer (X1 = - 0,18) et une température
d’extractionde 38,2°C(X3=+1,32).

e Pour X2=0 (Acétate d’ethyle) 1’équation de régression s’écrit comme suit :

$ = 62,95 + 14,77.X; — 15,47. X2 + 15,80. X2
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Figure 14 : Courbes iso-réponses (a) et surface de réponse (b) de la teneur en polyphénols
totaux pour : X2= 0 (Acétate d’ethyle)

Sur la figure 14, on note une teneur importante en polyphénols totaux de 109,47 ug EQ
AG/ml atteinte pour les mémes conditions citées en figure 13 (un pourcentage en eau de mer
égale 8 41% (X1 = - 0,18) et une température d’extraction de 38,2°C (X3 = +1,32)).

e Pour X1=+1 (Acétone) I’équation de régression s’écrit comme suit :

$ =50,51 + 14,77.X; — 15,47. X2 + 15,80. X2
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Figure 15 : Courbes iso-réponses (a) et surface de réponse (b) de la teneur en polyphénols
totaux pour : Xo= +1 (Acétone)

La courbe (a) indique une teneur en polyphénols totaux optimale de 97,04 pg EQ
AG/ml obtenue pour les mémes conditions citées précédemment (figure 14) (pourcentage en
eau de mer =41%) (X1=-0,18) et pour une température d’extraction de 38,2°C (X3 =+ 1,32)).

e Pour X;=+1,68 (Méthanol) I’équation de régression s’écrit comme suit :
9 = 15,61 + 14,77. X3 — 15,47.X? + 15,80. X2
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Figure 16 : Courbes iso-réponses (a) et surface de réponse (b) de la teneur en polyphénols

totaux pour : Xo= +1,68 (Méthanol)

La courbe iso-réponse de la figure 16 (a) montre une teneur optimale en polyphénols de
62.14 pug EQ AG/ml pour X1 =- 0,18 (41% en eau de mer) et Xz = +1,32 (la température
d’extraction de 38,2°C).
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Suite aux résultats obtenus et d’aprés les courbes tracées ci-dessus, il y’a lieu de
conclure que la meilleur teneur en polyphénols totaux qui est de 109,47 pug EQ AG/ml peut étre
obtenue en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction (X2 = 0), une température
d’extraction de 38,2°C (X3 = +1,32) et un pourcentage en eau de mer de 41% (X1 = - 0,18).

A la lumiére des résultats obtenus, il nous a été possible d’améliorer et d’optimiser la
teneur en polyphénols totaux dans 1’extrait brut de la souche d’actinobactérie Streptomyces sp.
MML1 via la RSM par I’application d’un plan composite centré. Cette optimisation nous a
permis de doubler la teneur en polyphénols totaux en passant de 52,78 ug EQ AG/ml a 109,47
ug EQ AG/ml, avec un pourcentage en eau de mer de 41%, en utilisant I’acétate d’éthyle comme
solvant d’extraction et une température d’extraction de 38,2°C.

D’apres les courbes iso-réponse et les surfaces de réponse, les facteurs opératoires les
plus influents sur la teneur en polyphénols totaux sont le pourcentage en eau de mer (X1) avec
un effet de (-0,18) et la température d’extraction (X3) avec un effet de (+1,32). Le signe positif
de I’effet de la température indique que son augmentation favorise 1’accroissement de la teneur
en polyphénols totaux. Cependant, le pourcentage en eau de mer (X1) exerce un effet négatif
sur la production de polyphénols ce qui veut dire que I'augmentation du pourcentage en eau de
mer de 41% a 46% fait diminuer la production de polyphénols totaux. L’équation de régression
montre également qu'il n’existe aucune interaction entre les facteurs opératoires etudies.

Par ailleurs, au meilleur de nos connaissances, il n'y a pas d'études sur lI'optimisation de
I'extraction des polyphénols totaux a partir des actinobactéries en utilisant une modélisation
statistique (RSM). Cependant, de nombreuses espéces végétales et leurs principes actifs ont été
étudiés pour la recherche des antioxydants naturels ayant des propriétés pharmacologiques. En
outre, une ¢étude menée par Saci et al., (2017) sur I’optimisation de la teneur en polyphénols
totaux a partir de la pulpe de caroube par la RSM ou quatre parameétres ont été considérés
(concentration de solvant, ration salante, temps et température d'extraction) et lI'analyse de
surface de réponse a montré que les parametres d'extraction optimaux étaient de 70,85%, 16,65
mg / 10ml, 101,50 min, 88,35 °C, respectivement. La teneur en polyphénols totaux optimales
étaient 2557,96 mg EQ AG / 100g.

2. Elaboration du modéle de second degré pour I’activité antioxydante
Les parametres operatoires (Zi, Z», Zz) considerés pour la modélisation de I’activité
antioxydante (Y2) par la souche MM1 sont respectivement : pourcentage en eau de mer, le

solvant d’extraction et la température d’extraction.
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Les valeurs des variables naturelles Z; et codées X; des différents paramétres opératoires ainsi

que les activités antioxydantes obtenues pour chaque essai sont regroupées dans le tableau X,

qui représente la matrice des expériences pour N= 20 essais.

Tableau X : Matrice des expériences de I’activité antioxydante du plan composite centré pour

k=3 (trois facteurs)

N Z1 Z2 Z3 X1 X2 Xs Yz (ug EQ TLX/mlI)
1 25% DCM 15 -1 -1 -1 53,08
2 75% DCM 15 +1 -1 -1 50,24
3 25%  Acétone 15 -1 +1 -1 288,15
4 75%  Acétone 15 +1 +1 -1 77,73
5 25% DCM 35 -1 -1 +1 61,14
6 75% DCM 35 +1 -1 +1 37,20
7 25%  Acétone 35 -1 +1 +1 92,65
8 75%  Acétone 35 +1 +1 +1 90,52
9 50% AE 25 0 0 0 105,21
10 50% AE 25 0 0 0 102,84
11 50% AE 25 0 0 0 92,89
12 50% AE 25 0 0 0 91,00
13 50% AE 25 0 0 0 100,47
14 50% AE 25 0 0 0 97,63
15 0% AE 25 -0 (1.68) 0 0 91,71
16 100% AE 25 +a (1.68) 0 0 51,90
17 50% Hex 25 0 -0, (1.68) 0 32,94
18 50% MTOH 25 0 +a (1.68) 0 74,41
19 50% AE 5 0 0 -0, (1.68) 73,22
20 50% AE 45 0 0 +a (1.68) 354,05

Note : Xo : variable fictive, Z; : pourcentage eu EM(%), Z>: solvant d’extraction, Z 3 : température d’extraction

La moyenne de I’activité antioxydante des 8 extraites brutes est : y= 93,84 pug EQ TLX/ml

2.1. Calcul des coefficients du modele

Les coefficients de I'equation de régression bj sont obtenus par le produit scalaire de la

colonne y par les colonnes Xj correspondantes divisé par le nombre d'expériences N.

Les valeurs de ces coefficients sont regroupées dans le tableau XI.

@



Chapitre 111 Resultats et discussion

Tableau XI : Valeurs des coefficients du modéle de second degré pour 1’activité antioxydante.

Terme constant Effets linéaires
bo b1 b2 bs
99,01 -22,44 30,57 20,82

Effets d’interactions quadratiques

b1 b3 b23 b1 b22 b33
-23,22 23,40 -22,22 -13,66 -20,09 36,59

2.2. Analyse statistique de I’équation de régression
Vérification de la signification des coefficients par le test de Student

Les variances des coefficients du modele sont obtenues par les mémes calculs réalises pour
la teneur des polyphénols totaux sachant que la variance de reproductibilité de 1’activité
antioxydante est : Srep? = 31,24.
Les valeurs tj du test de Student sont rassemblées dans les tableaux XII suivant :

Tableau XI1 : Valeurs de tj du modéle de second degré pour I’activité antioxydante.

Terme constant Effets linéaires
to t1 t2 t3
43,43 14,83 20,20 13,76

Effets d’interactions quadratiques

t12 t13 t23 t11 t22 t33

11,75 11,84 11,24 9,27 13,62 24,81

Pour le niveau de signification a= 0,05 et le nombre de degrés de liberté: f=no-1 =5, la
valeur tabulée du test de Student toos (5) est égale a 2,57. D’apres les résultats de tj pour
I’activité antioxydante, on remarque que toutes les valeurs de tj calculées sont supérieures a la
valeur tabulée ce qui nous permet de déduire que tous les coefficients bj sont significatifs. Le
modele ainsi obtenu est considéré significatif et valide a 95%.
L’équation de régressions d'un modéle du second degré relatives a 1’activité antioxydant de
I’extrait brut de la souche MM est rapportée ci-dessus :

§ =99,01 — 22,44.X, + 30,57X, + 20,82.X5 — 23,22.X;.X, + 23,40.X,. X5

—22,22.X,.X5 — 13,66.X2 — 20,09.X2 + 36,59.X3

2.3. Traceé des courbes iso réponses et surfaces de réponses pour I’activité antioxydante
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Les figure 17, 18, 19, 20 et 21 illustrent des courbes iso-réponses et surface de réponse
de I’activité antioxydante, tracées dans le plan le plus important X1 et Xz(pourcentage en eau
de mer et température d’extraction) en faisant varier X a différents niveaux (-1,68, -1, 0, +1,

+1,68).

e Pour X,=-1,68 (Hexane) 1’équation de régression s’écrit comme suit :

y = —9,04 + 16,56.X; + 58,14.X5 + 23,40.X,.X3 — 13,66.X + 36,59. X3

(b)

—
o)
p—
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Figure 17 : Courbes iso réponses (a) et surface de réponse (b) de I’activité antioxydante pour
: X2=-1,68 (Hexane)

L’analyse de la courbe iso-réponse présentée en figurel7 (a) montre qu’une activité de
170,25 pg EQ TLX/mI peut étre atteinte pour un pourcentage de 83 % en eau de mer (X1=
+1,32) et une température de 38,2°C (Xz= +1,32).

e Pour X2=-1(DCM) I’équation de régression s’écrit comme suit :

9 = 88,53 + 0,78.X; + 43,04.X5 + 23,40.X,. X5 — 13,66.X2 + 36,59. X2

=
E 220
= 200
& . 20
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Figurel8 : Courbes iso réponses (a) et surface de réponse (b) de I’activité antioxydante pour :

Xz = -1 (DCM)
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La figure 18 (a) indique qu’une activité de 227,09 ug EQ TLX/ml peut étre obtenue
pour un pourcentage de 83 % en eau de mer (X1= +1,32) et une température de 38,2°C (X3=
+1,32).

e Pour Xo>= 0 (Acétate d’éthyle) 1’équation de régression s’écrit comme suit :

9 = 99,01 — 22,44.X, + 20,82.X5 + 23,40.X,.X;5 — 13,66.X? + 36,59. X2

—
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Figure 19 : Courbes iso réponses (a) et surface de réponse (b) de ’activité antioxydante pour :
Xo=0 (Acétate d’éthyle)

La courbe iso-réponse de la figure 19 (a) montre une activité similaire a celle rapportée dans la
figure 18 (a) qui est de 232,49 pg EQ TLX/ml mais dans des conditions plus favorables et plus
économiques qui sont : un pourcentage de 0 % en eau de mer (X1= -1,68) et une température
de 5°C (Xs=-1,68).

e Pour Xz= +1(Acetone) I’équation de régression s’écrit comme suit :

9 = 109,49 — 45,66.X; — 1,4. X5 + 23,40.X,. X5 — 13,66.X2 + 36,59. X2
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Figure 20 : Courbes iso réponses (a) et surface de réponse (b) de I’activité antioxydante pour
: Xo=+1 (Acétone)
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La courbe iso-réponse de la figure 20 nous montre que dans les mémes conditions
précédentes :un pourcentage de 0 % en eau de mer (X:= -1,68) et une température de 5°C
(Xs=-1,68), I’activité a augmenté jusqu’a 319,31 pg EQ TLX/ml.

e Pour X,=+1,68 I’équation de régression s’écrit comme suit :

¥ =93,66 —61,44.X; — 16,5.X5 + 23,40.X,.X3 — 13,66.X% + 36,59. X2
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Figure 21 : Courbes iso réponses (a) et surface de réponse (b) de ’activité antioxydante pour
: Xo= +1,68 (Méthanol)

La courbe iso-réponse de la figure 21 (a) présente une activité optimale de 355,36 ug
EQ TLX/ml dans des conditions plus favorables et plus économiques pour un pourcentage de

0 % en eau de mer (X1=-1,68) et une température de 5°C (X3=-1,68).

Selon les résultats obtenus, il a été possible d’améliorer et d’optimiser 1’activité
antioxydante de la souche d’actinobactérie Streptomyces sp. MM1 via la RSM par I’application
d’un plan composite centré. Cette optimisation a permis 1’augmentation de D’activité
antioxydante de trois fois en passant de 92,89 ug EQ TLX/ml a 355,36 ug EQ TLX/ml, avec
un pourcentage en eau de mer de 0% et une température d’extraction de 5°C, en utilisant le
méthanol comme solvant d’extraction.

D'aprés le modele de second degreé obtenu traduisant I'activité antioxydante, les facteurs
opératoires les plus influents sur 1’activité antioxydante sont le pourcentage en eau de mer (X1)
avec un effet de (-1,68) et la température d’extraction (X3) avec un effet de (-1,68). Leurs signes
négatifs indiquent que lorsque ces derniers sont a 0% et 5°C respectivement, 1’influence est
positive sur ’activité antioxydante. Ainsi, d’aprés les courbes iso-réponses, il a été remarqué
que plus la polarité des solvants est importante, plus I’activité antioxydante augmentait ce qui
veut dire que le méthanol représente le solvant d'extraction le plus approprié pour la préparation

de D’extrait brut de la souche MML1.
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Cependant, les activités antioxydantes menées sur des extraits bruts d’actinobactéries
sont tres limitées en comparaison a celle rapportées sur les principes actifs des plantes.
Toutefois, Lee et al., (2014) ont rapporté une activité antioxydante de 81,6% a 500 pg/ml de
I’extrait brut d’acétate d’éthyle de I’isolat Streptomyces sp. Ainsi, différentes études sont
menées sur I’optimisation de I’activité antioxydante des extraits bruts de plantes telles que celle
réalisées par Yim et al., (2013) , Makanjuola et al., (2015),Wani et al., (2015), Safaryan et al.,
(2016), dont les valeurs sont estimée a 85,10%,95%, 91,165% , 91,03%, respectivement.

Par ailleurs, il est important de signaler que de nombreuses études sont menées pour
améliorer les conditions d'extraction des flavonoides et des composés phénoliques des herbes
médicinales exercant une activité antioxydante en utilisant I'approche du one-factor-at-a-time
(OFAT). En effet, une seule variable est testée pour augmenter la teneur en composés
phénoliques et en activité antioxydante (Nishiyama et al., 2010). Cette méthode semble
attrayante mais ne permet pas I’étude I’interaction entre les facteurs qui influencent les

réponses conduisant a une optimisation non représentative.

A cet égard, la RSM est considérée comme la meilleure approche statistique pour
évaluer l'influence de différents facteurs expérimentaux et leurs interactions linéaires et
quadratiques sur les réponses analytiques et pour modéliser et optimiser les conditions
d'extraction des composes phénoliques qui présentent des activités biologiques importantes (Li
etal., 2010 ; Chen et al 2012).
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L’objectif visé a travers cette étude est 1’optimisation des conditions d'extraction
des molécules bioactives pour évaluer la production des polyphénols totaux et I’activité
antioxydante par une souche Streptomyces sp. MM1 isolée a partir d’une algue brune
marine du genre Fucus récoltée dans la région de Bejaia, via la méthodologie de surface
de réponse par I’application d’un plan composite centré.

Pour cela, des objectifs ont été fixés et détaillés dans les différentes parties de ce travail:

e La caractérisation macro et micro morphologique de 1’isolat MM1 sur les milieux
ISP nous a permis d’affilier la souche MM1 au genre Streptomyces, ou le nom
Streptomyces sp. MML1 lui a été attribué.

e [’évaluation du potentiel antioxydant de 1’isolat MM1 en adoptant la méthode de
Folin-Ciocalteu révéle la présence de quantités moyennement importantes en
polyphénols totaux. L’activité antioxydante de 1’extrait brut de Streptomyces sp.
MM a été déterminée, par la méthode du piégeage du radical DPPH dont le résultat
a montré une activité antioxydante faible.

e Lamodélisation statistique par le Plan Composite Centré et le tracé des courbes iso-
réponses sont consacrés a 1’optimisation de la teneur en polyphénols totaux et de
I’activité antioxydante sont réalisées par la sélection de trois facteurs : le
pourcentage en eau de mer, le solvant d’extraction, la température d’extraction.

Les résultats ont démontré que la température d’extraction influence positivement la

teneur en polyphénols totaux de la souche MM1. En outre, I’interaction la plus

importante influencant I’activité antioxydante est marquée par le couple (pourcentage
en eau de mer - température d’extraction).

D’aprés le tracé des courbes iso-réponses, les valeurs optimales des parametres

opératoires qui nous ont permis de doubler la teneur en polyphénols totaux en passant

de 52,78 ug EQ AG/ml a 109,47 ug EQ AG/ml sont les suivantes : un pourcentage en
eau de mer de 41%, en utilisant I’acétate d’éthyle comme solvant d’extraction et une
température d’extraction de 38,2°C.

Par ailleurs, un pourcentage en eau de mer de 0% et une température d’extraction de

5°C, en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction permet I’augmentation de

I’activité antioxydante de trois fois en passant de 92,89 ug EQ TLX/ml a 355,36 pg EQ

TLX/m.

Au terme de ce travail, les résultats obtenus ouvrent d’autres perspectives et meritent

d’étre complétés par :
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+¢+ Identification moléculaire de 1’isolat MM1 et confirmation de sa parenté
phylogénique au genre Streptomyces.

¢ La purification et la caractérisation des molécules a 1’origine de I’activité

antioxydante.
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Annexe

< Matériel utilisé

e Anse de platine

e Autoclave (Biobase)

e Bain Marie (Julabo TW12)

e Balance analytique (Adventurer OHAUS)
e Ballons

e Barreaux magnétiques

e Bec bunsen

e Bechers

o Boites de Pétri 99 mm

e Centrifugeuse (Hettich ZENTRIFUGER)
e Entonnoir

e Eprouvette

e Erlenmeyers

e Etuve a 28 °C (Memmert)

e Flacons

e Micropipette de 100 ul, 200 pL et 1000 pl
e Microscope optique (Zeiss West Germmany)
e Pipettes Pasteur

¢ Plaque chauffante agitatrice (VELP SCientifica)
e Rotavapor (Buchi Rotavapor R-114)

e Spatule

e Spectrophotométre (RAYLEIGH)

e Tube a essais et tube a hémolyse

e Vortex (VELP scientifica référence : ZX3)



Annexe 1

Composition des milieux de culture

®,
L4
[ ]

Starch Casein Agar (SCA) (Kuster et Williams, 1964)

AMIAON ..o e 10g
L7213 0 T 0.3g
KN O3, e 2¢g
KoHPO 4. . 2g
L PP 29
MOSO4 TH20 . ..o 0.05g
O O P 0.02¢g
FESO4 TH20 . .. 0.01g
N ) N 18¢
BaU diStillEe 0.8 vt 1000 ml
PH 7.2+0.2
Milieu Mincer (MEM) (Mincer et al., 2002)

AMIAON. .. e 10g
EXIrait de 1eVUIe. .. ..ve e e 4g
PP ONE. ..o e 2g
N 2 ) 18¢
BaU diStillEe (.50 « vt 1000 ml
PH 7.2+0.2

Les milieux ISP ont été préconisés lors de 1’« International Streptomyces Project » (Shirling et

Gottlieb, 1966). Pour I’é¢tude des caractéres culturaux des actinobactéries.

Milieu ISP1

TIYPLONE. ..ot 59
EXtrait de LIeVUIe. .. ..o 3g
N 15¢g
Eau distillée q.8.p. v eeneeeee e 1000 ml
PH . .o e 7.2+0.2
Milieu ISP2

GIUCOSE. . ettt 4¢
Extrait de IeVUIe. ... ..o 4¢g

EXtrait de malt........ooiiiiii e 10g
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X/

Eau distillée g.S. P uveneineitiie e 1000 ml
0 - 209
Milieu ISP3

Farine d’avoine. ........oouiiuiiniiiii e 20¢g
Solution saline standard................c.oooiiiiiiii Iml
N . ) 20g
Eau distillée .8 .. ve oot e 1000 ml
PH . oo e 7.240.2
Solution saline standard

FESO4, THoO . o o 0,1g
MNC 12, AH2O . o o 0,1g
NS 04, TH2O . e e 0.1g
Eau diStillée g8 . v e et 100 ml
Milieu 1SP4

AMIAON. .. 109
K2HPOA. ... 1lg
MOSO4, TH20 . ... e e 1lg
N AL 1lg
(NH2) 2S04 . 29
0% 101 0 & TP 29
Solution saline standard (VOIr ISP3).........ccoiiiiiiiii e, Iml
N2 209
Bau diStillE 8P . e 1000ml
PH e 7.2+0.2
Milieu ISP6

PepIONe. . ..o 15¢g
Prote0Se PEPLONE. ...ttt e S5¢g
Citrate de ferammoniacal.............ccoiiiiiiiii e 0,5g
Thiosulfatede sodium.............oooiiiiii 0,08g
EXtrait de IeVUIe. ..o e lg
K2HPOA. ... 1lg
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Eau distillée q.8.p. o vieie i 1000 ml
PH 7+0.2
Milieu ISP7

GLYCETOL. ..o e I5¢g
I 1 (0 3 1 0, 5g
I 1] 00 2 Y. [ lg
KoHP O . ..o e 0,5¢g
MOS0, TH20 . .. e e 0,5¢g
N L e 0,5¢g
FESO4, TH2O . o oo, 0,01g
Solution saline standard (VOIr ISP3)..........coiiiiiiiii e 1 mL
N ) N 18 ¢
BaU diStillEe Q.8 v, 1000 ml
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%+ Courbe d’étalonnage utilisée pour le dosage des polyphénols totaux

2,5

y =4,6809x + 0,0099
R2=10,9999

Absorbance a 765 nm
R =

o
o (€}
I

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentration de I'acide galique (mg/ml)

Figure 22 : Variation de 1’absorbance en fonction des concentrations de I’acide galique.

®,

¢+ Courbe d’étalonnage utilisée pour I’activité antioxydante

0,9

==
0,7 *

e \\
c
™~ 06
o \
‘© 0,5
(D)
e
S o4
=
S 03 y =-2,11x + 0,8009
3 R? = 0,993 =%
< 0,2
0,1
0 T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Concentration du Trolox (mg/ml)

Figure 23 : Variation de 1’absorbance en fonction des concentrations en Trolox.
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Tableau X111 : Table de student (Goupy, 1999 et Ozil 1997)

Unilatéral 0.01 0.05 0.025 0.01 0.005
Bilatéral 0.20 0.10 0.05 0.02 0.01
1 3,08 6,31 12,7 31,8 63,7
2 1,89 2,92 4,30 6,97 9.92
J 1,64 2,35 3,18 4,54 5,84
4 1,53 2,13 2,78 355 4,60
- 1.48 2,02 2,57 337 4,03
6 1,44 1,94 2,45 3,14 3,71
7 1,42 1,90 2,37 3,00 3,50
8 1,40 1,86 2,31 2,90 3,36
9 1,38 1,83 2,26 2,82 3,25
10 1,37 1,81 223 2,76 3,17
11 1,36 1,80 2,20 2,72 3,10
12 1,36 1,78 2,18 2,68 3,06
13 1,35 1,77 2,16 2,65 3,01
14 1,35 1,76 2,15 2,62 2,98
15 1,34 1,75 2,13 2,60 295
16 1,34 LTS 2,12 2,58 292
17 1,33 1,74 2,11 2,57 2,90
18 1,33 1,73 2,10 2y3D 2,88
19 1,33 1,73 2,09 2,54 2,86
20 1,33 1,73 2,09 2,93 2,85
21 1,32 ) 2,08 2,502 2,83
22 1,32 1,72 2,07 2,51 2,82
23 1,32 1,71 2,07 2,50 2,81
24 1,32 1,71 2,06 2,49 2,80
25 1,32 1,71 2,06 2,49 2,79
26 1,32 1,71 2,06 2,48 2,78
27 1,31 1,70 2,05 2,47 Dl 1
28 1,51 1,70 2,05 2,47 2,76
29 1,31 1,70 2,05 2,46 2,76
30 1,31 1,70 2,04 2,46 2,75
40 1,30 1,68 2,02 242 2,70
© 1,28 1,65 1,96 2,33 2,58
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Tableau X1V : Table de Fisher valeurs des 95 niemes centiles (niveaux 0.05)

\%1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (12 |15 (20 |24 (30 |

Vid

161 | 200 [ 216 [ 225 | 230 | 234 | 237 | 239 | 241 | 242 | 244 | 246 | 248 | 249 | 250 | 254
185 19.0 | 192 (192|193 | 193 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 195 | 194 | 195
10.1 | 9551 9.28 | 9.12 | 9.01 | 894 | 8.89 | 8.85 | 8.81 | 8.79 | 8.74 | 8.7 | 8.66 | 8.64 | 8.62 | 8.53
771 694 | 659 | 639 | 6.26 | 6.16 | 6.09 | 6.04 | 6.0 | 596 | 591 | 586 | 5.80 | 5.77 | 5.75 | 5.63
6.61 | 579 | 5.41 | 5.19 | 5.05 | 495 | 4.88 | 4.82 | 4.77 | 4.74 | 4.68 | 4.62 | 4.56 | 453 | 450 | 4.37
599 | 5.14 | 476 | 4.53 | 439 | 4.28 | 4.21 | 4.15 | 4.10 | 4.06 | 4.00 | 3.94 | 3.87 | 3.84 | 3.81 | 3.67
559 | 474 | 435 | 4.12 | 3.97 | 3.87 | 3.79 | 3.73 | 3.68 | 3.64 | 3.57 | 3.51 | 3.44 | 3.41 | 3.38 | 3.23
532|446 | 407 | 3.84 | 3.69 | 3.58 | 3.50 | 3.44 | 3.39 | 3.35 [ 3.28 | 3.22 | 3.15 | 3.12 | 3.08 | 2.93
512|426 | 3.86 | 3.63 | 3.48 | 3.37 | 3.29 | 3.23 | 3.18 | 3.14 | 3.07 | 3.01 | 2.94 | 2.90 | 2.86 | 2.71
10 496 | 4.10 | 3.71 | 3.48 | 3.33 | 322 | 3.14 | 3.07 | 3.02 | 2.98 | 2.91 | 2.85 | 2.77 | 2.74 | 2.70 | 2.54
11 484|398 |3.59|3.36|3.20]3.09|3.01 295|290 |285|279 |272|265| 261|257 | 240
12 475 | 3.89 | 349 | 326 | 3.11 | 3.00 | 291 | 2.85 | 2.8 | 2.75 | 2.69 | 2.62 | 2.54 | 2.51 | 2.47 | 2.30
13 467 | 3.81 | 3.41 | 3.18 | 3.03 | 2.92 | 2.83 | 2.77 | 2.71 | 2.67 | 2.60 | 2.53 | 2.46 | 2.42 | 2.38 | 2.21
14 460 | 3.74 | 3.34 | 3.11 | 2.96 | 2.85 | 2.76 | 2.7 | 2.65 | 2.60 | 2.53 | 2.46 | 2.39 | 2.35 | 2.31 | 2.13
15 454 | 3.68 | 3.29 | 3.06 | 2.90 | 2.79 | 2.71 | 2.64 | 2.59 | 2.54 | 2.48 | 2.40 | 2.33 | 2.29 | 2.25 | 2.07
16 449 | 3.63 | 3.24 | 3.01 | 2.85 | 2.74 | 2.66 | 2.59 | 2.54 | 2.49 | 2.42 | 2.35 | 2.28 | 2.24 | 2.19 | 2.01
17 4451359 | 320|296 | 2.81 | 2.70 | 2.61 | 2.55 | 2.49 | 2.45 | 2.38 | 2.31 | 2.23 | 2.19 | 2.15 | 1.96
18 441 | 355|3.16 | 293 | 2.77 | 2.66 | 2.58 | 2.51 | 2.46 | 2.41 | 2.34 | 227 | 2.19 | 2.15 | 2.11 | 1.92
19 438 | 3.52|3.13 | 290 | 2.74 | 2.63 | 2.54 | 2.84 | 2.42 | 2.38 | 2.31 | 2.23 | 2.16 | 2.11 | 2.07 | 1.88
20 435|349 | 3.10 | 2.87 | 2.71 | 2.60 | 2.51 | 2.45 | 2.39 | 2.35 | 2.28 | 2.20 | 2.12 | 2.08 | 2.04 | 1.84
21 432 | 347 3.07 | 2.84 | 2.68 | 2.57 | 249 | 242 | 237 | 232 | 225 | 2.18 | 2.10 | 2.05 { 2.01 | 1.81
22 430 | 3.44 | 3.05 | 2.82 | 2.66 | 2.55 | 2.46 | 2.40 | 2.34 | 2.30 | 2.23 | 2.15 | 2.07 | 2.03 | 1.98 | 1.78
23 428 | 342 3.03 | 2.80 | 2.64 | 2.53 | 2.44 | 2.37 | 2.32 | 2.27 | 220 | 2.13 | 2.05 | 2.01 | 1.96 | 1.76
24 426 | 3.40 | 3.01 | 2.78 | 2.62 | 2.51 | 2.42 | 2.36 | 2.30 | 2.25 | 2.18 | 2.11 | 2.03 | 1.98 | 1.94 | 1.73
25 424 1339|299 {276 | 2.60 | 2.49 | 2.40 | 2.34 | 2.28 | 2.24 | 2.16 | 2.09 | 2.01 | 1.96 | 1.92 | 1.71
26 4231337298 (274|259 |247 | 239232227 (222215207 | 1.99] 195 |19 | 1.69
27 4211335296 (273|257 | 246|237 |231|225|22 |213|206| 197|193 | 188 | 1.67
28 420 | 334|295 | 271 | 256 | 2.45 | 2.36 | 2.29 | 2.24 | 2.19 | 2.12 | 2.04 | 1.96 | 1.91 | 1.87 | 1.65
29 4.18 | 3.33 | 2.93 | 2.70 | 2.55 | 243 | 235 | 2.28 | 2.22 | 2.18 | 2.10 | 2.03 | 1.94 | 1.90 | 1.85 | 1.64
30 4.17 | 3321292 (269|253 (242233227 221216209201 193|189 184|162
40 4.08 | 3.23 | 2.84 | 2.61 | 2.45 | 2.34 | 225 | 2.18 | 2.12 | 2.08 | 2.00 | 1.92 | 1.84 | 1.79 | 1.74 | 1.51
60 400 | 3.15 | 2.76 | 2.53 | 2.37 | 2.25 | 2.17 | 2.10 [ 2.04 | 1.99 | 1.92 | 1.84 | 1.75 | 1.70 | 1.65 | 1.39
120 3.92 | 3.07 | 268|245 |229 | 2.18|2.09 [ 2.02 | 1.96 | 1.91 | 1.83 | 1.75 | 1.66 | 1.61 | 1.55 | 1.25
© 3.84 | 3.00 | 2.60 [ 2.37 | 2.21 | 2.10 | 2.01 | 1.94 | 1.88 | 1.83 | 1.75 | 1.67 | 1.57 | 1.52 | 1.46 | 1.0

LI N A WN -

v1 degrés de liberté au numérateur

v2 degrés de liberté au dénominateur

Figure 25 : Table de Fisher valeurs des 95 niemes centiles (niveaux 0.05) (Goupy, 1991 et
Ozil, 1997)



Résumé

L’évaluation, la modélisation et 1’optimisation du potentiel antioxydant de 1I’extrait brut
d’une souche d’actinobactérie d’origine marine ont été eétudiées. Sur la base des caractéristiques
morphologiques, la souche MM1 a été rattachée au genre Streptomyces. Les conditions
d'extraction optimales pour la récupération des composés phénoliques totaux et l'activité
antioxydante mesurée par le radical DPPH de I’extrait brut de Streptomyces sp. MM1 ont été
déterminées en utilisant la méthodologie de surface de réponse. Pour ce faire, le pourcentage
en eau de mer, le solvant d'extraction et la température d'extraction ont été étudiés. L'analyse
de surface de réponse en utilisant le modele composite centré a permis de déterminer les
parametres influengant et maximisant les deux réponses qui sont : i) I’acétate d’éthyle comme
solvant d’extraction, le pourcentage en eau de mer : 41% et la température d’extraction : 38,2°C
pour la teneur en polyphénols totaux ; ii)l’extrait méthanolique, 0% en eau de mer et une
température d’extraction de 5°C pour I’acticité antioxydante. Les valeurs optimales atteintes
sont, respectivement, de 109,47 ug EQ AG/ml et 355,36 pg EQ TLX/ml pour la teneur en
polyphénols totaux et 1’activité antioxydante en comparaison aux valeurs avant optimisation:
52,78 ug EQ AG/ml et 92,89 ug EQ TLX/ml, respectivement.

Mots-clés : Actinobactérie, Activité antioxydante, Méthodologie de la surface de réponse,
Optimisation, Plan composite centré, Polyphénols totaux, Streptomyces.

Abstract

Evaluation, modeling and optimization of the antioxidant potential an actinobacetrium
crude extract of a marine origin were studied. On the basis of morphological features, strain
MM was attached to the genus Streptomyces. Optimum extraction conditions for recovery of
total phenol compounds and antioxidant activity measured by the DPPH radical of the crude
extract of Streptomyces sp. MM1 were determined using a statistical approach response surface
methodology (RSM). To do this, the percentage of seawater, the extraction solvent and the
extraction temperature were studied. The response surface analysis using the central composite
design made it possible to determine the parameters influencing and maximizing the two
responses, which are: i) ethyl acetate as extraction solvent, the percentage in seawater: 41% and
extraction temperature: 38.2 °C for total polyphenol content; ii) the methanolic extract, 0% in
seawater and an extraction temperature of 5 °C for antioxidant actiety. The optimal values
achieved are, respectively, 109.47 ng EQ AG / ml and 355.36 pg EQ TLX / ml for the total
polyphenol content and the antioxidant activity in comparison with the values before
optimization: 52.78 ug EQ AG / ml and 92.89 pug EQ TLX / ml, respectively.

Keywords: Actinobacteria, Antioxidant activity, Central Composite design, Optimization,
Phenolic compounds, Response surface methodology, Streptomyces.
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