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Les avancées de la médecine ont permis de mieux comprendre la physiologie du corps 

humain et les réactions chimiques permettant son bon fonctionnement. Dès lors, bon nombre 

de pathologies ont vu leurs mécanismes identifiés. L’oxydation, si elle est nécessaire à la vie, 

peut aussi avoir un effet délétère : le stress oxydant peut causer de sévères dommages 

cellulaires. Ainsi, l'intérêt de trouver des antioxydants naturels, sans aucun effet indésirable a 

considérablement augmenté (Rechner et al., 2002). 

Au début des années 1980, la communauté scientifique a commencé à se concentrer sur 

l'exploration des antioxydants microbiens. Dès lors, les chercheurs ont découvert et 

caractérisé une variété de composés antioxydants à partir de microorganismes dans l'espoir 

d'être développés en nouveaux agents thérapeutiques (Hall, 2001).  

Dans ce domaine de la découverte de médicaments d’origine microbienne, les souches 

d'actinobactéries ont été largement explorées en raison de leur capacité à produire divers 

métabolites secondaires bioactifs qui représentent 45% de tous les métabolites microbiens 

bioactifs découverts (Sharma et Shah, 2014). Dans ce contexte,  le genre Streptomyces qui a 

été proposé pour la première fois  par Waksman et Henrici en 1943, ce genre bactérien qui a 

lui seul produit  de plus de 75% des antibiotiques naturels (Kinkel  et al., 2014; Ser  et al., 

2015a).En effet le genre Streptomyces a apporté une contribution significative à l'humanité en 

raison de sa capacité à produire une large gamme de composés bioactifs ayant diverses 

activités biologiques (Bérdy, 2005; Jauri et al., 2016). À l'heure actuelle, plus de 7 000 

composés bioactifs avec diverses applications cliniques ont été découverts et isolés  à partir de 

ce genre, y compris des molécules antioxydantes, anticancéreuse, antifongiques et 

immunosuppresseurs (Bérdy, 2012 ; Karam et Wali, 2015).  

Par ailleurs, l’utilisation des antioxydants synthétiques est un sujet très étudié de fait de 

leur impact négatif sur la santé humaine (Branen, 1975 ; Barlor, 1990). Afin de trouver des 

solutions à ce problème, es recherches actuelles s’intéressent aux antioxydants naturels issus 

de souches actinobactéries Lee, 2014).  

C’est dans un contexte de valorisation de la diversité des souches d’actinobactéries 

d’origine Algérienne qu’en mettant en évidence leur profile antibactérien et antioxydant  que 

s’inscrit la présente étude. 

Nous nous somme intéressé l’extraction de molécules actives de deux souches 

d’actinobactéries d’origine différents en mettant en évidence leur profile antibactérien et 

antioxydant.  
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La première partie de ce manuscrit est consacrée à une synthèse bibliographique sur les 

actinobactéries  ainsi qu’un aperçu général sur leur métabolisme secondaire et les 

antioxydants. 

La seconde partie du document traite les principes généraux des matériels et méthodes 

utilisés à savoir : 

 L’étude des caractères macromorphologiques et micromorphologique des souches 

d’actinobactéries   

 La production et l’extraction des substances actives. 

 La mise en évidence de l’activité antimicrobienne des deux extrais bruts  

 La mise en évidence de l’activité antioxydante par trois tests DPPH, ABTS*  et 

pouvoir réducteur. 

Et enfin, la troisième partie du manuscrit présentera les résultats et discussion des 

principales  parties de cette étude.



Partie Bibliographique
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I. Les actinobactéries : Ecologie et importance  

1. Ecologie des actinobactéries  

1.1. Distribution dans la nature   

Les actinobactéries, appartiennent à l'ordre Actinomycetales, sont des Eubactéries à 

Gram positifs et filamenteux avec une teneur élevée en G + C  supérieur à 55% .Ce sont  des 

microorganisme hétérotrophes avec toutefois des espèces capables de croissance 

chimioautotrophe (Ensign  et al., 1993).  

         Les actinobactéries sont largement répandus dans la nature. En effet leur nombre dépend 

de nombreux facteurs, parmi lesquels la nature et l’abondance de la matière organique, la 

profondeur, le pH, l’aération et l’humidité en sont les plus importants (Theilleux, 1993). Elles 

ont été isolées à partir d’habitats variés tels que les sédiments marins (Balagurunthan et al., 

2010),  l'eau de mer (Subramani et Aalbersberg, 2013), les rhizosphères des plantes 

médicinales (Khamna  et al., 2010) et de l’écorce des arbres (Pullen et al., 2002; Kitouni  et 

al., 2005). 

Par ailleurs, certaines espèces ont été isolées à partir de milieux extrêmes tel que des sols 

pollués contenant des métaux lourds (Desjardin, 2002), des hydrocarbures ou du pétrole 

(Baniasadi  et al., 2009), d’autres se comportent comme des parasites intracellulaires des 

spongiaires (Grandhimathi  et al., 2007).  Les actinobactéries constituent une proportion 

importante de la microflore tellurique (107 -108 UFC/ml) (Hoorman et Islam, 2010) dont la 

plupart  sont saprophytes  (kekuda  et al., 2013), mais quelques-uns peuvent être pathogènes 

ou symbiotes des plantes et des animaux (Suzuki  et al., 1994).   

1.2. Cycle de développement du genre Streptomyces  

     Les actinobactéries ont un cycle de développement complexe (Figure 1). Il débute par la 

germination d’une spore qui donne naissance à un mycélium primaire ou du substrat (MS) 

formé d’hyphes qui se ramifient. Le développement du mycélium du substrat vers la partie 

superficielle donne le mycélium "secondaire" ou 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). 
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Figure 1: Cycle de développement du genre Streptomyces (Horinouchi, 2002). 

2. Importance des actinobactéries  

Les actinobactéries sont largement connues pour leur polyvalence métabolique (Neelu, 

2013). En effet,  la grande majorité est dotées d’activité biologiques suite à leur capacité à 

produire un large éventail de molécules bioactives, telles que les antibiotiques, les 

antifongiques, les antitumoraux, les composés immunosuppresseurs etc, importants sur le plan 

commercial. Par ailleurs, selon Hashimoto (2005), certaines espèces sont utilisées dans des 

procédés industriels de bioconversion pour la fabrication de produits chimiques de base et de 

produits agrochimiques.  

2.1. Importance en biotechnologie  

         Les actinobactéries produisent une gamme étendue de composés bioactifs comprenant 

diverses enzymes ayant des applications biotechnologiques multiples (Saini, 2015). Ces 

bactéries filamenteuses et leurs enzymes ont un ensemble d'applications industrielles et 

environnementales, telles que la décontamination des sols (Yong-chao  et al., 2014), la lutte 

biologique contre les organismes phytopathogènes (Minotto,2014) et la décomposition de la 

matière organique et des déchets domestiques (Hirsch et Valdés, 2010; Camacho  et 
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al.,2014). Une autre fonction des actinobactéries en haute mer est également intéressante 

comme la dégradation de l'huile et la production de biosurfactant (Wang  et al., 2014). 

2.2. Importance en  agronomie 

Les actinobactéries sont des éléments clés de l'environnement du sol et contribuent de 

façon importante à la durabilité des systèmes agricoles. En effet les membres de nombreux 

genres  ont un potentiel d'utilisation dans la bioconversion des déchets agricoles et urbains en 

produits chimiques de valeur (Neelu, 2013). Elles sont également une source importante 

d'enzymes hydrolysant la lignocelluloses (Saini, 2015). En effet, les enzymes 

lignocellulolytiques, sont largement exploitées dans diverses industries à base de 

lignocelluloses, (Prakash, 2013) tel que les Cellulases (Eida, 2012), et les 𝛽-glucosidases  

(Ball  et al.,1988) . De plus selon Boroujeni  et al., (2012) le genre Streptomyces s'avère être 

le producteur d'hémicellulases le plus abondant parmi les actinobactéries.  

Par ailleurs ces microorganismes   sont  une composante importante de la rhizosphère de 

nombreuses plantes où elles améliorent leurs croissances et protègent leurs racines contre 

l'attaque des phytopathogènes (Kekuda  et al., 2013). De plus, elles jouent un rôle important 

dans la minéralisation de la matière organique,  la fixation de l'azote et l'amélioration des 

paramètres physiques du sol (Das  et al., 2006). 

2.3. Importance en médecine  

Les actinobactéries sont extrêmement importantes pour la santé humaine (Yu Deng, 

2017) car elles constituent l’une des sources  majeurs  de synthèse de nouveaux antibiotiques, 

qui peuvent être efficaces pour combattre la multirésistance bactérienne de certaines espèces 

(Lam, 2006; Fenical et Jensen, 2006).   

 Un grand nombre d’antibiotiques présents sur le marché est obtenue à partir des 

actinobactéries. (Neelu, 2013). En effet, le genre Streptomyces à lui seul est à l’origine 

d’environ 75% des molécules antibiotiques utilisées en médecine et 60% des antifongiques 

utilisés en agriculture (Sujatha  et al, 2005).  

 Les classes importantes d'antibiotiques produites par les actinobactéries (TableauI)  

comprennent: les βlactamines, les aminoglycosides, les lipopeptides, les glycopeptides, les 

asamycines, les anthracyclines, les nucléosides, les peptides, les polyènes, les polyéthers, les 

tétracyclines et les macrolides (Adegboye, 2013). 
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Tableau1 : Quelques molécules antibiotiques ATB obtenues à partir d’actinobactéries 

d’origine tellurique et marine utilisé en médecine. 

 

 

 

Molécules Source Activité Références  

Amphotericin B  

 

Oxytetracycline 

 

 

lactamide macrocyclique 

 (Aureoverticillactam)  

 

 

 

PolycétideActinofuranones 

A et B  

 

 

Thiamycine 

 

 

 

Pentalenolactone I  

 

 

 

 

Benthocyanine 

 

 

 

 

Benzastatin 

 

 

 

Carquinostatin B  

Streptomyces 

nodosus 

Streptomyces 

rimosus 

 

Streptomyces 

aureoverticillaris 

 

 

 

Streptomyces sp. 

 

 

 

Streptomyces 

michiganensis 

 

Streptomyces 

filipinensis 

 

 

Streptomyces 

prunicolor 

 

 

Streptomyces 

nitrosporeus 

 

 

Streptomyces 

exfoliatus 

Antifungique 

 

Antibactérien 

 

 

Anticancéreux 

 

 

 

 

Cytotoxique 

 

 

 

Antiprotozoaire 

 

 

Antibactérien 

 

 

Radical 

scavenger 

 

 

Antivirale 

 

Protection des 

cellules 

nerveuses 

(Caffrey  et al.,2001) 

 

(Petkovic   et al., 2006) 

 

 

(Mitchell  et al.,2004) 

 

 

 

 

(Cho  et al., 2006) 

 

 

 

(Cassinelli  et al.,2003) 

 

 

(Kuzuyama et Seto,2003; 

Uyeda  et al., 2001) 

 

(Kuzuyama et Seto,2003; 

Takahiro,1990) 

 

(Kuzuyama et Seto,2003;Lee  

et al., 2007) 

 

(Kuzuyama et Seto,2003; 

Shinya  et al., 1997) 
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II. Le métabolisme secondaire chez les actinobactéries   

 Les métabolites secondaires microbiens sont des produits de faible masse moléculaire 

du métabolisme secondaire, généralement produits pendant la phase de croissance tardive 

(idiophase) d'un microorganisme. Ils  ne sont pas essentiels à la croissance des cultures 

productrices mais servent à diverses fonctions de survie (Demain et Fang, 2000). Bien qu'ils 

ne soient pas essentiels à la croissance microbienne, les métabolites secondaires sont très 

importants pour la santé, la nutrition et l'économie de nos sociétés (Berdy, 2005). 

Par ailleurs, la composition des milieux de culture affectent également le type de 

métabolites secondaires produits par les microorganismes.(Lertcanawanichakul et al.,2015). 

En fait, les travaux de Gesheva  et al., (2005) ont démontré que la nature des sources  de 

carbone, d’azote, de phosphore, de potassium, de magnésium et de trace éléments minéraux 

(essentiellement Mn2+, Cu2+ et Fe2+), affectent fortement la production de molécules 

antibiotiques par les espèces du genre  streptomyces. 

III. Le potentiel antioxydant  

Au milieu des années 1950,  Gerschman a démontré que l’oxygène, molécule pourtant 

indispensable à la vie, présente également une toxicité pour l’organisme (Gerschman  et al., 

2001). En effet elle est susceptible d’entraîner des effets dommageables dans l’organisme via 

la formation de radicaux libres et d’espèces oxygénées réactives (EOA) (Haleng  et al., 2007). 

Ces radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles 

pour l'organisme à dose raisonnable ; mais la production peut devenir excessive ou résulter de 

phénomènes toxiques exogènes et l'organisme va devoir se protéger par différents systèmes 

antioxydants (Favier, 2003).  

1. Les radicaux libres 

Un radical libre est une molécule chimique hyper active et instable qui possède un ou 

plusieurs électrons non appariés dans une orbitale externe. Afin de se stabiliser, il réagit avec 

d’autres atomes ou molécules et se comporte, selon les cas, comme un oxydant ou un 

réducteur, afin d’apparier son électron libre. Il aura donc tendance soit à donner son électron, 

soit à créer une liaison pour combler son orbitale. (Cheeseman, 1993). 

 Parmi toutes les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il 

convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rôle 

particulier en physiologie et appelés radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits 

radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés  
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biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de l'oxygène par des réductions à 

un électron tels l'anion superoxyde O2•- et le radical hydroxyle OH•, ou de l'azote tel le 

monoxyde d'azote NO• (Yoshikawa, 2000). 

 D'autres espèces dérivées de l'oxygène dites espèces actives de l'oxygène, comme 

l'oxygène singulet 1O2, le peroxyde d'hydrogène (H2O2) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne 

sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent être des précurseurs de 

radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espèces 

réactives de l'oxygène (Favier, 2003). 

Les radicaux libres entraînent un stress oxydatif contribuant à plus d'une centaine de 

troubles chez l’homme, tels que  l'arthrose, l'arthrite, la gastrite, le cancer, le diabète (Wadkar, 

2010). Des antioxydants naturels tels que la vitamine E (α-tocophérol), la vitamine C et les 

polyphénols/flavonoïdes sont connus pour être utilisés pour traiter et prévenir ces maladies 

(Cláudia and Alvaro,2004). 

2. Origine des radicaux libres 

Durant le processus de respiration, l’oxygène est réduit, de façon progressive et 

contrôlé, en eau par apport de 4 électrons. En revanche, sa réduction incomplète conduit à la 

formation d’espèces qui ont encore un caractère oxydant et qui sont très réactives: H2O2 

(peroxyde d’hydrogène ou  eau oxygénée), OH• (radical hydroxyle) et dans une moindre 

mesure, O2•- (radical anion superoxyde). Ces espèces, appelées dérivés réactifs de l’oxygène 

(DRO),  pourront oxyder des macromolécules telles que l’ADN, les lipides et les protéines 

(Vaughan, 1997).   

Leurs apparitions sont reliées entre elles par des réactions enzymatiques ou chimiques  

(Figure 2). L’activité superoxyde dismutase (SOD) produit du H2O2 à partir du O2•- et le 

H2O2 conduit à la formation de OH• en présence de Fe2+ (réaction de Fenton). Par ailleurs, 

certaines réactions chimiques ou photochimiques (en particulier avec les UVA) conduisent à 

l’excitation de la molécule de dioxygène. Cet état, noté [1O2], est appelé oxygène singulet 

(spin nul) (Favier, 2003). 

Le métabolisme normal de la cellule produit sans cesse des dérivés réactifs de l’oxygène 

(Cerruti, 1985). En effet, les systèmes utilisant un transfert d’électrons sont parfois le lieu de 

fuites électroniques. Par conséquent, la chaîne respiratoire, les oxydases (xanthine, 

NADPH...) et les réductases sont responsables d’une production permanente d’espèces 

oxydantes  (Kather ,1995). 
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Figure 2 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de l’oxygène 

impliqué en biologie (Favier, 2003).  

3. Cibles des radicaux libres   

 Lors d’un stress oxydant, les espèces oxygénées réactives (EOR) non « détoxiquées » par 

le système antioxydant attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules 

contenues dans les cellules, directement à leur contact, notamment les lipides, les protéines et 

l’ADN (Koechlin, 2006). 

3.1. La membrane  

        L’attaque des radicaux libres des doubles liaisons lipidiques membranaires induit des 

processus de peroxydations en cascade aboutissant à la désorganisation complète de la 

membrane altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barrière et d’information (Davies, 

2000). 

3.2. L’ADN  

        Les EOR, et plus spécifiquement le radical hydroxyle,  peuvent provoquer des 

dommages des acides nucléiques. En provoquant des cassures, des mutations ou endommager 

le processus de réparation de l’ADN. De plus, les EOR peuvent induire des modifications au 

niveau de la transcription ou de la traduction de l’ADN et ainsi aboutir à la formation de 

protéines altérées. Ces modifications peuvent être à l’origine de phénomènes mutagènes ou 

d’un vieillissement accéléré (Valko  et al., 2006). 
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3.3. Les protéines  

            Les effets des EOR sur les protéines sont complexes, allant du clivage des chaînes 

latérales des différents acides aminés jusqu’au squelette protéique. Les protéines les plus 

sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent un groupement 

sulfhydriles (SH). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui 

sont ainsi oxydées et inactivées. Les protéines peuvent alors soit subir des réticulations par 

formation de pont bi-tyrosine, soit subir des coupures et soit des modifications de certains 

acides aminés. En outre, les protéines oxydées peuvent aussi devenir très hydrophobes soit par 

suppression de groupements amines ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes 

centrales, ce qui conduit à la formation d’amas anormaux dans ou autour des cellules. Ces 

amas associés aux lipides forment les dépôts de lipofuschines, caractéristiques des tissus des 

personnes âgées (Favier, 2003). 

4. Le stress oxydatif  

Le stress oxydant correspond à un déséquilibre entre la génération d’espèces 

oxygénées actives (EOA) et les défenses antioxydantes de l’organisme, en faveur des 

premières (Haleng et al., 2007). Le stress oxydant est potentiellement impliqué dans le 

vieillissement ou le développement de pathologies associées telles que les maladies 

cardiovasculaires et neurodégénératives, cancer, diabète… etc. (Pincemail et al., 2009).  

5. Les antioxydants 

           Les antioxydants sont définis comme une substance qui retarde, empêche ou élimine 

les dommages oxydatifs d'une molécule cible (Halliwell ,2007) soit en stabilisant ou en 

désactivant les radicaux libres avant d'interagir avec les cellules. (Percival, 1998 ; Kulikowska  

et al., 2004).  

Deux catégories de système de défense ont été mises en évidence (Powers  et al., 2000), 

le système endogène  et le système exogène. 

5.1.  Les antioxydants endogènes   

         Le système endogène est constitué d’enzymes ou d’agents réducteurs (superoxyde 

dismutase, catalase, glutathion peroxydase) dont l’action est de neutraliser les EOR  par leur 

transformation en molécules stables et non réactives. 

5.2.  Les antioxydants exogènes  

L’organisme possède une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres » 

qui sont des composés pour la plupart apportés par l’alimentation (non enzymatique) ce sont 

des antioxydants exogènes tel que  la vitamine E (α tocophérol), la vitamine C (ascorbate) et 

les caroténoïdes (vitamine A et β-carotène, les flavonoïdes…). En effet leur rôle essentiel est 
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de neutraliser les effets toxiques des EOR, limitant ainsi toute atteinte de l’intégrité cellulaire 

(Christelle Koechlin, 2006). 

5.2.1.  Les polyphénols  

          Ce  sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un cycle aromatique 

portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Ils sont présents dans 

toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, 

graines et bois). Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoïdes et les tannins 

(Boizot et Charpentier, 2006). Leur étude a été croissante ces dernières décennies en raison de 

leurs bienfaits sur la santé, notamment grâce à leur pouvoir antioxydant mais aussi dans la 

prévention ou le traitement de nombreuses pathologies comme les cancers, les maladies 

cardiovasculaires ou dégénératives (Orgogozo et al., 1997) 

 Le mécanisme de piégeage des radicaux libres par les polyphénols se fait par le 

transfert de l’atome d’hydrogène (H-atomtransfer ou HAT). Le radical libre est réduit par 

transfert de l’atome d’hydrogène de l’antioxydant (ArO-H) vers le radical (R•). 

 

 

5.2.4.  Les flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont des produits largement distribués dans le règne végétal et sont 

couramment consommés quotidiennement sous forme de fruits, légumes et boissons telles que 

le vin et le thé (Ghedira, 2005). Ils dérivent de l’enchaînement benzo-γ- pyrone et peuvent 

être classés selon la nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et 

du degré de saturation du squelette benzo-γ-pyrone (Figure 3). Les flavonoïdes au sens strict 

sont des composés dont la substitution par un noyau benzénique se fait en position 2 (Di Carlo  

et al.,1999). 

 

Figure 3 : Structure de l’enchaînement benzo-γ-pyrone (Di carlo et al., 1999). 

ArO-H + R•             ArO• + RH 
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             Les flavonoïdes inactivent et stabilisent les radicaux libres grâce à leur groupement 

hydroxyle fortement réactif. Ils sont également capables de chélater les ions métalliques 

(largués à partir de leurs protéines de fixation ou de transport) qui peuvent renforcer ces effets 

délétères par la production des radicaux hydroxyles (OH·) (Nijveldt et al., 2001;Rice-Evans  

et al,1996). En tant qu’antioxydants, les flavonoïdes sont capables d’inhiber la carcinogenèse. 

Ils inhibent en plus l’angiogenèse, la prolifération cellulaire et affectent le potentiel invasif et 

métastatique des cellules tumorales (Rice-Evans, 2001). 

IV. Les molécules antioxydantes chez les actinobactéries  

Les actinobactéries sont des producteurs prolifiques de divers composés y compris des 

molécules dotés d’une propriété antioxydante. Dans le tableau II ci-dessous, sont présentées 

quelques molécules à activité antioxydante isolées à partir de souche d’actinobactéries. 

Tableau II : Quelques exemples de  molécules antioxydantes produites par différentes 

souches d’actinobactéries. 

Molécules Source Références 

La mélanine  Streptomyces sp Preeti, 2013 

L'undécylprodigiosin Streptomyces sp Nada, 2012 

Diazepinomidine Micromonospora sp Abdelmohsen  et al., 2012 

Dermacozines A-G  Dermacoccus abyssi sp. Abdel-Mageed  et al., 2010) 

(Z)-1-((1-hydroxypenta-2,4-dien-1- 

yl)oxy)anthracene-9,10-dione 

Nocardiopsis alba Avilala  et al., 2014 

PC 766 B  Nocardia brasiliensis (Kumaqai  et al., 1993) 

Dihydroherbimycin Streptomyces sp (Chang et Kim, 2007) 
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I. Matériel

1. Matériel analytique

Le matériel utilisé dans cette étude est rapporté en annexe I 

2. Matériel biologique

2.1. Les microorganismes étudiés : Actinobactéries  

Les souches d’actinobactéries notées D1 et D2 étudiées dans ce travail appartiennent à la 

collection du Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) de l’Université A. Mira de 

Bejaia. Les deux souches ont été isolées par Dr Djinni en 2011 et ont pour origine une algue 

marine récoltée dans la région de Bejaïa et le sol de la région de Béchar, respectivement. 

2.2. Germes cibles utilisés : 

Les microorganismes cibles utilisés dans cette étude sont présentés ci-dessous: 

Bactéries à Gram positif 

Listeria inocua  CLIP 74915. 

Bactéries à Gram négatif 

Salmonella Typhi   ATCC 14028. 

Vibrio cholerae      ATCC 14035. 

Actinetobacter baumani ROX. 

Levure Candida albicans ATCC 1023. 

II. Méthodes

1. Repiquage des souches

 Les deux  isolats d’actinobactéries étudiés  D1 et D2 repiqués, à partir de cultures sur milieu 

solide conservées à 4°C, sur leurs milieux d’isolement respectifs, à savoir le milieu Amidon 

Caséine Agar (SCA) additionné de 50% d’eau de mer (Williams et Kuster, 1964) et le milieu 

Gausse  (Ivantiskaya  et al.,1978),puis incubés à 28°C pendant 7 à 14j. 

        La composition de ces deux milieux de culture est donnée en Annexe I 

2 .Etude morphologique des souches d’actinobactéries 

2.1. Caractères macromorphologiques  

Cette étude vise à apprécier la croissance en déterminant la couleur des mycéliums 

aérien et du substrat ainsi que celle des pigments solubles produits mais également l’aspect 

général des colonies sur différents milieux de culture : ISP1, ISP2, ISP3, ISP4 et ISP6 dont la 

composition est donnée en annexe I. 
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2.2. Caractères micromorphologiques 

Les isolats D1 et D2 cultivés pendant 14 jours sur, respectivement, les milieux SCA et 

Gausse  sont observés à l’aide d’un microscope optique, en utilisant le grossissements (x10), 

Ces observations consistent à voir la sporulation caractéristique, l’agencement des spores 

(Williams  et al., 1989) ainsi que la fragmentation ou non du mycélium du substrat. L’analyse 

est réalisée directement sur boites de Pétri afin d’étudier les mycéliums en place sans en altérer 

les structures.  

2.3. Culture des souches et obtention des extraits bruts  

 Dans le but d’obtenir les extraits bruts des deux souches D1 et D2 nécessaires à notre 

étude, une production sur milieu solide a été entreprise pour chacune d’entre elle. En effet, les 

deux isolats sont cultivés en stries serrées à la surface de leurs milieux correspondants : SCA 

50% eau de mer et Gausse agar sur 20 boites de Pétri pour chaque isolat.Les boites sont par la 

suite incubées pendant 07 jours à 28C°. 

2.4. Extraction des molécules actives  

L’extraction des molécules actives produites par chaque isolat est réalisée par 

macération. En effet, les mycéliums et les géloses sont découpés en petits morceaux puis 

introduits dans un grand flacon additionné d’un volume de 500 ml d’acétate d’éthyle. Le 

mélange est ainsi laissé macérer pendant une nuit sous agitation permanente à température 

ambiante.  

Les extraits bruts sont obtenus après filtration avec du papier Wattman N°1, puis 

évaporés à sec en utilisant un Rotavapor. Les extraits bruts ainsi obtenus sont récupérés dans 

un volume de méthanol (d’acétate d’éthyle, selon la solubilité des composés produits, dans l’un 

ou l’autre des solvants organiques) (Pimentel-Elardo et al.,2010) les concentration massiques 

des deux extraits bruts sont déterminées et les  flacons sont  par la suite conservés à l’abris de  

la lumière à 4°C pour une utilisation ultérieure. 

3. Mise en évidence de l’activité antagoniste des extraits bruts

L’activité antagoniste des deux extraits bruts à l’encontre de germes pathogènes a été 

évaluée par la méthode des puits sur milieu Mueller Hinton préalablement ensemencés par les 

germes ciblé cités plus haut à raison de 107 UFC/ml. Brièvement, cette technique consiste à 

former des puits de 6mm de diamètre à l’aide d’un emporte-pièce puis un volume de 100μL de 

chaque extrait ainsi que les deux solvants utilisés (méthanol et l’acétate d’éthyle) considérés 

comme témoin, est introduit dans les puits. Les boites sont mise à 4°C pendant 2 h afin de 



Chapitre II    Matériels et Méthodes 

15 

permettre la diffusion des substances actives puis incubées à 37C°pendant 24 h. La lecture des 

résultats se fait en mesurant le diamètre des zones d’inhibition exprimées en millimètre autour 

des puits à l’aide d’un pied à coulisse. 

4. Evaluation de l’activité antioxydante des extraits bruts

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro, l’activité antioxydante par 

piégeage de différents radicaux, comme le radical ABTS+• (sel d’ammonium de l’acide 2,2’-

azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre 

DPPH• (diphenyl-picrylhydrazyle). Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation 

et la nature diversifiée des antioxydants, avec des composants à la fois hydrophiles et 

hydrophobes, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle l’activité antioxydante peut être 

mesurée quantitativement d’une façon bien précise (Cristina  et al., 2009). Dans le présent 

travail nous avons essayé d’évaluer les capacités totales antioxydantes des extraits 

méthanolique et d’acétate d’éthyle en utilisant trois méthodes spectrophotométrique à savoir ; 

le pouvoir réducteur de fer, l’activité anti-radicalaire pour le radical ABTS+• (2,2’-azinobis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acide, ABTS) et l’activité anti-radicalaire pour le radical 

DPPH• (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH). 

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

 4.1.1. Principe de la méthode 

Le réactif Folin-ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et 

d’acide phosphomolybdique.Il est réduit, lors de l’oxydation des phénols, en un mélange 

d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. La coloration produite, est proportionnelle à la 

quantité de polyphénols présents dans les extraits (Boizot et Charpentier, 2006). 

  4.1.2. Mode opératoire 

Le dosage des polyphénols totaux dans les deux extraits est réalisé par la méthode de 

Folin-ciocalteu (Junaid  et al., 2013). 

Une prise d’essai de 250μL de la solution mère de notre extrait  (1/10), à laquelle est ajouté 

250μL du réactif de Folin-Ciocalteu fraîchement préparé (dix fois dilué) et 2000μL de carbonate 

de sodiumà 7,5 % (Na2CO3). Le mélange est soumis à une agitation au vortex puis incubé à une 

température ambiante et à l’obscurité pendant 15 min. L’absorbance est lue au 

spectrophotomètre UV/Vis  à une longueur d’onde (λ) de 765 nm après  centrifugation. 

Le blanc est préparé en parallèle,Présenter par le solvant d’extraction en suivant le même 

protocole.   
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Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant  un standard étalon : l’acide gallique à 

différentes concentrations et pratiquée dans les mêmes conditions opératoires que celles des 

échantillons, servira à la quantification des polyphénols, Les résultats sont exprimés en 

milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g)  

4.2. Dosage des flavonoïdes  

4.2.1. Principe de la méthode  

Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 

susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunâtre par chélation 

de l’ion Al+3. La coloration jaune produite est proportionnelle à la quantité de flavonoïdes 

présente dans l’extrait (Ribereau-Gayon, 1968). 

Figure 4 : Réaction du Chlorure d’aluminium avec les flavonoïdes (Ribéreau-Gayon, 1968). 

4.2.2.  Mode opératoire  

La quantification du contenu en flavonoïdes des deux extraits est estimée par la méthode 

du trichlorure d’aluminium selon Bahorun  et al., (1996). Un volume d’extrait (1mL de 

SM’=1/10 est additionné d’un même volume de chlorure d’aluminium (AlCl3 à 2 %). Le 

mélange est soumis à une agitation au vortex, puis incubé à une température ambiante à 

l’obscurité pendant 15 min et l’absorbance est mesurée à une longueur d’onde (λ) de 430 nm. 

Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant, un standard étalon, la catéchine, à 

différentes concentrations et pratiquée dans les mêmes conditions opératoires que celles des 

échantillons, servira à la quantification des flavonoïdes.  

4.3.  Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl- I -picrylhydrazyl)  

4.3.1.  Principe de la méthode  

 Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé 

pour l’évaluation rapide et directe de l’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme 

radicale libre et la simplicité de l’analyse. La méthode de DPPH présente plusieurs avantages 

du fait qu’elle soit indépendante, simple et rapide. Le test consiste à mettre le radical DPPH (de 
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couleur violette) en présence des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité 

à réduire ce radical (Figure 5). La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui se 

traduit par une diminution de l’absorbance à cette longueur d’onde (Haddouchi  et al., 2016). 

    Figure 5: Forme réduite du radical DPPH (Haddouchi,  et al., 2016) 

4.3.2. Mode opératoire 

L’activité anti-radicalaire envers le radical DPPH est mesurée selon la méthode de 

Sreenivasan  et al., (2007).  

À différentes concentrations, 50 μL de chaque extrait sont ajoutés à 1950 μL d’une 

solution méthanolique de  DPPH. Le mélange est soumis à une agitation au vortex, Après 

incubation à l’obscurité pendant 30 minutes et à la température ambiante. La lecture des 

absorbances est effectuée à 517 nm à l’aide d’un spectrophotomètre 

Le blanc est représenté par le solvant d’extraction, et 1950 μL de la solution méthanolique de 

DPPH 

Le pouvoir anti-radicalaire vis-à-vis le DPPH* est exprimé en pourcentage d’inhibition du 

radical, selon la formule suivante : 

où : 

Abs témoin   : Absorbance de témoin après 30 min 

Abs échantillon   : Absorbance d’extrait après 30 min 

Une courbe d’étalonnage réalisée par un standard étalon (BHA, BHT, Trolox, AAS) à 

différentes concentrations et pratiquée dans les mêmes conditions opératoires que celles des 

échantillons servira à la quantification de l’activité antioxydante. 

PI%= [(
𝐀𝐛𝐬 𝐓− 𝐀𝐛𝐬 𝐄𝐜𝐡

𝐀𝐛𝐬 𝐓
)]X100
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4.4. Inhibition du radical ABTS 

4.4.1. Principe de la méthode  

 L’ABTS, L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique),est un radical 

libre et stable très utilisé pour l’évaluation du pouvoir antioxydant des fluides biologiques, des 

mélanges complexes ou bien des composés purs. Ce radical est capable de réagir avec des 

antioxydants classiques de type phénols et thiols mais aussi avec tout composé donneur 

d’hydrogène ou d’électron (Rice-Evans et Miller, 1994 ; Rice-Evans  et al.,1995). 

La concentration de ce radical peut être déterminée en mesurant l’absorbance à la 

longueur d’onde appropriée. L’addition d’un antioxydant à une solution de ce cation radicalaire 

entraîne la réduction de ce radical et une diminution de l’absorbance mesurable à 734 nm. 

4.4.2. Mode opératoire 

L’activité anti-radicalaire envers le radical ABTS est mesurée selon la méthode de Re 

et al.,(1998).L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un cation 

radicalaire facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner 

une solution colorée en vert-bleu (Figure 6)  

Figure 6 : Oxydation de l’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ABTS+• 

(Gülçin, 2012). 

Le cation radicalaire ABTS+• est généré en mélangeant un volume de la solution 

aqueuse d’ABTS (7mM) avec le même volume de  persulfate de potassium à 2,45 mM 

(concentration finale dans le mélange), le tout est conservé à l’abri de la lumière et à  4 °C 

durant 16 h avant l’utilisation. La solution obtenue est diluée avec le méthanol pour obtenir une 

absorbance de 0,7±0,020 à 734 nm.  

L’activité de balayage du radical ABTS a été mesurée selon le protocole décrit par Re 

et al., (1999).20ul de chaque extrait et 2ml de la solution méthanolique à ABTS (A=0.7) sont  

introduit dans des tubes .Après agitation avec vortex, les tubes sont placés à l’obscurité à 

température ambiante pendant 5 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de l’absorbance 

à 734 nm. Les résultats peuvent être exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire où l’inhibition 

des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante : 



Chapitre II    Matériels et Méthodes 

19 

où : 

Abs témoin   : Absorbance de témoin après 5 min 

Abs échantillon   : Absorbance d’extrait après 5 min 

Une courbe d’étalonnage réalisée par un standard étalon (BHA, BHT, Trolox, AAS) à 

différentes concentrations et pratiquée dans les mêmes conditions opératoires que celles des 

échantillons et servira à la quantification de l’activité antioxydante. 

4.5. Etude du pouvoir réducteur  

4.5.1. Principe de la méthode  

La présence d’un composé réducteur dans les échantillons entraîne la réduction du fer 

ferrique (Fe3+) du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe2+).Dans un milieu acidifié par 

l’acide trichloracétique, cette réaction se traduit par le virage de la couleur jaune du 

Ferricyanure de potassium vers la couleur bleu verte, dont l’intensité dépend du pouvoir 

réducteur (Li  et al, 2009). 

4.5.2. Mode opératoire  

Le pouvoir réducteur de nos deux extraits est estimé par la méthode décrite par Kaur  et 

al., (2006). Un volume de 500 µl de l’extrait à différentes dilution a été mélangé avec1250 µl 

de tampon phosphate (pH 6.6, 0.2M), 1250 µl  du ferricyanure de potassium (1%) et 1250 µl 

du Trichloracétique (10%). Le mélange a été incubé au bain-Marie à 50°C pendant 20 minutes. 

Après incubation, 1ml d’eau distillée est ajoutée à 1ml du mélange, ainsi que 200µl de Chlorure 

ferrique (FeCl3) (0.1%). Après 30 minutes à l'obscurité, les absorbances sont enregistrées à 

700nm. 

Le blanc est préparé en parallèle. Présenter par le solvant d’extraction en suivant le 

même protocole.    

PI%= [(
Abs T− Abs Ech

Abs T
)]X10 



Résultats et Discussions



Chapitre III   Résultats et discussion 

20 

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Mycologie de l'université A. Mira de 

Bejaia durant la période allant du 01/02/2017 au 30/04/2017. 

Dans ce qui suit, seront abordés les résultats et la discussion des principales parties de ce 

travail relatives à l’étude des caractères morphologiques des souches d’actinobactéries 

Streptomyces sp. D1 et Streptomyces sp. D2 ainsi que la mise en évidence de leurs activités 

antimicrobienne et antioxydante respectives. 

1. Etude des caractères morphologiques des souches d’actinobactéries D1 et

D2.  

1.1. Caractères macromorphologiques 

Les propriétés culturales des deux isolats ont été cultivées sur sept milieux de cultures. 

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 3 ci-dessous. 

Tableau III: Caractéristiques macromorphologiques des souches D1 et D2 après 21 jours 

d’incubation sur les différents milieux de culture à 28°C. 

Caractère 

Souches 

Croissance 

Couleur du 

mycélium 

aérien 

(MA) 

Couleur du 

mycélium du 

substrat 

Production de 

pigments 

diffusibles 

Aspect des colonies 

D1 (SCA 

50%) ++ 

Marron à 

contour blanc 
marron 

+ marron

Colonies de taille 

moyenne, plates 

D2 

(Gausse) ++ 

Blanc avec une 

teinte violet 
Rose violet 

+ violet

Petite colonies 

bombées, d’aspect 

duveteux 

ISP1 

D1 ++ Blanc crème Jaune clair - Colonies rugueuses 

D2 ++ Gris clair Marron clair - 
Colonies bombées, 

d’aspect duveteux 

ISP2 

D1 ++ Blanc crème Jaune clair - Colonies rugueuses 

D2 Gris violacé Marron clair - 
Colonies bombées, 

d’aspect duveteux 

ISP3 

D1 ++ Beige Jaune clair - Colonies rugueuses 

D2 ++ Gris clair Marron clair - 
Colonies bombées, 

d’aspect duveteux 

ISP4 

D1 ++ Blanc crème Jaune clair - 
Colonies lisses à 

aspect de craie 

D2 ++ Gris violacé Marron clair - 
Colonies bombées, 

d’aspect duveteux 
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++ Très bonne croissance ; + croissance moyenne - Absence de production de pigments 

Les deux souches D1 et D2 présentent une excellente croissance sur pratiquement tous 

les milieux utilisés. Les couleurs des mycéliums aériens et du substrat semblent variables en 

fonction du milieu de culture considéré. En effet, pour la souche D1, la couleur des 

mycéliums aériens varie du blanc crème au vert, tandis que les mycéliums du substrat 

semblent varier du jaune clair au marron clair. Par ailleurs, les colonies sont de taille 

moyenne, plates et d’aspect de craie (Figure 7A). 

La souche D2 présente un mycélium aérien de couleur blanc violacé avec un 

mycélium de substrat de couleur jaune foncé sur le milieu Gausse. Toutefois, des différences 

ont été observées sur les milieux ISP. En effet, les mycéliums aériens arborent des teintes 

allant du gris clair au gris violacé. Les mycéliums du substrat ont présenté une couleur marron 

clair sur la totalité des milieux ISP, alors que  les colonies sont d’aspect cotonneux et 

bombées (Figure 7B) sur tous les milieux étudiés.  

Figure 7 : Macromorphologie des souches D1 et D2 sur les milieux SCA  (50%) et Gausse 

après 14 jours d'incubation à 28°C. 

ISP5 

D1 ++ Vert-crème Gris marron - 
Colonies d’aspect 

poudreux 

D2 ++ Gris-clair Marron clair - 
Colonies bombées, 

d’aspect duveteux 

ISP6 

D1 + Vert-crème Gris marron + marron Colonies rugueuses 

D2 ++ Gris-violacé Marron clair + violet
       Colonies bombées, 

d’aspect duveteux 

A

A

A

B

B

B
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1.2 Etude des caractères micromorphologique  

Les boites de Pétri contenant les milieux de culture SCA (50%) et Gausse ayant servi 

pour l’étude macromorphologique des deux isolats ont également fait objet d’une étude 

micromorphologique. Les colonies sont directement observées sur boites de étri sous 

microscope optique à l’objectif x10 après 14 jours d’incubation à 28°C. La figure 8 suivante 

illustre la micromorphologies des deux souche observées au microscope optique. 

Figure 8: Observation au microscope optique des mycéliums aériens des souches. A) D1 et 

B) D2, cultivées pendant 14 jours à 28°C sur les  milieux SCA (50%) et Gausse.

Les filaments des mycéliums aériens de de la souche D1 sont ramifiés, droits non 

septés  présentant des chaines de spores immobiles. D’autre part les filaments de la souche D2 

sont non cloisonnés et fins avec une longue chaine de spores qui se fragmentent en spores 

sphérique. Toutes autres les sporophores, les sporanges, les spores mobiles, les synnemata et 

les sclérotes sont absents chez tous les isolats. 

II. Production et extraction des molécules actives par fermentation solide

 L’extraction des molécules actives produites par les 2 isolats a permis l’obtention de 2 

extraits bruts, comme précisé dans le tableau 4, reconstitués dans le méthanol ou l’acétate 

d’éthyle en fonction de la solubilité des composés produits. 

A B 
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Tableau IV: Concentrations des extraits bruts des 2 isolats étudiés obtenus après macération 

Extrait Solvant de 

reconstitution 

Couleur Concentration (mg/ml) 

D1 méthanol Marron 13,14 

D2 Acétate d’éthyle Rose 9,1 

III. Etude de l’activité antagoniste des extraits bruts

Dans le but d’étudier la capacité des extraits bruts à inhiber la croissance de germes cibles,

un test d’antagonisme basé sur la méthode des puits a été réalisé. Les résultats obtenus sont 

illustrés dans la figure. 

Figure 9 : Activité antagoniste des extraits bruts des isolats D1 et D2 à l’égard de 5 germes 

cibles. 

Les résultats montrent clairement que les activités antagonistes des 2 extraits bruts 

repris dans du méthanol ou de l’acétate d’éthyle des souches d’actinobactéries diffère d’un 

germe cible à un autre et d’un extrait à un autre. De plus, les deux extraits bruts ont présenté 

un effet antagoniste aussi bien à l’encontre de bactéries à Gram positif que Gram négatif, mais 

également à l’égard de la levure pathogène C. albicans. 
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En effet, les 2 extraits bruts présentent un bon antagonisme vis-à-vis des 5 souches 

microbiennes testées. Toutefois l’extrait brut de l’isolat D1 n’a manifesté aucune activité à 

l’encontre de Salmonella Typhi et A. baumanii. Par ailleurs, une activité plus importante a été 

enregistrée à l’égard de Vibrio cholerae où le diamètre de la zone d’inhibition a atteint 20mm. 

D’autre part, l’extrait brut de l’isolat D2 a présenté des zones d’inhibition assez importantes. 

En effet, V. cholerae et L. inocua ont présenté une sensibilité enregistrant des diamètres de 32 

et 27 mm respectivement. Candida albicans se révèle être plus résistante affichant un 

diamètre d’inhibition de 14 mm. Cependant, aucun effet antagoniste n’a été observé vis-à-vis 

de A. baumanii. 

D’après les résultats obtenus, les diamètres des zones d’inhibitions diffèrent d’une 

bactérie à une autre et d’un extrait à un autre. Ve qui peut être expliqué par la variation de la 

composition chimique des molécules produites par ces deux isolats étudiés (Boudjouref, 

2011).  

IV. Dosage des composés phénoliques

4.1. Polyphénols Totaux  

Le dosage des polyphénols totaux présents dans les deux extrait testé a été réalisé 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. Une courbe d’étalonnage a été 

établie en utilisant  l’acide gallique comme standard (Annexe III). 

 Les résultats de ce dosage sont illustrés dans la figure suivante 

Figure 10 : Teneur en polyphénols des deux extraits bruts des souches de Streptomyces 

D1 et D2. 

Les valeurs qui présente les différentes lettre présentent une différence significative (p<0.05). 
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La figure 10 montre que la teneur en polyphénols de la souche D2 qui est de 13,78±0,75 

mg EAG/g est relativement faible par rapport à la teneur en composés phénoliques  de la 

souche D1 qui est de 18,03±0,40 mg EAG /g. De plus, le test de Student a révélé l‘existence 

d’une différence significative entre les teneurs en polyphénols des deux souches à P<0.05. 

Cela pourrait être dû aux différents biotopes à partir desquels les deux souches sont 

originaires : origine marine pour D1 et tellurique pour D2. Ces résultats sont comparables à 

ceux obtenus par Avilala  et al. (2013) qui ont montré des teneurs en phénols totaux proches 

des valeurs de la souche D2, variant entre 13.62±1.12et  14.37±1.47 mg EAG /g. 

De plus les teneurs obtenues en polyphénols totaux des deux extraits dans l’acétate 

d’éthyle sont comparables à celle apportés par  Lertcanawanichakul et al. (2014) sur les 

composés phénoliques de trois extraits de Streptomyces. En effet, leur étude a montré des 

teneurs en phénols totaux variables selon le type de solvant utilisé pour l’extraction. Ces 

teneurs sont de l’ordre de 0.24 ± 0.02 mg EAG /g d’ES pour la souche extraite avec l’acétate 

d’éthyle, 0.00 ±0.00 mg/g d’ES pour les deux souches extraites avec le méthanol et l’hexane. 

Ces résultats ont prouvé que l’acétate d’éthyle est le meilleur solvant d’extraction  des 

composés phénoliques pour les souches de Streptomyces. 

Dans une autre étude menée par le même auteur en 2015, sur une souche de 

Streptomyces lydicus,  de faibles teneurs en polyphénols ont été rapportées et estimées à 0.18 

± 0.01 mg EAG /g d’ES qui sont largement inférieures à celles obtenus avec nos extraits 

bruts. 

Ces résultats prouvent et démontrent la richesse et la diversité des métabolites 

secondaires produits par nos deux souches D1 et D2. 
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4.2. Dosage des flavonoïdes 

 Les flavonoïdes ont été dosés par la méthode de Bahorun  et al. (1996) au trichlorure 

d’aluminium en utilisant comme standard la quercétine (AnnexeIII). La teneur en flavonoïdes 

est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait sec (mg E.Q/g 

E.S d’extrait et les resultats obtebus sont présentés dans la figure 11

Figure 11 : Teneur moyenne en flavonoïdes des deux extraits des souches 

De Streptomyces D1 et D2. 

 Les valeurs qui présente les différentes lettre présentent une différence significative (p<0.05).

 Les barres verticales représentent les écarts-types.

D’après les résultats illustrés en figure11, il est clairement remarqué que l’extrait de la 

souche D2 est plus riche en flavonoïdes que l’extrait de la souche D1 avec des teneurs de 4.7 

et 1.99 mg E.Q/ g E, respectivement.  

L’étude statistique montre l’existence d’une différence significative (p<0.05) entre les 

teneurs en flavonoïdes des deux souches étudiées. Cette différence peut être due à l’origine 

des deux souches (D1 marine) et (D2 terrestre). 

La récente étude menée par Tan  et al., (2017), sur un extrait méthanolique reconstitué 

dans du diméthyle sulfoxide DMSO d’une souche de Streptomyces sp. MUM212 isolée d’un 
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étudié. par contre nos deux extraits  présentent  une teneur en flavonoïdes  faible.

5. Etude de l’activité antioxydante

Suite aux recherches bibliographiques effectuées et en prenant en considération 

la complexité des processus d’oxydation, on a pu caractériser le potentiel antioxydant de 

nos deux échantillons  en combinant les résultats obtenus sur trois tests 

différents et complémentaires. Ces derniers sont des tests chimiques et leur principe 

repose sur un changement de couleur qui a été suivi par une lecture de l’absorbance à des 

longueurs d’ondes spécifiques pour chaque radicale.  

5.1. Activité scavenging du radical DPPH 

La méthode du DPPH est indépendante de la polarité du substrat. Cette méthode est 

basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d’un antioxydant qui 

donne un hydrogène ou un électron. La forme non radicalaire DPPH-H est formée. 

Les pourcentages d’inhibitions des deux extraits et les standards sont indiqués dans 

la figure 12. 
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Figure 12: Pourcentage du pouvoir inhibiteur en fonction de la concentration de chaque 

extrait et standard. 



Chapitre III   Résultats et discussion 

28 

Les résultats illustrés dans la figure 12 indiquent que malgré la faible concentration 

de l’extrait D2 par rapport à l’extrait D1,l’extrait D2 présente un plus grand effet inhibiteur 

que l’extrait D1. En effet, pour  une concentration de 9,1mg/ml, l’extrait D2 donne un 

taux d’inhibition de 58%  alors que pour l’extrait D1,   le pourcentage d’inhibition  

enregistré est de 47,55% pour une concentration de 13,14 mg/ml.  

A la même concentration pour les standards, le Trolox a montré un pourcentage 

d’inhibition de  66.29 suivi par l’acide ascorbique 59,76 % puis le BHA 53,51% et en dernier 

BHT 37,19%.  

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations des deux 

extraits testés est illustré  dans les figures 13 et 14 suivantes.  

Figure 13 : Variation de l’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations de 

l’extrait D1. 
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Figure 14 : Variation de l’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations de 

l’extrait D2. 

D’après les résultats présentés dans les  figures 13 et 14, il est clair que le pourcentage 

d’inhibition du radical libre augmente avec l’augmentation de la concentration aussi bien pour 

les standards (l’acide ascorbique, BHA, Torolox, BHT) (Annexe IV) que pour les deux 

extraits bruts D1 et D2. Bien que l’activité antioxydante soit faible par rapport aux standards, 

il est évidant que nos deux extraits soient en mesure de céder des hydrogènes. Cette aptitude 

leur confère la possibilité d’être utilisé comme réducteurs de radicaux libres agissant comme 

antioxydants primaires (Chung  et al., 2006) 
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5.2. Piégeage du radical ABTS 

Afin de valider les résultats d’efficacité antioxydante des deux extraits d’actinobactéries 

obtenus précédemment par le test anti radicalaire du DPPH. Un deuxième test basé sur la 

capacité de piégeage du proton du radicale cationique  ABTS*
+
a été réalisé.

L’activité antioxydante des deux extraits est déduite par leur capacité à inhiber le radical 

ABTS*, et elle était  comparée à des antioxydants de référence  BHA, BHT et Trolox 

(Annexe V). 

Le pourcentage d’inhibition du radical en fonction des concentrations des deux extraits 

testés est illustré en (Figure 15 et 16). 



Chapitre III   Résultats et discussion 

30 

Figure 15 : Variation de l’inhibition de l’ABTS
*
 en fonction des concentrations de

l’extrait D1. 
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Figure 16 : Variation de l’inhibition de l’ABTS
*
 en fonction des concentrations de

l’extrait D2 

Il en découle que l’activité anti-radicalaire de l’ABTS coïncide avec les concentrations 

de nos deux échantillons. On remarque que pour  une concentration de 9,1mg/ml de l’extrait 

D2 donne un taux d’inhibition de 61,44% et pour la souche D1,est obtenue à une 

concentration de 13,14mg/ml un pourcentage d’inhibition de 47%,  tout comme pour le 

DPPH, ainsi l’inhibition dépend de la qualité et non de la quantité de polyphénols.  
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5.3. Les IC50 sur les radicaux ABTS et DPPH 

La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminée à partir de l’IC50.C’est 

la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicaux libre (DPPH, ABTS). Plus la valeur 

d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande (Hebi et Eddouks, 

2016). 

A partir des courbes (figure13, 14 ,15 ,16), les IC50 sont déterminés pour les deux tests 

DPPH et ABTS, des deux extraits et les standards Les valeurs des IC50 sont représentées dans 

le tableau 5. 

Tableau 5: IC50 (en mg /ml) des extraits testés  et des antioxydants de références pour 

les deux teste  DPPH et ABTS. 

IC50 

Extraits 

et standards 

IC50 (mg/ml) 

DPPH 

IC50 (mg/ml) 

ABTS* 

D1 14.97± 2.48c 17.42±1.8c 

D2 8± 0.10b 6,14±0,16b 

Acide ascorbique 0.2±0.00a 0.2±0.00 a 

Trolox 0.18±0.002a 0,016±0,01a 

BHA 0.26±0.00a 0,43±0,01a 

BHT 0.365±0.007a 0.483±0.01a 
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D’après les résultats présentés dans le tableau 5, que ce soit pour le radical DPPH ou 

ABTS
*
 les IC50 obtenu pour  les standards sont largement inférieurs à ceux des extraits des

deux souches D1 et D2, et donc ont une activité antioxydante très élevée (p<0.05), aussi, 

l’extrait de la souche D2  présente un IC50 de l’ordre de 14.97 ± 2.48 mg/ml largement 

inférieure à celui de l’extrait D1 (08 ± 0,0 mg /ml). Les deux extraits ont présenté une 

différence significative (p<0.05). Il est ainsi possible de classer les IC50 de nos extraits et des 

standards pour les deux tests DPPH et ABTS
*
comme suit :

IC50 Trolox> IC50 acide ascorbique> IC50 BHA> IC50 BHT> IC50 D2> IC50 D1. 

L’effet inhibiteur des deux extraits testées est moins important que l’effet inhibiteur 

puissant des trois standards, cela est dû essentiellement à la pureté de ces derniers. Des 

résultats similaires ont été rapporté  par d’autres auteurs (Kekuda  et al., 2010 ; Manasa  et al., 

2012 ; Priya  et al., 2012 ; Thenmozhi et Kannabiran, 2012 ; Gautham et al 2013) .  

La teneur en polyphénol de l’extrait D1 est supérieure à celle de l’extrait D2 mais ce 

dernier a montré une activité antioxydante plus importante, cela est probablement due à la 

qualité des polyphénols de l’extrait D2. En effet, l’effet antioxydant n’est pas seulement dose-

dépendant mais également structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010). Certains 

travaux ont montré une bonne corrélation entre les IC50 et la teneur en polyphénols et en  

flavonoïdes, à l’opposé d’autre études n’ont pas établie cette corrélation (Athamena  et al., 

2010 ; Mariod  et al., 2010), ce qui explique nos résultats. Ce constat peut également être 

expliqué par la production d’autres molécules responsables de cette activité aux différents 

stades de croissance de la souche étudiée (Lertcanawanichakul  et al.,2014). 

Par ailleurs, nous  remarquons également que les valeurs obtenus par le radical ABTS 

sont très proches de celles enregistrées pour le radical DPPH. Ce qui signifie que nos deux 

extraits possèdent la même activité envers les radicaux libres. Ces  résultats confirment la 

performance de nos extraits. 
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5.4. Evaluation du pouvoir réducteur 

Le pouvoir réducteur peut être évalué par plusieurs tests à savoir la réduction de 

chlorure ferrique (Sousa  et al, 2008; Sahreen  et al., 2010),qui est l’aptitude des antioxydants 

présents dans l’extrait à réduire le fer ferrique du complexe ferricyanure (fe3+) en fer ferreux 

(Fe2+) dans un milieu acidifiée par le TCA. La forme réduite de ce complexe donne une 

couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de l’extrait (Odabasoglu et al., 

2004). Les résultats obtenue sont présentés dans les figure (17 et 18) 
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Figure 17 : variation de l’absorbance en fonction de la concentration de l’extrait D1. 

Figure 18 : Variation de l’absorbance en fonction de la concentration de l’extrait D2. 
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D’après les résultats de la présente étude, on remarque que plus la concentration de nos 

échantillons est élevée plus la capacité réductrice augmente (figure 9 et 10), on constate la 

même chose pour es standards (Annexe VI). 

À partir des équations des régressions linéaires des courbes précédentes on a déduit 

l’IC50 qui est représenté dans la figure (19). 

Figure 19 : IC50 du pouvoir réducteur les deux extraits et des standard (acide ascorbique, 

Trolox). 

Les valeurs qui présente les différentes lettre présentent une différence significative (p<0.05). 

Les barres verticales représentent les écarts-types.  
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Il en résulte par comparaison entre nos extraits et les standards acide ascorbique  et 

Trolox  que ces derniers présentent la  meilleure activité réductrice avec un IC50 égale à 

0.04±0,01mg/ml, 0.14±0,01mg/ml respectivement. En outre la comparaison entre les deux 

extraits a révélé que l’extrait D2 est le plus actif (IC50=9.23±0,014mg/ml).Une différence 

significative (P<0.05) est enregistrée pour les deux échantillons.  

La transformation du Fe
+3

 à Fe
+2

 en présence de concentrations variables de nos deux

d'extraits a été étudiée afin d'évaluer leur pouvoir réducteur. Dans ce dosage, la présence de 

réducteurs (antioxydants) dans l'extrait entraînerait la réduction de Fe
+3

 en Fe
+2

 en faisant un

don d'électron. La quantité de Fe
+2

 peut être surveillée en mesurant la formation de la couleur

verte à 700 nm. L'augmentation de l'absorbance en fonction de la concentration d'extrait 

indique une augmentation de la capacité réductrice (Chung  et al., 2006). La capacité de 

réduction d'un composé peut servir d'indicateur significatif de son potentiel d'activité 

antioxydante (Gunda  et al., 2013). Dans la présente étude, nous avons constaté que le pouvoir 

réducteur des deux extraits et des standards a augmenté avec l'augmentation de leurs 

concentrations. Bien que le pouvoir réducteur de l'extrait soit inférieur à celui de l'acide 

ascorbique, il est évident que l'extrait possède un  potentiel réducteur pourrait servir de 

donneurs d'électrons, mettant fin aux réactions radicales en chaîne (Chung, 2006). 

    Des observations similaires ont été faites par des études antérieures de Kekuda  et al., 

(2010) ; Manasa  et al., (2012) ; Thenmozhi et Kannabiran., (2012) et Gautham et al., (2013). 

Où les extraits ont affiché un potentiel de réduction plus faible.  
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Les actinobactéries peuvent produire différents types de composés avec des propriétés 

antioxydantes, antitumorales, anti-inflammatoires, antibactériennes. Les antioxydants jouent un 

rôle important dans l'inhibition et le balayage des radicaux libres, offrant ainsi une protection 

aux humains contre diverses infections et maladies dégénératives.  

L'augmentation des radicaux libres ou une diminution de l'antioxydant peut entraîner un 

stress oxydatif, ce qui signifie l'identification d'agents antioxydants naturels.  La recherche 

actuelle  dirigée vers la mise en évidence des antioxydants naturels des plantes et des 

microorganismes. 

Les objectifs visés par ce travail sont : l’étude de l’aspect morphologique des souches 

d’actinobactéries, d’origine marine et tellurique, l’extraction des molécules bioactives 

synthétisées, la mise en évidence de l’activité antimicrobienne ainsi que l’activité antioxydante 

à travers le dosage des polyphénols et flavonoïdes. 

L’étude morphologique met en relief différents caractères macro et 

micromorphologiques intéressants des deux isolats. La production et l’extraction des molécules 

bioactives a permis d’obtenir des extraits bruts à différentes concentrations, c’est une étape 

cruciale qui nous a permis de réaliser les différents tests. 

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test d’antagonisme vis-à-vis de 

cinq souches microbiennes (L.inocua, S.Typhi, V.cholerae, A.baumani, and C.albicans). Les 

résultats ont montré que les deux  extraits bruts testés possèdent  une action antagoniste assez 

importante sur la plupart des germes cibles espèces microbienne  testées. 

Quantitativement, l’évaluation en contenu des polyphénols totaux en adoptant la 

méthode de Folin-Ciocalteu révèle la présence des quantités moyennement importantes en 

polyphénols. les flavonoïdes ont été dosé par la méthode d’AlCl3 qui nous permet de conclure 

que les deux extraits étudiés contiennent une faible quantité en flavonoïdes.   

L’activité antioxydante des deux extraits bruts  Streptomyces sp D1et Streptomyces D2  

a été déterminé par la méthode du  piégeage des radicaux de DPPH, ABTS et par la méthode 

de la réduction du fer dont les résultats montrent que ces extraits possèdent une bonne activité, 

ainsi il nous ai possible de conclure que les souches étudies produisent des molécules.   
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Les résultats obtenus à travers cette étude semblent prometteurs et nous incitent à poursuivre 

nos efforts de recherche dans cette thématique afin de sélectionner des espèces d’actinobactéries  

dotées d’activités biologiques intéressantes. 

Toutefois, Il serait souhaitable de compléter et d’approfondir ce travail par :   

 La purification et la caractérisation des extraits bruts dont le but d’identifier les 

molécules à l’origine de l’activité antioxydante.   
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Annexe I 
 

 

 Matériel utilisé 
  
Autoclave  

Bain-Marie  

Ballons  

Bec Bunsen  

Bechers  

Boites de pétri  

Ecouvillons  

Entonnoir  

Eprouvette  

Erlenmeyers  

Etuves à 28 °C et à 37°C (memmert)  

Flacons  

Micropipette de 10-100μL  

Microscope optique (ZEISS)  

Pied à coulisse (STINLESS HARDEND)  

Pipettes Pasteur  

Plaque agitatrice (Raypa AG-5)  

Rotavapor (Bûchi Rotavapor R-114)  

Spectrophotomètre (RAYLEIGH)  

Tube à essais  

Vortex (VELP scientifica)  

 



Annexes III 
 

 

                 

 

 

 

 

 

 

1.Variation de l’absorbance de l’acide galique en fonctin des concentrations 

 

 

 

2 .Variation de l’absorbance de la querctine en fonctin des concentrations 
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 Annexe III : Courbe d’étalonnages utilisée pour le dosage des antioxydants 
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1. Variation de l’inhibition du DPPH en fonction de la concentration du trolox 

 

2. Variation de l’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de l’Acide  ascorbique 
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3. Variation de l’inhibition du DPPH en fonction de la concentration du BHT 

 

 4. Variation de l’inhibition du DPPH en fonction de la concentration du BHT 
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Variation de l’inhibition de l’ABTS en fonction de la concentration du  Trolox. 

  

 

Variation de l’inhibition de l’ABTS en fonction de la concentration du  BHT 
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5. Variation de l’inhibition du l’ABTS en fonction de la concentration de l’acide ascorbique 

 

 

6. Variation de l’inhibition du l’ABTS en fonction de la concentration de BHA 
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7. Variation du pouvoir réducteur en fonction de la concentration de l’acide ascorbique 

 

 

8. Variation du pouvoir réducteur en fonction de la concentration du trolox 
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Annexe II 
 

 

Milieu de culture 

 

1. Milieu Gausse (Ivantiskaya et al., 1978) 

Amidon 20 g; K2HPO4 0.5g; KNO3 1g; FeSO4 0.01g; MgSO4.H2O 0.5g; Agar 20g; H2O d 1000 

mL, pH 7.4±0.2 

2. Milieu SCA (Starch Casein Agar) (Kuster et Williams, 1964) 

Amidon 10g ; Casein 0.3g ; KNO3 2g ; K2HPO4 2g ; NaCl 2g ; MgSO4 7H2O 0.05g ; CaCO3 

0.02g ; FeSO4 7H2O 0.01g ; Agar 18g ;H2Od 50 ml ; Eau de mer 50 ml ;  pH 7.2±0 

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

Gottlieb, 1966). 

3. Milieu ISP1 

Tryptone : 5g ; extrait de levure : 3g ;  agar : 15g ; eau distillée q.s.p :1000 ml. pH = 7,2 

4. Milieu ISP2 

Glucose: 4 g ; extrait de levure: 4 g ; extrait de malt: 10 g ; au distillée q.s.p. 1000 ml ; agar 

20g. 

5. Milieu ISP3 

Farine d’avoine : 20 g ; solution saline standard : 1 mL ; agar: 20 g ; eau distillée q.s.p.1000 ml. 

pH 7,2. 

* Solution saline standard: FeSO4, 7H2O: 0,1 g ; MnC12, 4H2O: 0,1 g ; ZnSO4, 7H2O: 0.1 g  eau 

distillée q.s.p. 100 ml. 

5. Milieu ISP4 

Amidon: 10 g ; K2HPO4: 1 g ; MgSO4, 7H2O: 1 g ; NaCl: 1 g ; (NH4)2SO4: 2 g ; CaCO3: 2g ; 

Solution saline standard (voir ISP3) : 1 ml ; agar  20 g ; eau distillée q.s.p. 1000 ml. pH 7,2. 

6. Milieu ISP5  

Glycérol10g, L-aspergine 1g, K2HPO4 1g, Solution saline 1ml, Agar 20, Eau distillé qsp 1000 

ml, PH=7 / 7,4 

7. Milieu ISP6 

Peptone 15g ; protéose peptone 5g ; citrate de ferammoniacal 0,5g ; thiosulfatede sodium 0,08g ; 

Extrait de levure 1g ; K2HPO4 1 g ; Agar 20g ; Eau distillé 1000 ml. 

8. Mueller Hinton 

 



Résumé 

Les activités antimicrobiennes et antioxydantes de deux extraits bruts d'acétate d'éthyle originaire  de deux 

souches d'actinobactéries, d'origine terrestre et marine, ont été étudiées. Les caractéristiques phénotypiques des 

deux souches, ont été  de ce fait étudié. Le pouvoir antagoniste des deux extraits bruts a été évalué à l’égard de 5 

bactéries pathogènes (L.inocua, S.Typhi, V.cholerae, A.baumani et C.albicans). les deux extraits bruts ont 

présentés des effets inhibiteur non négligeable à l’égard de pratiquer la totalité des germe cibles testés.Le dosage 

des polyphénols totaux et des flavonoïdes a permet d’obtenir des teneurs de l’ordre de 18,03 ± 0, 40 mg (EAG) / 

g d'extrait sec 1.99 mg EQ/g D1 et 13,78 ± 0,75 mg (EAG) / g d'extrait sec  4,7 mg EQ/g (D2), respectivement. 

L’activité antioxydante des deux extraits bruts a été évalué à travers le piégeage des radicaux DPPH ABTS et la 

réduction de l’ion ferrique. Pour le premier test les pourcentages d’inhibition du DPPH a été estimé à 47%,58% 

pour D1 et D2 respectivement, par ailleurs le pourcentage  de l’ABTS a été estimé à 47%, 61.44% pour D1 et D2 

respectivement. Pour le dernier test les IC50 ont été estimé à  9.23 pour l’extrait brut D1 et 5.72 pour l’extrait 

brut D2. 

Mots clé : Actinobactérie, Activité antioxydante,  Polyphénols, Flavonoïdes.   

 

  

 

Abstract 

The antimicrobial and antioxidant activities of two crude extracts of ethyl acetate originating from two strains of 

actinobacteria, of terrestrial and marine origin, were studied. The phenotypic characteristics of the two strains 

were studied. The antagonist potency of the two crude extracts was evaluated with respect to pathogenic bacteria 

(L.inocua, S.Typhi, V.cholerae, A.baumani and C.albicans). The two crude extracts showed non-negligible 

inhibitory effects with regard to practicing all the target germs tested. The total polyphenols and flavonoids a 

result in contents of the order of 18.03 ± 0, 40 mg (EAG) / g dry extract 1.99 mg EQ / g D1 and 13.78 ± 0.75 mg 

(EAG) / g dry extract 4.7 mg EQ / g (D2), respectively. The antioxidant activity of the two crude extracts was 

evaluated through the trapping of the ABTS DPPH radicals and the reduction of the ferric ion. For the first test, 

the percentages of DPPH inhibition were estimated to be 47%, 58% for D1 and D2 respectively, and the 

percentage of ABTS was estimated at 47%, 61.44% for D1 and D2 respectively. For the last test the IC50 was 

estimated at 9.23 for the crude extract D1 and 5.72 for the crude extract D2. 

Keywords: Actinobacterium, Antioxidant activity, Polyphenols, Flavonoids. 

 

 

 




