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I ntroduction

Depuis des milliers d'années, les hommes utilisent des microorganismes (bactéries,
levures et moisissures) pour fabriquer des produits comme le pain, labiére, le fromage, etc.
Ces microorganismes, omniprésents dans notre environnement (le sol, I'air et les eaux) et dans
guelques aiments que nous consommons, ne cessent d occuper une place de plus en plus
importante dans notre vie et sont actuellement a I’origine de I’essor du domaine de la
biotechnol ogie (Smaoui, 2010).

Les actinomyceétes, une famille de bactéries s' est particulierement illustrée par la richesse de
son métabolisme secondaire et par la remarquable diversité des métabolites produits (Overbye
et Barret, 2005). Les actinobactéries sont connues pour leur grande faculté a produire des
antibiotiques, avec plus de 70 % des substances actives d’ origine microbienne (Omura, 1992).
Le genre Streptomyces est connu comme éant le producteur du plus grand nombre
d’ antibiotiques, soit 80 % des antibiotiques secrétés par | es actinomycetes (Demain, 2006)

Depuis I'introduction des antibiotiques dans I'arsenal thérapeutique des maladies
infectieuses, les microorganismes ont développé des moyens de défense leur conférant une
insensibilité aux antibactériens. En effet la résistance aux antibiotiques a connu une
augmentation fulgurante durant ces derniére décennie. Ce phénomene alarmant est d’ autant
plus problématique particulierement dans les environnements hospitaliers ou des bactéries
multi-résistantes apparaissent telles que Saphyloccocus aureus, mais également |’ apparition
de nouvelles pathologies et I’ évolution des maladies infectieuses telles que le SIDA (Demain
et Lancini, 2006). Selon Strub et al., (2008), deux solutions essentielles peuvent étre utilisées
afin de venir a bout de ce probleme :

Une meilleure utilisation des antibiotiques et 1a réduction de leur consommation d’ une part, et
I’identification de nouvelles molécul es bioactives d autre part.

Des études récentes ont montré que les radicaux libres d’ oxygene possedent un role
critique dans divers maladies telles que le cancer, les maadies auto-immunes et
cardiovasculaire (Lee et al., 2014). Par ailleurs, I’ utilisation des antioxydants synthétiques est
un sujet trés étudié du fait de leur impact négatif sur la santé humaine (Branen, 1975 ; Barlow,
1990). Ainsi plusieurs limites et restrictions ont été mises en place concernant leur utilisation,
et leur substitution (Ragnarson, 1977 ; Frankel, 1993 ; Moure, 2001). Pour résoudre ces
problémes, les recherche actuelles s'intéressent aux antioxydants naturels issus de souche
d actinobactéries isolées a partir du sol, de sédiments de riviere et d’ environement marin (Lee
et al., 2014).

Cest dans ce contexte que sinscrit la présente éude. Afin de contribuer a la

valorisation de la diversité des souches actinomycetales Algériennes, nous nous sommes
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I ntroduction

intéresses a I’ extraction des molécules bioactives de quelques isolats en mettant en évidence
leur profil antimicrobien et antioxydant.

La premiére partie de ce manuscrit est consacrée a une synthése bibliographique sur
les actinomycetes ains qu'un apercu général sur le métabolisme secondaire et les
antioxydants.

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

-L’ étude des caractéres macromorphol ogiques et micromorphol ogiques des souches
d’ actinomycetes;;
-Laproduction et I’ extraction des substances actives.
-Lamise en évidence de I’ activité antimicrobienne des isol ats étudiés et |’ étude de la stabilité
des extraits bruts.
-Lamise en évidence del’ activité antioxydante.
Enfin, la troisieme partie du manuscrit présentera les résultats et discussion des

principales parties de cette étude.
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Partiel Revue bibliographique

|. Généralités sur lesactinomycétes

Les actinomycetes sont des procaryotes a Gram positif  (Williams et al., 1993 ;
Sanglier et Trujillo, 1997) a GC% supérieur a 55 % (Goodfellow, 1983). La plupart sont
saprophytes et aérobies. Les actinomycetes sont généralement chimioorganotrophes, utilisant
une grande variété de source d’ énergie y compris les polyméres complexes, d’ autre especes
sont chimioautotrophes (Mariat et Sebald, 1990; Ensign et al., 1993). Ils forment
généralement des hyphes ramifiés et des spores asexuées pouvant survivre pendant de longues
périodes sous des conditions hostiles (Panchanathan et al., 2013). Leur temps de génération
moyen est d'environ 2 a 3 heures (Larpent et Sanglier, 1989). Ils sont géenéralement
meésophiles, préferent un pH neutre ou peu alcalin. Certains espéces sont thermophiles tol érant

des températures avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu'a 60°C (Omura, 1992).

Les actinomycétes sont les microorganismes les plus largement distribués dans la
nature (Narayana et al., 2008). C'est un groupe microbien qui manifeste une diversité
considérable a mode de sporulation complexe, mais également grace a leur capacité de

produire un large éventail de métabolites secondaires (Bouix, 1993).
I1. Ecologie, taxonomie et importance des actinomycetes
I1.1. Ecologie des actinomycetes

Les actinomycetes sont des microorganismes ubiquitaires, que |I’on rencontre sur
presque tous les substrats naturels. Leur nombre dépend de nombreux facteurs : I’ abondance
de la matiere organique, la profondeur, le pH, I'aération et |I"humidité (Loucif, 2011). La
grande capacité d'adaptation des actinomycétes aux différentes conditions environnementales
ainsi que leur grande variabilité métabolique leur permet d'étre répandus dans presque tous les
écosystemes avec, toutefois, une certaine préférence pour le sol qui demeure le réservoir le
plus riche (Lechavalier, 1981 ; Goodfellow et Williams, 1983). Dans les sols sahariens, les
actinomyceétes constituent 15 a 60 % et parfois méme jusqu’ a 85 % de la microflore totale. Ce
pourcentage augmente jusgu’ a 91% dans les horizons situés entre 1 a 2 m de profondeur avec
une prédominance des Sreptomyces et pafois méme des Actinomadura, des
Micromonospora et des Nocacardioides (Sabaou et al., 1998). Les actinomycetes ont été
également isolées a partir de nombreux environnements aquatiques y compris les eaux et
sediments marins (Jensen et al., 1991).

s




Partiel Revue bibliographique

I1.2. Cycle de développement du genre Streptomyces

Tout comme les eucaryotes multicellulaires, les actinomycétes possédent un cycle de
vie qui est le résultat de trois processus physiologiques majeurs : la croissance végétative, la
différenciation et la sénescence cellulaire puis la mort (Danilenko et al., 2005). Sur un milieu
solide, les spores d’ actinomycetes produisent un ou plusieurs mycéliums de substrats (MS),
ramifié et non fragmenté, suite a la germination d’une spore et se développe par croissance
apicale (Figure 1). En réponse a certains signaux, le mycélium aérien (MA) émerge par la
réutilisation de composeés assimilés par le mycélium végétatif tels que I’ ADN, les proténes

ainsi que des composeés stockés résultants de lalyse du MS (Ou et al., 2008).

Figure 1: Cycle biologique du genre Streptomyces (Hopwood et al., 1985)
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I1.3. Taxonomie et critéresd’identification desactinomycétes

La taxonomie des actinomycétes est basée sur plusieurs critéres: morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires. L’identification des genres est facilitée par les
études morphologiques et chimiques tandis que les critéres physiologiques et moléculaires

separent |es especes (Badji, 2006).
11.3.1. Criteres morphologiques

Les caracteres morphologiques les plus importants chez |es actinomycétes sont basés
sur letype et lacouleur du mycélium aérien (MA) et /ou du substrat (MS), la présence ou non
de sporphores sur le mycélium, de sporanges, de sclérotes ou de synnemata, et la présence de
spores (forme, mobilité, nombre, disposition sur les hyphes) et enfin, la production et la

couleur des pigments solubles (PS) sécrétés (Badji, 2006 ).
11.3.2. Critéres chimiotaxonomiques

La composition de la paroi cellulaire en acides aminés, glucides et lipides constituent
le principal caractere utilise en chimiotaxonomie. Les deux acides aminés pariétaux
taxonomiquement importants sont |’ acide diaminopimelique (DAP), et la glycine qui peut étre
présente ou absente (Lechevalier et Lechevalier, 1970). Le DAP peut étre parfois remplacé
par lalysine, I’ornithine et I’ acide diaminobutirique (DAB) (Becker et al., 1965). Les sucres
ayant une importance taxonomiques sont principalement les couples « arabinose-galactose »,
«xylose-arabinose», «rhamnose-galactose», ou encore le madurose. (Lechevalier et Gerber,
1970).

Les lipides cellulaires tels que les acides mycoliques pariétaux qui peuvent étre
présents ou absents, les phospholipides ainsi que |es ménaquinones membranaires sont aussi
importants pour I’ identification des actinomyceétes (Lechevalier et al., 1977).

La détermination des genres d’ actinomycetes est ainsi basée sur les criteres morphol ogiques
et chimiques. En effet, Becker et al., (1965) et Lechevalier et Lechevalier (1970) divisérent
les actinomycétes en huit chimiotypes sur la base de I’ analyse des acides aminés pariétaux et
des sucres cellulaires (Tableau 1, annexe 1).

[1.3.3. Critéres physiologiques
La détermination des especes se base égaement sur les caracteres physiologiques.

Ceux-ci consistent en des tests de dégradation de différents composes glucidiques, lipidiques

s
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protidiques, polymeres complexes, etc. D’autres tests interviennent parfois dans la
détermination des espéces, comme la résistance a certains antimicrobiens et tolérance a des

conditions extrémes (température, pH, salinite, etc.).
[1.3.4. Criteres moléculaires
Trois critéres sont généralement recherchés :

e Le coefficient de Chargaff ou GC% (Stackebrandt et al., 1981).
e Letaux d'hybridation ADN/ADN (Wayne et al., 1987).
e Séguencage des ARN ribosomaux 16 et 5S.

I1.4. Importance des actinomycetes
I1.4.1.En biotechnologie

Les actinomycétes ont éé commercialement exploités pour la production de produits
pharmaceutiques et nutritionnels. En effet, la production d’ enzymes par |e genre Streptomyces
arévélé un potentiel biotechnologique intéressant (Hodgson, 2000). En plus de la production
d’ enzymes, les actinomyceétes produisent d’autres métabolites secondaires dotés d'une large
gamme d’ activiteés, tels que les vitamines, les herbicides, les pesticides, les antibiotiques, les

antiviraux ou encore les antiparasitaires (Oskay et al., 2004).
[1.4.2. En agriculture

Les actinomycetes jouent un role important dans le recyclage de la matiere organique
gréce aleur capacité a dégrader des substances trés complexes non dégradées par les bactéries
non mycéiennes et les champignons (Goodfellow et Williams, 1983). Ils participent
activement a la fertilisation des sols et décomposent les déchets urbains a haute teneur en
produits chimiques (Goodfellow et Williams, 1983). Certains genres comme Nocardia,
Rhodococcus, Arthrobacter, Mycobactérium et Corynebactérium se révelent ére dune
grande importance dans la dégradation des hydrocarbures, souvent a I’ origine de pollution
(Lacey, 1997).

11.4.3. Dans lesdomaines pharmaceutique, médical et vétérinaire

L'importance majeure des actinobactéries sSexprime dans les domaines
pharmaceutique, médical et vétérinaire, aussi une anayse réalisée sur un nombre de

substances médicamenteuses utilisées en chimiothérapie cancéreuse, a indiqué que plus de

6
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60% des médicaments approuvés dérivent de composés naturels et la plupart a été extraite a
partir d’ actinomycetes, telle que I’ actinomycine D (Demain et Leucini, 2006). En plus, les
antibiotiques produits par les actinomycetes ont également trouvé une application dans les
élevages industriels d’animaux (Khachatourians, 1998). En effet ils sont utilisés non
seulement pour combattre les maladies, mais aussi dans |'alimentation pour accroitre les
rendements zootechniques (Schwarz et al., 2001).

I11. Métabolisme secondaire chez les actinomycétes
[11.1. métabolisme primaire

Le métabolisme primaire des actinomycetes est semblable a celui des autres
organismes. Les métabolites primaires essentiels forment la structure cellulaire et permettent
le fonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993).
I11.2. métabolisme secondaire

L e métabolisme secondaire des actinomycetes est affecté par la nature et les taux des
sources de carbone et d’ azote ainsi que par la disponibilité du phosphore (Ou et al., 2008 ;
Tarkka et Hampp, 2008) et de molécules diffusibles telles que le y-butyrolactone (Nedal,
2007). La biosynthese des métabolites secondaires est régulée par divers mécanismes dont la
répression par les sources nutritionnelles, I'induction, et I’inhibition d’enzymes des voies de
biosynthese par |e métabolite final (Theilleux, 1993).

Outre la production d’ antibiotiques, |es actinomycetes produisent un large éventail de
mol écules a activités variées (Figure 2).

Figure 2: Méabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycétes (Conn, 2005).
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[11. 3. Activité antioxydante
[11.3.1. Stress oxydatif
111.3.1.1. Definition
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
espéces réactives de I'oxygéne et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les
dommages oxydatifs (Boyd et al., 2003).
111.3.1.2. Radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés (Jacques et André, 2004). Cette molécule est trés instable et réagi rapidement
avec d’autres composants, essayant de capturer |’ éectron nécessaire pour acquérir la stabilité.
Une réaction en chaine débute lorsgu’ un radical libre attaque la mol écule stable la plus proche
en lui arrachant son électron et la molécule attaguée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).
111.3.1.3. Les maladies liées au stress oxydatif
En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en surexprimant certains genes,
le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies. cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedeme pulmonaire,
viellissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinaes, rhumatisme,
I’ athérosclérose, le diabéte (Atawodi, 2005).
[11.3.2. Lesantioxydants

Un antioxydant est toute substance capable d'inhiber ou retarder I’ oxydation d’'un
substrat tout en étant présente a une faible concentration par rapport a la concentration du
substrat oxydable (Rauha et al., 2001 ; Sarmaet al., 2010).
111.3.3. Type d’antioxydants

Il existe deux catégories d' antioxydants :
Les séguestrants de métaux et les phagocytes de radical libre. Les séquestrants de

métaux precipitent un métal ou suppriment sa réactivité en occupant tous les sites de
coordination; les phagocytes de radical libre comprennent I” hydroxytoluene butylé (BHT),

I” hydroxyanisole butylé (BHA), les tocophérols (vitamine E) et I’ acide ascorbique (Amadou,
2005).
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111.3.4. M écanisme d’ action des antioxydants

Les mécanismes d action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulet, la désactivation des radicaux par réaction d'addition covaente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la complexation d'ions et de métaux de transition.
Cet intérét a plusieurs origines;, en tant que constituants alimentaires, ces antioxydants
naturels semblent contribuer de maniére significative a la prévention des maladies telles que

le cancer ou encore des maladies cardio-vasculaires (Amadou, 2005).

-
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|. Matériel analytique
Le matériel utilisé dans ce travail est résumé en annexe ||

II. Matériel biologique

I1.1.Les souches productrices: Actinomycetes

Cing souches d actinomycetes notées Streptomyces sundarbansensis WR1L 1SS,
Sreptomyces sp. GSBNT10, Streptomyces sp. GSBNT4, Sreptomyces sp. GSBNT22 et
Streptomyces sp. SRC3 sont étudiées dans ce travail. Elles appartiennent a la collection du
Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) del’ Université A. Mira de Bejaia conservées
a4°C.

L es souches Streptomyces sundarbansensis WR1L1S8, Streptomyces sp. GSBNT10 et
Streptomyces sp. SRC3 ont fait objet d études approfondies de leurs profils métaboliques et
de leurs métabolites secondaires. Ces derniers ont été extraits et purifiés al’ aide de méthodes
de séparation (CCM et HPLC analytiques et préparatives) et structurellement caractérisés par
des techniques spectrales (spectroscopie UV-visible, infrarouges, résonnance magnétique
nucléaire (‘HRMN et 3C RMN) et spectrométrie de masse (SM). Les résultats obtenus ont
permis d’'identifier et de rattacher les molécules produites comme appartenant a la famille des
polykétides pour I'isolat WR1L1S8 (4 molécules) répondant au nom de phaeochromycines, a
lafamille des chromopeptides lactones connues sous le nom d’ actinomycine D pour la souche
GSBNTI10, et a la famille des alcaloides répondant au nom de streptazoline pour I'isolat
SRC3.

I1.2. Germes cibles utilisés
L es microorganismes cibles utilisés dans cette étude sont présentés ci-dessous:
Bactériesa Gram positif

» Staphylococcus aureus résistant alaméthiciline (SARM) ATCC 43300.
» Listeriainocua CLIP 74915.

Bactéries a Gram négatif

» Salmonella Typhi ATCC 14028.

» Vibrio cholerae ATCC 14035.

Levure: Candida albicans ATCC 1023.
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I1.3. Revivification et repiquage des souches

Les cinq isolats d actinobactéries ont été revivifiés puis repiqués sur leurs milieux
d’isolement respectifs: Amidon Caséine Agar (SCA) 50% eau de mer (Williams et Kuster,
1964) pour WR1L1S8, Gausse pour GSBNT4 et SCA pour GSBNT22 (lvantiskaya et al.,
1978) et le milieu Czapeck pour GSBNT10 et SRC3 (Lawrence, 1956).
La composition des milieux de culture utilisés est donnée en Annexe lIl.
I11. Méhodes

[11.1. Etude mor phologique des souches d’ actinomycetes

[11.1.1. Caractéeres macromor phologiques

Cette étude vise a apprécier la croissance, la couleur des mycélia aérien et du substrat,
I"aspect général des colonies ainsi que les pigments solubles produits par les différents
souches sur cing milieux de culture différents: SCA 50% eau de mer, Czapeck optimise,

SCA, Gausse et le milieu Czapeck).

[11.1.2. Caractéres micromor phologiques

Les isolats obtenus sur les différents milieux cités précédemment sont observés a
I’aide d’un microscope optique a un grossissement (x10) aprés 14 jours d'incubation. Ces
observations sont réalisees directement sur boites de Petri afin d’ éudier les mycélia en place
sans en atérer les structures. Elles consistent a voir la sporulation caractéristique ains que
I” agencement des spores (Williams et al., 1989).
I11.2. Culture des souches et production des molécules actives par fermentation solide

Dans un but de production des molécules actives, la totalité des souches étudiées sont
cultivées en stries serrées sur 10 boites de Petri chacune contenant leur milieu de culture
correspondants. Les boites sont incubées pendant 7 jours & 28C "
I11.3. Extraction des molécules actives

L’ extraction des composés actifs produits par chaque isolat a été réalisée par
maceération apres 7 jours d’incubation. En effet, les mycélia et les gél oses sont découpés dans
un contenant et un volume de 300 mL d acétate d' éthyle est rgouté. Le mélange est par la
suite laissé macérer pendant une nuit a température ambiante.
Les extraits bruts sont récupérés puis filtrés, al’aide du papier Whatman N°1 puis évaporés a
sec en utilisant un Rotavapor (Figure 4). Les extraits bruts ainsi obtenus sont récupérés dans
un volume de 5 mL de méthanol ou d acétate d éthyle, selon la solubilité des composés

produits dans |’ un ou |’ autre des solvants organiques (Pimentel-Elardo et al)
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L es concentrations massiques des cing extraits bruts ont été déterminées et les flacons

sont par la suite conservés a 4°C pour une utilisation ultérieure.

Figure 4 : Rotavapor utilise pour |’ évaporation a sec des extraits bruts des isolats étudiés.
I11.4. Mise en évidence del’activité antagoniste des extraits bruts desisolats
[11.4.1. Standardisation del’inoculum des germescibles

La méthode de standardisation des germes cibles utilisée est celle des suspensions
dilutions, accompagnée d’une mesure de la densité optique, a différentes longueurs d ondes
suivant le germe étudié, (DO = 0,5) de la solution mere suivie par un dénombrement sur boite.
Lacharge de’inoculum utilisé est de 10" UFC/mL (Billerbeck et al., 2002)

I11.4.2. Activité antimicrobienne des extraits bruts

Les cing extraits méthanoliques et d’ acétate d’ éthyle bruts obtenus ont fait I'objet d'un
test d'antagonisme visant atester leur activité antimicrobienne vis-a-vis de germes pathogenes
préal ablement ensemencés sur milieu Mueller Hinton & raison de 10’ UFC/mL en utilisant la
méthode des puits. Brievement : des puits de 6mm de diamétre sont formés a |I’aide d’un
emporte-piéce puis un volume de 100 pL de chaque extrait est introduit dans les puits et les
deux solvant, methanol et I’ acétate d’ éthyle considérés comme témoin (Figure 5). Les boites
sont mise a4°C pendant 2 h pour permettre la diffusion des substances actives puis incubées a
37C’pendant 24 h. La lecture des résultats se fait en mesurant le diamétre des zones

d’inhibition exprimées en millimétre autour des puits al’aide d’ un pied a coulisse.

)
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Figure5: Mise en évidence de I’ activité antimicrobienne des isolats d’ actinomycetes sur

milieu Mueller-Hinton par la méthode des puits (Djinni, 2009).
V. Etudedela stabilité des extraits bruts

Apres extraction des extraits méthanoliques et d’ acétate d’' éhyle des souches, il est
indispensable d'étudier la stabilité de ces derniers en fonction de certains criteres
physicochimiques. Apres chague test, I'activité est testée par la méthode des puits
préal ablement citée. Les résultats obtenus sont comparés a ceux des témoins.

IV.1. Mesuredelathermostabilité

Les cinq extraits bruts ont subi différents traitements thermiques : 60 min a 60°C,
45min a 80°C et 30min a 100°C. Les activités antagonistes sont évaluées a I’ encontre du

germe cible le plus sensible. Les boites sont ensuite mises aincuber a 37°C pendant 24 h. Les
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diameétres des zones d’inhibitions sont mesurés (Badiji et al., 2006). Les extraits non traités

thermiquement (4°C) sont utilisés comme témoin.

L’ effet de la durée de conservation sur I’ activité des extraits bruts est déterminé par la
conservation de ces derniers a 4°C pendant 52 jours pour WR1L1S8, GSBNT22 et GSBNT4
et 15 jours pour SRC3. Apres conservation, |’ activité antagoniste est évaluée (Augustine,
2005).

Toutefois, il y'a lieu de signaler que ce test n’'a pas été effectué pour la souche

GSBNT10 en raison de la quantité insuffisante de I’ extrait brut.
|V.2. Effet des surfactants

L’ effet du Tween 20 et du Tween 80 sur |’ activité antagoniste des différents extraits
bruts est testé. 100 uL d extrait brut sont mélangés avec 100 pL des solutions de détergents
puis incubées pendant 6 h & 30°C. Les solutions des différents détergents seuls sont utilisées
comme témoins afin de vérifier I’ effet de chaque détergent sur les extraits bruts (Augustine,
2005). L’ activité antagoniste des solutions préparées est par la suite réalisée et les boites sont

mises aincuber a 37°C pendant 24 h.

V. Evaluation de I’ activité antioxydante des extraits bruts

V.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl- | -picrylhydrazyl)

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. L'effet de chague extrait brut sur le DPPH est mesuré par |a procédure décrite
par Sanchez-Moreno et al., (1998). Un volume de 500 pL de différentes concentrations de
chague extrait est gjouté a 500 UL de la solution méthanolique de DPPH. Le contrle négatif
est préparé en paralléle en mélangeant 1000 uL de méthanol avec 1000 pL d'une solution
méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Aprés incubation a |'obscurité
pendant 30min et a température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a’515 nm a
I'aide d'un spectrophotométre. Les résultats sont exprimés en terme pourcentages d'inhibition

en utilisant laformule suivante:

| %= (Ab _At)/Ab )* 100

Ap: Absorbance du blanc ; At: Absorbance du test effectué
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V.2. Evaluation du pouvoir réducteur del’ion ferrique (FRAP)

Cette méthode est basée sur |" aptitude des extraits a réduire le fer ferrique (Fe*) en fer
ferreux (Fe®*). Le mécanisme est connu comme éant un indicateur de I’ activité donatrice
d éectrons, caractéristiques de I’ action antioxydante des polyphénols (Yildirim et al., 2001).
Elle consiste améanger 1 mL de I’ extrait a différentes concentrations avec 2,5 mL de tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 mL d’une solution de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)g
a 1% (m/v). Le mélange obtenu est incubé & 50 C pendant 20 min, puis 2,5 mL d acide
trichloracetique (CCI3COOH) a 10% (0,1 g/mL) sont gjoutés pour stopper la réaction. Le
mélange est centrifugé a 3000 g pendant 10 min a température ambiante. 1,25 mL du
surnageant sont additionnés 1,25 mL d’eau distillée et 0,25 mL de chlorure de fer (FeCl3) a
0.1% (0,001 g/mL).

L’ absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986). L’ augmentation
de I’ absorbance dans le milieu réactionnel indique une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés (Hubert, 2006). L’activité de |’extrait est enfin comparée a celle des

antioxydants synthétiques (I’ acide ascorbique).
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Résultats et discussion

Cetravail aééréaise au sein du laboratoire de Microbiologie générale de I'université
A. Mirade Bgaiadurant la période alant du 01/02/2016 au 15/04/2016.

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

ce travail relatives a I’ éude des caractéres morphologiques des souches d’ actinomyceétes, la

mise en évidence des activités antagoniste et antioxydante des extraits bruts ainsi que |’ étude

de la stabilité de ces derniers vis avis d agents physi co-chimiques.

|. Etude des caractéres mor phologiques des souches d’actinobactéries

Cette étude consiste en la détermination des critéres macromorphologiques et

micromorphologiques des isolats. Pour

cela, cing souches dactinomycétes notées

Sreptomyces sundarbansensis WR1L1S8, Sreptomyces sp.GSBNT10, Sreptomyces sp.

GSBNT4, Streptomyces sp. GSBNT22 et Streptomyces sp. SRC3 sont étudiées dans ce travail

I.1. Caractéres macromor phologiques

Les propriétés culturales des isolats d’ actinomycetes ont été étudiés sur quatre milieux

de culture SCA, Gausse, Czapeck et SCA 50% eau de mer. Les souches sont incubées a28°C

pendant 7 jours, les résultats sont présentés dans le tableau I1.

Tableau Il : Caractéristiques macromorphologiques des souches d actinomycétes aprés 7

jours d’incubation sur les milieux SCA, Gausse, Czapeck et SCA 50% eau de mer a 28°C.

aracteres Couleur du | Couleur  du | Production Aspect des
Croissance | mycélium mycélium du | de pigments | colonies
Souche aérien (MA) | substrat(MS) | diffusibles
Petites colonies
SRC3 + Blanc Jaune clair - d’ aspect rugueux
(Czapeck)
GSBNT10 Petites colonies
(Czapeck) + Grisclar Jaune clair - bombées
Colonies des

GSBNT22 + Blanc Jaune foncé - différentestailles,
(SCA) plates
GSBNT4 + Blanc Jaune foncé - Petites colonies
(Gausse) bombées
WRI1L 1S8 Marron a Marron a
(SCA 50% + contour blanc | contour jaune - Colonies detaille
eau de mer) moyenne, plates

+ Tres bonne croissance ; - Absence de production de pigments

Les isolats SRC3 et GSBNT10 présentent une trés bonne croissance sur le milieu

Czapeck apres 7 jours d'incubation ou les colonies de I'isolat SRC3 présentent un aspect
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rugueux, avec un mycélium de substrat (MS) de couleur jaune clair et un mycélium aérien
(MA) qui se manifeste par une couleur blanche. Les colonies de I'isolat GSBNT10 sont
bombées et le mycélium du substrat (MS) présente une couleur jaune clair aors que le

mycélium aérien (MA) manifeste plutot une couleur gris clair.

Les deux souches GSBNT22 et GSBNT4 présentent une excellente croissance sur les
milieux SCA et Gausse respectivement. Leurs mycéliums aériens sont caractérisés par une
couleur blanche, et un mycélium de substrat de couleur jaune foncé, avec des colonies plates
pour GSBNT22 et bombées pour GSBNT4. D’autre part, la croissance de la souche
WRI1L1S8 est trés bonne sur le milieu SCA 50% eau de mer qui a donné un MA de couleur
marron avec un contour blanc, d’'aspect poudreux, alors que le MS présente une couleur

marron.
Lafigure 5 ci-dessous illustre les mycéliums agriens des cinq isolats étudiés.

B C

A

Figure 5 : Macromorphologie des souches: A) WR1L1S8, B) GSBNT10, C) SRC3, D)
GSBNT22, E) GSBNT4 sur les milieux de culture SCA50%, Czapeck, Gausse, SCA, apres 7
jours d'incubation a 28°C.

|.2. Caractéres micromor phologiques
Les observations au microscope optique effectuées au grossissement (Gx10) des cing

isolats apres 14 jours d’ incubation sont présentées dans la Figure 6.
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Les filaments des mycéliums aériens de tous les isolats sont non cloisonnés et fins,
I'isolat SRC3 présentant des chaines de spores immobiles de forme spiraée qui se
fragmentent en spores sphériques et celles de GSBNT10, GSBNT4 et GSBNT22 se
caractérisent par une longue chaine de spores sphériques et/ou en batonnets. D’ autre part les
filaments du mycélium aérien de I'isolat WR1L1S8 sont ramifiés, ils sont droits avec des
surfaces lisses présentant des chaines de spores immobiles.

Les sporophores, les sporanges, les spores mobiles, les synnemata et les sclérotes sont

absents chez tous les isolats.

Figure 6: Observation au microscope optique des mycéliums aériens des souches
d actinomycetes: A) SRC3, B) GSBNT4, C) WR1L1S8, D) GSBNT22, E) GSBNT10
cultivées pendant 14 jours &28°C sur différents milieux de culture au grossissement (Gx10)
I1. Production et extraction des molécules actives par fer mentation solide

Les extraits bruts ont été obtenus par maceération des cultures solides des isolats
d actinomycetes dans de I’ acétate d’ éhyle.
L’ extraction des molécul es actives produites par les 5 isolats a permis|’ obtention de 7 extraits
bruts, comme précisé dans le tableau 111, en fonction de la solubilité des molécules produites

dans le méthanol ou I’ acétate d éthyle.
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Tableau |11 : Concentrations des extraits bruts des 5 isolats étudiés obtenus aprés macération
Extrait Solvant Couleur Concentration (mg/mL)
WR1L1S8 Marron 21,5
GSBNT10 Jaune foncé 8,25
GSBNT4 M éthanol Marron 3,6
GSBNT22 Marron clair 25
GSBNT4 Rose 19,33
GSBNT22 Acétate d’ éhyle Rose 10,66
SRC3 Tranducide 10

Figure 7: Photographie présentant les extraits bruts des souches éudiées: a) GSBNT10, b)
GSBNT22 AE, c¢) SRC3, d) WR1L1S8, €) GSBNT4 AE, f) GSBNT22 méthanol, g) GSBNT4

méthanol .

[11. Etude del’activité antagoniste des extraits bruts

Dans le but d' étudier la capacité des extraits bruts a inhiber |a croissance de germes

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

sont illustrés danslesfigures 8 et 9.
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Figure 8: Activité antagoniste des extraits bruts méthanoliques et a I’ acétate d’ éhyle des
isolats WR1L1S8, GSBNT10 et SRC3 al’égard de 5 germes cibles.
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Figure 9 : Activité antagoniste des extraits bruts méthanoliques et a I’ acétate d éthyle des
isolats GSBNT22 et GSBNT4 al’ égard de 5 germes cibles.

Les résultats montrent clairement que le diamétre des zones d’inhibitions des extraits
bruts repris dans du méthanol ou de I’ acétate d éthyle des souches d’ actinomycetes differe
d’'un germe cible aun autre et d’ un extrait aun autre.

En effet, les sept extraits bruts présentent un bon antagonisme vis-a-vis des cing souches
microbiennes testées a I’ exception de I'extrait de I’isolat WR1L1S8 qui ne manifeste aucun
effet vis-a-vis Salmonella Typhi. Par ailleurs, un spectre d’ activité plus au moinsfaible

20
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vis-avis des autres souches mais il se révéle plus efficace al’ encontre de Vibrio cholerae ou
le diamétre des zones d’inhibition atteint 21 mm.

L'isolat GSBNT10 présente un effet antagoniste important aussi bien vis-avis de

bactéries que de la levure Candida albicans. Listeria inocua est le germe le plus sensible
pour cet extrait avec un diamétre avoisinant 57 mm.
Par alleurs, I’ extrait méthanolique de I’isolat GSBNT4 a présenté des zones d’ inhibition plus
importantes que celles de I’extrait repris dans de |’ acétate d’éthyle, Candida albicans se
révéle étre plus résistante pour ces deux extraits que les quatre bactéries testées donnant des
zones d'inhibition de 14 mm de diamétre. Vibrio cholerae a montré une sensibilité a |’ égard
de I’extrait méhanolique et le SARM pour la fraction d’ acétate d’ éhyle avec des diamétres
supérieurs a 32 et 27 mm respectivement.

La souche SRC3 présente également des antagonismes importants vis-a-vis des 4
souches bactériennes notamment V. cholerae et L. inocua ou les zones d'inhibition sont
respectivement de 19 et 16 mm. Par ailleurs, I'activité antilevurienne de I'extrait est
intéressante et atteint 14,5 mm de diamétre.

L’ extrait brut de I'isolat GSBNT22 a donné des résultats plutdt ssimilaires pour les
deux solvants utilisés. En effet, I'extrait méthanolique présente une activité antagoniste
importante vis-a-vis de V. cholerae ou le diamétre des zones d’inhibitions est de 26mm,
alors que I’ extrait a |’ acétate d’ éthyle a présenté une activité a |’ encontre de S. Typhi avec un
diamétre supérieur a 25 mm.

D’ aprés les résultats obtenus, les diamétres des zones d'inhibitions différent d’une
bactérie a une autre et d’ un extrait a un autre. La variation de I’ activité antimicrobienne des
extraits explique la variation de la composition chimique des molécules produites par les
actinobactéries. (Boudjouref, 2011).

En effet, Boughachiche et al., (2005) et Boudemagh et al., (2005) expliquerent cette
différence au niveau des zones d’'inhibitions par le fait qu’ une souche d’ actinomycéte peut
produire plusieurs molécul es antimicrobiennes (différents spectres d’ action).

La figure 10 suivante présente quelques activités antibiotiques des 5 isolats vis-avis de

différents germes cibles par la méthode des puits.

-
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Figure 10 : Photographie illustrant |’ activité antagoniste des extraits bruts des isolats étudiés
vis-avis des germescibles: a) C.albicans, b) L.inocua, ¢) V.cholerae.
V. Etude de la ther mostabilité des extraits bruts
Afin de déterminer le degré de stabilité des cing extraits bruts étudiés a des conditions
stressantes, les effets de quelques paramétres ont été testés. Ces parametres sont les effets du
baréme temps- température et des détergents.
IV.1. Effet du barémetemps-température sur I’ activité antagoniste des extraits bruts
Afin d' éudier I’ effet de latempérature sur les extraits actifs, ces derniers sont incubés
a différents barémes temps-température : 4°C, 60°C, 80°C et 100°C, puis testés a I’ encontre
de germes cibles les plus sensibles. Les résultats de ce test sont présentés dans lafigure 11 ci

apres.

€35 m4°C

= 60°C
£25 80°C
= 100°C

WR1L1S8 |GSBNT4 AE| GSBNT22 GSBNT10

Diametre

V.cholerae‘ SARM ‘ S.Typhi V.cholerae‘ L. inocua

Extraits bruts

Figure 11 : Effet des différents baremes temps-températures sur |’ activité antagoniste des
extraits bruts des cing isolats étudiés.
D’apres les résultats obtenus, nous remarquons une diminution progressive de

I”activité antagoniste de I’ extrait brut de la souche WR1L1S8 avec |’augmentation de la

p
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température. Il est clair que les molécules produites par cette souche sont sensibles a la
chaleur.

D’autre part, I'extrait brut de la souche GSBNT22 parvient a résister aussi bien a un
chauffage de 60°C pendant une heure et une inhibition totale de I’ activité a 80°C pendant 45
min et 100°C pendant 30 min, a éé constaté. Ceci suggere que la stabilité des molécules

produites par cette souche a différentes températures est limitée.

Par alleurs, une stabilité des activités antagonistes des extraits bruts des deux isolats
SRC3 et GSBNT4 a été observée apres traitement thermique allant de 60°C a 100°C. La
thermostabilité de I’ extrait brut de la souche SRC3 pouvant étre due a la structure chimique
atypique de la molécule antibiotique produite qui est la streptazoline. En effet, une
caractéristique structurelle importante pour I'activité biologique, elle a tendance a se
polymériser en solution concentrée, elle est toutefois stable dans une solution diluée a
température ambiante (Drautz et al., 1981). Le squelette tricycliqgue avec un fragment
d'uréthane présent dans sa structure est un systeme cycligue inhabituel rarement rencontré
dans lanature et n’a été retrouvé que chez la streptazoline et ses analogues (Puder et al., 2001
; Nomura et Mukai 2002 ; Zheng €t al., 2012). Sa biosynthése avait été discuté par Mayer et
Thiericke, (1993) et plusieurs syntheses ont également été rapportées (Kozikovski et Park,
1985 ; Kozikovski et Park, 1990 ; Nomura et Mukai, 2004) (Figure 12).

';jﬂ
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Figure 12 : Structure moléculaire de la streptazoline (Kratzel et Weigl, 1998).
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Pour

proportionnelle a

la souche GSBNTI10, une augmentation de I’activité antimicrobienne
I’augmentation de la température a éé remarquée. |l semblerait que
I’extrait brut méthanolique de la souche GSBNT10 est résistant a des températures allant de
60°C jusgua 100°C. Cette stabilité est probablement liée a la structure chimique de la
molécule antibiotique et antitumorale produite par cette souche qui est I’actinomycine D,
donné en figure 13 ci- dessous.

L’ actinomycine D est un antibiotique lactone chromopeptidique (Hamzaet al., 2013)

a-Peptidlactonring B-Peptidiactonring
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Figure 13 : Structure moléculaire de I’ actinomycine D et du chromophore : phenoxazinone.
Ce résultat a également été rapporté par Nythia et al., (2010) qui ont expliqué que la
thermostabilité peut étre due a la présence d’ un noyau aromatique ainsi que des groupements
carboxyles dans |e squel ette des mol écul es antibiotiques.

Par ailleur I'effet de la durée de conservation des extraits bruts est également
déterminée par la conservation de ces derniers a 4°C pendant 52 jours pour WR1L1SS8,
GSBNT22 et GSBNT4 et 15 jours pour SRC3. Apres cette période, |’ activité antagoniste des
extraits bruts est testée.

La figure 14 présente I’ effet de la durée de conservation sur les extraits bruts des isolats

étudiés.
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Figure 14 : Effet de la durée de conservation sur |’ activité antagoniste des extraits bruts des
isolats WR1L1S8, GSBNT4, GSBNT22 et SRC3.

Les résultats obtenus montrent que les diameétres des zones d’inhibition des témoins
des quatre extraits bruts WR1L1S8, SRC3, GSBNT4 et GSBNT22 qui sont aux alentours de
21, 19, 27 et 25 mm respectivement, alors que ceux des extraits conservés a 4°C sont au
voisinage de 19, 21, 30 et 20 mm.

Les activités antagonistes enregistrées aprés les périodes de conservation sont |égerement
différentes a celles obtenues au tout début des expérimentations (avant conservation), ce qui
suggere que la conservation a 4°C pour une longue durée n'adtére pas les propriétés
inhibitrices des extraits bruts étudiés.

Des études similaires ont été menées par Augustine, (2005) qui ont montré gque I’ antibiotique
antifongique non—polyeénique de la souche Streptomyces albidoflavus PU 23 est stable a une
conservation de 12 mois a4°C.

Tous ceci conforte | hypothese selon laguelle le stockage a 4°C n’ as pas d’'impact concret sur
I activité antibiotique de nos extraits bruts.

La figure 15 suivante préesente I'effet des différents barémes temps-température sur les

activités antagonistes des extraits bruts testés.
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Figure 15: Photographie illustrant I'effet des barémes temps-température sur I’ activité
antagoniste des cing extraits bruts testés: A) GSBNT4 AE, B) GSBNT22 AE, C) SRC3, D)
GSBNT10, E) WR1L1S8.

IV.2. Effet des détergentssur I’activité antagoniste des extraits bruts

Les tensioactifs ou agents de surface sont des composés qui modifient la tension
superficielle entre deux surfaces. Ils comprennent une large gamme de composés : les
détergents, les agents moussants, mouillants, dispersants, et les émulsifiants (Boucheffa,
2010).

La sensibilité des extraits al’ effet dénaturant des détergents est vérifiée par I’ gout des agents
suivants : Tween 20 et Tween 80. Ces agents sont mélangés avec les extraits bruts, aprés
incubation & 30°C pendant 6 heurs et |es activités antimicrobiennes résiduelles sont testées.

L es résultats obtenus sont rassemblés dans lafigure 16 ci apres.
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Figure 16 : Effet des surfactants (Tween 20 et Tween 80) sur I'activité antagoniste des
extraits bruts des 5 souches d’ actinomyceétes.

Les extraits bruts méthanoliques des souches GSBNT10 et WR1L1S8 expriment une
activité antibactérienne des zones d’inhibitions de 30 mm et 18,5 mm al’ égard de L. inocua et
V. cholerae respectivement, alors que celles obtenues avec les extraits additionnés de
détergents Tween 20 et Tween 80 sont de 23,75 et 26,7 mm pour GSBNT10 et dell,25 et
12,75 mm pour WRI1L1S8 respectivement. La diminution du diametre de ces zones
d'inhibition est due a I’ effet additionnel de chaque détergent, sur les molécules bioactives
contenues dans les extraits bruts. Il est alors évident que ces détergents affectent les molécules
produites par les deux souches.

Pour les deux isolats SRC3 et GSBNT4, une absence d’ activité a été remarquée pour
les extraits additionnés de détergents et méme pour les détergents seuls.

Les résultats de ce test indiquent que ces extraits combinés al’ action des différents surfactants
diminue ou élimine I’ activité antimicrobienne.

Pour I’ extrait brut de la souche GSBNT22, une augmentation de I’ activité antagoniste a été
obtenue avec des zones d’inhibition de 24 mm de diametre comparées avec celles du témoin
(I"extrait brut seul) qui est de 19,75 mm. Cela suppose que les agents de tensions utilisés n’ ont
pas d' effet sur les molécule actives produites, mais il semblerait qu’ils contribuent a faciliter
I”action de ces molécules sur les germes cibles en abaissant |a tension superficielle de |’ eau,
ou bien en dégradant la membrane cytoplasmique (Tween 80) (Boucheffa, 2010).

La figure 17 expose quelques unes des activités antagonistes des extraits bruts aprés
traitement par les surfactants.




Partielll Résultats et discussion

O
O

Figure 17: Photographie illustrant |'effet des surfactants (Tween 20 et Tween 80) sur
I activité antagoniste des extraits bruts testés : A) WR1L1S8, B) GSBNT4 AE, C) SRC3.
V. Evaluation del’activité antioxydante des extraits bruts

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution. Il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine (DPPH-H) par un
compose a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L'intensité de la couleur
est proportionnelle ala capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Moreno, 2002). Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage
d'inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalair de I'échantillon
(Pargjo et al., 2002). laréaction est représentée comme suit :

DPPH + (AH)n — DPPH-H + (A)n

Ou : (AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet)
pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (Williamset al., 1995).

Les résultats obtenus rapportés en figure 18 présentent le pourcentage d'inhibition des
différents extraits bruts étudiés.
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Figure 18: Pourcentage dinhibition du radical DPPH par les extraits bruts de souches
d'actinomyceétes.

L’ ensemble des résultats obtenus est illustré en figure 18 confirme que le pourcentage
d’inhibition du DPPH différe d'un extrait a un autre qui ont des concentrations différentes. La
majeure partie des extraits bruts testés présente un pourcentage d'inhibition du DPPH
supérieur a50% al’ exception de I’isolat SRC3 qui posséde un pourcentage d’inhibition faible
(14%).

Suite aux résultats de ce test, seuls les extraits bruts de WR1L1S8 et GSBNT10 ont été utilise
pour la suite du travail du au fait que les extraits bruts de GSBNT22 et GSBNT4 ont présenté
certaines difficultés lors de leurs préparation avant les essais pour le test.

L'activité antioxydante des extraits bruts des souches WR1L1S8 et GSBNT10 est
évaluée par le biais de deux tests qui sont e piégeage du radical libre DPPH et laréduction de
I"ion ferrique.

Les figures 22 et 23 présentent les activités antioxydantes des extraits bruts.

29
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Figure 22 : Activité antioxydante de I’ extrait brut méthanolique de I’ isolat WR1L1S8.
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Figure 23: Activité antioxydante de I’ extrait brut méthanolique de |’isolat GSBNT10.

Les résultats obtenus montrent clairement que tous les extraits bruts étudiés ainsi que
les standards, BHA, BHT et acide ascorbique (Annexe 1V) réduisent d’une maniere dose-
dépendante le radical DPPH, c'est-a-dire le pourcentage de réduction (ou d'inhibition) du
DPPH augmente avec I’ augmentation de la concentration des extraits.

La concentration d' un extrait ou d’'un standard provoquant 50% d’inhibiton ou de
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réduction du DPPH (1Cs) est calculée a partir de la partie linéaire des courbes de pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration de cet extrait (ou standard), avec un coefficient de

régression superieur 40,95 (R*>0,95).

L’ extrait de la souche WR1L1S8 semble avoir I’ effet inhibiteur le plus puissant sur le
radical DPPH, avec une ICsy de 399 pg/mL par rapport a I’ extrait de la souche GSBNT10,
avec une | Csp de 760 pg/mL comme présentée en figure 24.

En comparaison avec |’ acide ascorbique, le BHA et le BHT comme control positif, ayant des
ICso de 2,67ug/mL, 115 pg/mL et 247 pg/mL respectivement. L’ effet inhibiteur des extraits
des deux souches est moins important que I’ effet puissant des trois standards. Il est ainsi
possible de noter :

| Csp acide ascorbique > 1Cso BHA > [C50 BHT > 1C50 WR1L1S8 > ICsp GSBNT10.

760
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400 A
300 -
200 - a7 399
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I C50(pug/mL)
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Figure 24 : Concentrations des extraits bruts méthanoliques des isolats WR1L1S8, GSBNT10
et des standards provoquant 50% d’ inhibition (ICsp) du radical DPPH.

Actudllement, un grand intérét est accordé aux composés naturels issus des
actinomycetes et possédant des propriétés antioxydantes .

En effet, plusieurs études ont éé menées dans ce sens par plusieurs auteurs.
Thenmozhi et Kannabiran, (2012), ont évalué I’activité antioxydante d une souche de
Sreptomyces sp.VITSTK7 qui a présenté un pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH
de 43,2% a une concentration de 10mg/mL. Par ailleurs la valeur de I'ICs est de 0,6464
pMg/mL qui est largement inferieurs a nos résultats avec des ICsy de 399 et 760 pg/mL des
deux isolats WR1L 1S8 et GSBNT10 respectivement.
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D’autre travaux allant dans le méme sens ont éé réalisé, Devi et al., (2013) ont
également évalué I'activité antioxydante d'extrait brut a I’acétate d'éhyle de la souche
Streptomyces sp VITIS3, il révéle une inhibition de 60% a une concentration allant de [0,1
pHg/mL — 5 pg/mL] contre 68% a une 516 pg/mL  pour la souche WR1L1S8 et 58.76% a une
concentration de 1000 pg/mL.

Une comparaison similaire concernant |’ activité antioxydante peut également étre faite
sur d’ autres souches de streptomyces, Leeet al., (2014) ont determiné |’ activité antioxydante
sur I’ extrait brut d' acétate d' éthyle de I’ isolat Streptomyces sp.MJIM 10778 et ont rapporté que
I'extrait brut d'acétate d'éhyle de cet isolat pourrait ére considéré comme une source
potentielle de médicaments pour les maladies qui sont causés par les radicaux libres gréce a
ces activités anti-oxydantes et a safaible cytotoxicité.

Il faut toutefois étre trés prudent lors de la comparaison des données issues de la
littérature car il faut tenir compte non seulement du procédé d’ extraction des biomolécules

mais également de la polarité du solvant utilise
V.l. Evaluation du pouvoir réducteur

Cette méthode est basée sur |’ aptitude des extraits a réduire le fer ferrique (Fe**) en fer
ferreux (Fe’). Le mécanisme est connu comme éant un indicateur de I’activité donatrice

d électrons, caractéristique de I’ action des antioxydants (Yildirim et al., 2001).

Les valeurs obtenues de ce test ont permis de tracer des courbes pour chague extrait
brut testé. Les résultats présentés en figure 26 nous exposent que la capacité de réduction est
proportionnelle a I'augmentation de la concentration de nos échantillons. Cette observation a
€été constatée et rapportée par plusieurs auteurs (Su et al., 2008; Liuk et al., 2009).

-
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Figure 26 : Activité réductrice des extraits bruts méthanoliques et du sdandrd: 1) GSBNT10,
2) WR1L 1S8, 3) Acide ascorbique.
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Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur du standard (acide ascorbique)
et des deux extraits bruts testés GSBNT10 et WR1L1S8 possedent des densités optiques
maximales de 0,17, 0,574 et 0,112, respectivement, a des concentrations de 1mg/mL, 8,25
mg/mL et 1,28 mg/mL.

Afin de comparer le pouvoir réducteur des extraits bruts des deux souches par cette méthode,
la concentration ECso qui est définie comme la concentration nécessaire pour réduire 50 % du
ferricyanure de potassium a été calculée. Cette concentration est déterminée a une densité
optique égale a0,5.

Le résultat obtenu est illustré dans lafigure 27
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Figure 27 : Pouvoir réducteur desions ferriques exprimé en ECsp du standard acide
ascorbique et des extraits bruts des deux isolats WR1L1S8 et GSBNT10.

A la lumiére des résultats obtenus, il est évident que les valeurs des ECso qui sont de
I'ordre de 7,36 mg/mL pour GSBNT10 et de 6,60 mg/mL pour WR1L1S8 sont faibles par
rapport a celle de I'acide ascorbique qui est estimée a 2,87 mg/mL. Cette conclusion nous
permet de noter :

ECso acide ascorbique > ECsp WR1L1S8 >EC5y GSBNT10

Par ailleurs, il aété constaté que le pouvoir réducteur de |’ acide ascorbique ainsi que celui des
extraits bruts testés augmente avec |’ augmentation de leurs concentrations, et la réduction de
I"ion ferrique de ces extraits est inférieure acelui du standard. Des observations similaires ont
été faites par différents auteurs Kekuda et al., (2010) sur la souche Streptomyces SRDP-HO3,
Manasa et al., (2012) sur Streptomyces sp. RAMPP-065, Thenmazhi et Kannabiran (2012) sur
Streptomyces sp VITSVKS et Gautam et al., (2013) sur I’isolat Sreptomyces fradiae GOS1.

La capacité de réduction de ces composés peut servir dindicateur notable du potentiel
d’ activité antioxydante des extraits bruts des souches actinomycétales (Kitadaet al., 1979).
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Conclusion

La résistance microbienne aux molécules constitue un probléme important
lorsgu’ elle concerne des microorganismes pathogenes. Cette résistance se traduit par la
capacité acquise d’un microorganisme a résister aux effets d’ un agent chimiothérapeutique
pour lequel il est normalement sensible; la propagation de ses bactéries est devenue une
préoccupation sanitaire majeure.

La recherche de nouvelles substances antimicrobiennes dont le spectre d’ activité
serait plus large tout en étant moins agressif pour I héte sembl e toujours indispensable.

Les actinomycetes sont dimportants producteurs d antibiotiques (75% par
Streptomyces) et autres métabolites secondaires. Les deux tiers des quelque six mille
antibiotiques isolés sont produits par les actinomycetes.

Les objectifs visés par ce travail sont : I'éude de |’aspect morphologique des
souches d'actinomycéetes d'origine marine et tellurique, I'extraction des molécules
bioactives synthétisées et la mise en évidence de leur activité antimicrobienne et
antioxydante.

L’éude morphologique met en relief différents caractéres macro et
micromorphol ogiques intéressants des cing isol ats.

La production et |'extraction des molécules bioactives a permis d obtenir des
extraits bruts a différentes concentrations, c'est une étape cruciale qui nous a permis de
réaliser les différents tests.

L’ activité antagoniste a été évaluée a I'égard de cing souches microbiennes
(L.inocua, SARM, STyphi, V.cholerae et Candida albicans) selon la méthode des puits.
Les résultats indiquent que tous les extraits bruts testés possedent une activité
antimicrobienne vis-a-vis toutes les souches cibles al’ exception de I’ extrait brut de I’isolat
WRI1L1S8 ou le spectre d'action est plutdt restreint et non actif uniquement contre
Salmonella Typhi.

L'éude de la stabilité des extraits bruts a différents barémes de temps
température, des détergents et la durée de conservation a été réaisée et les résultats
obtenus ont permis de constater que les agents physico-chimique présentent un effet sur
I’ activité antagoniste des extraits bruts. Par contre la durée de conservation n’ affecte pas
cette derniére.

L’ éude de I'activité antioxydante des extraits bruts des isolats GSBNT10 et
WR1L 1S8 par la méhode de laréduction du fer et celle du piégeage du radical libre DPPH
amontré que les deux extraits méthanoliques possedent une activité antioxydante modérée.

Cette activité reste néanmoins inférieure a celle des standards, maisil s agit d’ extraits bruts
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contenant un grand nombre de composés différents. 1l est donc trés probable qu'ils
contiennent des composés qui, une fois purifiés, peuvent présenter une activité comparable
acelle des standards.

Les résultats obtenus a travers cette étude semblent prometteurs et nous incitent a
poursuivre nos efforts de recherche dans cette thématique afin de sél ectionner des espéces
d actinomycetes dotées d’ activités biologiques intéressantes.

Toutefois, il ressort de I'intérét de poursuivre les investigations au tour des axes suivants:

» Compléter ces résultats par des tests indispensables, notamment |’ obtention de
substances purifiées (CCM, HPLC) et une caractérisation plus poussée avec des
techniques performantes tels I'IR, la RMN, la spectroscopie de masse...€tc,
.notamment pour les extraits bruts des isolats GSBNT22 et GSBNTA4.

> Elargir lagamme de germes cibles pour les isolats étudiés.

> Faire une éude compléete sur les extraits pour pouvoir déterminer les conditions
permettant une meilleure conservation de leurs activité et une meilleure action in-
situ (telsquelepH , dargir ad autres détergents....etc

> ldentifier les antioxydants des extraits des isolats d'actinomycétes par des

techniques plus performantestelles que I’'HPLC.
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Annexe |

Tableau | : Chimiotypes rencontrés chez les actinomycetes (Becker et al. 1965).

DAP Gly |Lys | Orn | DAB | Sucres
Chimiotype "I~ [pL Ara | Xyl |Rha |Mad
+Gal | +Ara | +Gal

I C + - [+ |- - - - - - -

Il D - + |+ |- - - - + - -

[ B - + - - - - - - - +
1o - + |- - - - - - - -

[ E - + - - - - - - + -

IV A - + |- - - - + - - -

\/ - - - + + - - - - -

Vi - - - + - - - - - -
VI - - |+ v - + - - - -
Note: I, I, I, ..., VIII : définis par Becker et al., (1965) et Lechevalier et Lechevalier (1970 ) en se basant sur

laforme LL ou DL de I'acide diaminopimélique (DAP), la présence ou non de glycine (Gly.), de lysine (Lys.),
de I'ornithine (Orn.) ou de I'acide diaminobutyrique (DAB). A, B, C, D et E : définis par Lechevalier et
Lechevalier (1970) en se basant sur les sucres taxonomiquement importants : I'arabinose (Ara.), le galactose
(Gal.), le xylose (Xyl.), le madurose (Mad.) et le rhamnose (Rha.). + : présent. - : absent. v : variable suivant les
especes d’un méme genre.



Annexes

Annexell

Matériel utilise

Autoclave (BIOBASE)

Bain-Marie (GFL)

Balance ana ytique (RADWAG référence : PS210/C/2)
Ballons

Bec Bunsen

Bechers

Boites de pétri

Ecouvillons

Entonnoir

Eprouvette

Erlenmeyers

Etuvesa 28 °C et a 37°C (memmert)
Flacons

Micropipette de 10-100pL
Microscope optique (ZEISS)

Pied acoulisse (STINLESS HARDEND)
Pipettes Pasteur

Plaque agitatrice (Raypa AG-5)
Rotavapor (Blchi Rotavapor R-114)
Spectrophotométre (RAY LEIGH)
Tube aessais

Vortex (VELP scientifica)

YV V.V V V VYV V V VYV V V V V V V V V VYV V V V V
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Figure 18 : Activité antioxydante de I’ acide ascorbique
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Figure 19 : Activité antioxydante du Butylated hydroxyanisole (BHA)
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Figure 20 : Activité antioxydante du Butylated hydroxytoluene (BHT)
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Résumé

Les activités antimicrobiennes et antioxydantes de cing extraits bruts d' acétate
d ethyle et de méthanol de souches d’ actinomycetes, d’ origines tellurique et marine, ont été
mises en évidence. Les caractéres phénotypiques incluant les criteéres macro et
micromorphologiques des 5 isolats ont éé de ce fait éudié. Le pouvoir antagoniste des
extraits bruts a été estimé a I’égard de L.inocua, SARM, STyphi, V.cholerae et Candida
albicans par laméthode des puits. Sur les 5 extraits bruts testés, la totalité a présenté un effet
bactéricide non négligeable, particuliérement I’ extrait brut de la souche GSBNT10 avec des
antagonismes avoisinant les 57mm. L’ évauation de la stabilité de I’ activité antimicrobienne a
I’action de plusieurs agents physico-chimiques (bareme temps-température et détergents) a
€galement été déterminée.
L’ activité antioxydante des extraits bruts a été évaluée a travers le piégeage du radical libre
DPPH et de laréduction de I’ion ferrique. Pour le premier test, le pourcentage d’inhibition du
DPPH a été estimé a 14%, 59.1%, 86%, 90.68%, 91.3% pour les extraits des isolats SRC3,
WR1L1S8, GSBNT4, GSBNT10, et GSBNT22, respectivement. L’effet inhibiteur des
extraits des isolats WR1L1S8 et GSBNT10 est moins important que I’ effet puissant des
standards: acide ascorbique, BHT et BHA. L’activité antioxydante des deux isolats est
représentée par une ICso de 399ug/mL et 760ug/mL respectivement. Pour le second test
I’ECs a été estimée a 6.60 mg/mL pour WR1L1S8 et 7.36 mg/mL pour GSBNT10.
Mots clés: Actinomycétes, Streptomyces, Extrait brut, Activité antimicrobienne, Activité
antioxydante, Pourcentage d’inhibition.

Abstract

The antimicrobial and antioxidant activities of five ethyl acetate and methanol crude
extracts of actinomycete strains, from terrestrial and marine origin, have been investigated.
Phenotypic caracteristics including macro and micromorphologicals features of the 5 strains
were there for carried out. The antagonist activitis againestimated was estimatedagainst 4
pathogenic bacteria L.inocua, SARM, STyphi, V.cholerae et Candida albicans by the well
method. All the 5 crude extracts tested presented a significant bactericidal effect in particular
the GSBNT10 crud extract wich against adjacent57mm.

The study of the stability of the antimicrobial activity to the action of various physico-
chemical agents was also determined.

The antioxidant activity of the crude extracts was assessed through trapping of free radical
DPPH and the reduction of ferric ion. For the first test, the inhibition percentage of DPPH was
estimated at 14%, 59.1%, 86%, 90.68%, 91.3% for the crude extracts of SRC3 isolates
WR1L1S8, GSBNT4, GSBNT10 and GSBNT22 respectively. The inhibitory effect of
WR1L1S8 and GSBNT10 crude extracts is less important than the of ascorbic acid, BHT and
BHA standards. The antioxidant activity of both isolates is represented by 1Cs, estimated at
399ug/mL and 760pg/mL respectively. For the ECsy were valours they estimated at 6,60
mg/mL for WR1L1S8 and 7.36mg/mL for GSBNT10.

Keywords : Actinomycetes, Streptomyces, Crude extract, Antimicrobial activity, Antioxidant
activity, Inhibition percentage.
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