Républigue Algérienne Démocratique et Populaire
Ministre del’Enseignement Supérieur et de la Recher che Scientifique
Université Abderrahmane Mira de Begjaia
Faculté des Sciencesde la Nature et dela Vie
Département de Microbiologie

Mémoire en vue de |’ obtention du dipldme de:

Master en Biotechnologie Microbienne

Theme

Purification et caractérisation d’une substance antifongique

produite par une souche d’ actinomycetes ST A1o.

Présente par M®'¢: BENLOUNIS Chahrazad
DRAOUI Najet
Nombre du jury :
Président : M": KECHA M
Examinatrices: M™ BOUCHARBA N
M™ IDRES N

Promoteur: M"BENDJEDDOU K

2013/2014




Remerciements

Avant tout, nos profonds remerciements s adressent a Allah de nous avoir donné le

courage de mener a bien ce travail.

Nous remercions chaleureusement notre promoteur M" BENDJEDDOU d avoir
accepté de nous encadrer, son disponibilité, son aide précieux, son patience, son
gentillesse et surtout son confiance. Nous exprimons monsieur toutes notre

reconnaissance.
On tient d exprimer nos vifs remerciements aux membres de jury :

M KECHA pour avoir bien voulu examiner ce mémoire et nous avoir fait

[honneur de présider le jury. Qu'il trouve ici expression de notre haute gratitude.

M me BOUCHARBA et M ™ IDRES qui ont bien voulu examiner ce travail et

participer au jury. Quelles trouvent ici [assurance de toute notre reconnaissance.

Merci a tous nos enseignants en particulier les enseignant de master. Nos vous en

somme trés reconnaissant.

On tient a remercier également tous les gens qui nos aidé de prés ou de loin a

réaliser ce travail.

Enfin, un grand merci a toute [équipe du Laboratoire de Microbiologie Appliquée,

pour leur, aide et gentillesse.




Dedicace

Je dédie ce modeste travail :

Tous d’abord et avant tous a deux étre les plus chéres au monde
Qui m’ont toujours soutenue et encouragé dans mes études.
A mon pére que j'aime énormément et a ma mere que j adore
A mon frére unique «Amine »
A ma seeur « Zahira et son marie et sa fille Ritadje et son fils Obayda
a mes sceur Ouarda et Nesrine»

Dans mon mémoire ma Grand-Meére que dieu la compte parmi les bien aime

nechalah.

A ma tante Nasima, A ma Malia et « son marie et leurs enfants mahmod,
mounia et maroin ».

A toute ma grande famille de la part de baba et ma

A tous mes chéres amies Hania, Dalal, Lilia, Tinhinane , Chafika, Linda,
Nawal, Ghalia, Lamia, Chafia, Nafissa,

Et la promotion de biotechnologie microbienne.

Chahrazad



Dedicace

Je dédie ce modeste travail a :
Ma grande mére

Mes trés chers parents pour leurs soutiens, et leur
ment aux moments difficiles.
' Mes trés chers fréres Aissa et Rabeh.
Mes tres cheres seeurs Zaho ,Mini, Siham et chams.

L’épeuse de mon frére Taous et son petit fils Raya

Mes trés chers amis Dalal, Wassila,nouria,Souhila, Kahina , Khalida ,Nedjoi
.hanane.

Mon binome Chahra

Mes ancles et mes tantes et leurs familles




Liste des abréviations

C.albicans: Candida albicans.
M2: Williams.

MEM : Mincer Eau e Mer.
pH: Potentiel d' hydrogéne.
TFA: Trifluoroacétate.

UA: Unité Arbitraire.

UFC: unitéformant cellulaire.

v/v: Volume par volume.



Figure

Figuren°l

Figuren°©2

Figuren°3

Figuren°4

Figuren®5

Figuren°6

Figuren°7

Figuren°8

Figuren® 9

Listedesfigures

Titre

Cycle de dével oppement du streptomycete.

Production des substances antifongiques par la souche STA10

sur milieu M2 liquide.

Montage de la chromatographie en phase inverse effectuée sur
gel de C18.

Purification partielle de substances antimicrobiennes produites
par la souche STA10.

Activité de la souche STA10 cultivé dans milieu liquide vis-

avis a Candida albicans

Activité antifongique vis-avis a Candida albicans de la
fraction obtenue a 0% d’ acétonitrile apres chromatographie en

phase inverse

Activité  antifongique de fractions purifiées  par
chromatographie en phase inverse visavis a Candida

albicans

Unité arbitraire de surnageant concentré a |’ égard de Candida
albicans
Unité arbitraire des fractions obtenues aprés chromatographie

en phase inverse vis-a-vis de Candida albicans

Page

10

11

14

16

17

18

18

19



Figuren°10

Figuren® 11

Figuren°12

Figuren°13

Effet du pH sur I’ activité antifongique de la fraction concentré
issue de la culture Sur milieu liquide envers Candida albicans

Test d'activité des différentes solutions tampons envers
Candida albicans

Effet du pH sur I'activité antifongique envers Candida
albicans de la fraction purifie par chromatographie en phase
inverse et des solutions tampons (Témoin)

Effet des enzymes sur I’activité antifongique de la fraction
purifie par |la Chromatographie en phase inverse

20

21

22

22



Tableau
Tableau 1
Tableau |1

Tableau |

Tableau Il

Tableau |1l

Tableau IV

Tableau V

Tableau V1

Tableau VI

Tableau VIII

Tableau IX

Liste des tableaux

Titre
Répartition des actinomycetes dans la nature.

Préparation des différentes solutions
d acétonitrile dansle TFA a0,05%

Milieu MEM (pH7.5).

Milieu M2 (pH7.2).
Bouillon nutritif (pH7.2).
Géose Muller Hinton (pH7.3).

Milieu BHIB (pH7.5)

Diameétres des zones d'inhibition pour le
surnageant du milieu liquide.

Diamétres des zones d'inhibition pour les

solutions tampon témoin

Diamétre des zones d'inhibition pour le
surnageant du milieu liquide

Diamétre des zones d' inhibition pour les enzymes
utilisées comme témoins

Page

12

Annexe |

Annexe |
Annexe |
Annexe |
Annexe |

Annexe ||

Annexe ||

Annexell

Annexell



Liste des abréviations
Listedes figures

Liste des tableaux
Sommaire

[1g g0 18 Tox (o o PR 1

Premiere partie: Synthése bibliographie

l. NI Al TS, . ettt e e e e e 2
. JLIE= 20 0 0= P 2
[1I.  Ecologie des aCtiNnOMYCELES. ... ...uu e e et et e e et e e e e e e 2
IV. Cyclebiologique des actinOMyCELES. ........c.v i v e e e e e e ea s 3
V. Les antifongiques produits par 1es actinOmyCetes...........oovvveviveie i e e 4
VI.  Importance des aCtiNnOMYCELES. ........uie i et e e e ne e aeaan

VI. 1. Importance dans le domaine industriel......... ..o
VI. 1. 1. Production d' antiDiOtIQUES. .. .......oeiees e e e e an
V1. 1.2, Production d autreS SUDSLNCES. .. ... e eueeeiieie e et e e e e

V1. 2. Importance dans le domaine agronOMIQUE. .. .........veuerierierieeieie e eneaaeeanens 6
VI, PathOgéniCite....... ..ot e ettt sseeneenes ©



Deuxieme partie: Partie expérimentale

Matériel et méthodes...

(Y 0= = o T [oo o U= 2O P 7
0 o T T 0[S o o - 7
[1. ReViVIfiCation dES SOUCNES. ...t et e e e e e e e e e 7
[11. Mise en évidence de I’ activité antifongique sur milieu liquide......................ooenee. 8
T L PIES-CUITUNE. .. et e e e e et e e e e e aen e 8
T 2.CUITUN . .. e e e et e et e e e e e e 8
V. Production de substance antifONgiqUES. ...........oo v e, 9
IV . L PrES-CUITUIE. .. ..o e e e e e e e e e e et e et ee e 9
IV .2, CUIIUN . . . e e e e e e e e e e e e e e 9
V. Purification partielle des substances antimicrobiennes. ............oooovviiiiiiiiiienes 11

V.1. Préparation des solvantS OrganiqUES...........ocevvvevesverieeiieenienineenevenieeeneennn 1
V.1 Préparation delacolonne..........c.ooieiie it e e e 12
V. 3. Passage des échantillons atraverselacolonne Cig........covvvveiveiveiiiiiieciee e, 12
V1. Lecacul du nombred unitéarbitraires.............ccovevii i 13
VII. Caractérisation physicochimique des substances antifongique.................. 15

VII. 1. EffetdupH. ... e 1D

V11.2. Effet des enzymes protéolytiqUES.........covveiiiiiiiii e e e 15



Troiseme partie: Résultats et discussion

l. Revivification dESSOUCNES. ........ .o ittt e e e e e e 16
I. Production de substances antifongiqUuES. ..........coooe i ii i e 16
I. Mise en évidence de |’ activité antifongique de lasouche STA10....................... 17
1. Purification partielle des substances antifongiquUES.............ccovevveiievecriinennns. 17
IV.1. Chromatographie en phaseinVErSe...........ouuiiiii i e e e 17

V. calcul du nombred’ unité arbitraires. .. .......ooeee i 18

VI. Caractérisations physicochimiques des substances antifongique........................ 19
VI .1 Effet dUPH. ... ——— 20
V1.2, Effel dBSENZYMES. ... .ottt e e e e e e e e 21
CONCIUSION. .. e e e e e e e e e e e et e e e s 23

Références bibliographiques

Annexe



Introduction




I ntroduction

Les infections fongiques sont provoquées par des microorganiSmes eucaryotes,
elles présentent genéralement des problemes thérapeutiques plus difficiles que les
infections bactériennes. En fait, il y a relativement peu d'agents antimicrobiens qui
peuvent étre employés pour traiter les infections fongiques. De nouveaux fongicides
sont nécessaires dans l'agriculture et les domaines agro-alimentaire et médical
(Vaanarasu et al., 2010).

L'augmentation courante du nombre d'infections fongiques a entrainé une reprise
dintérét de trouver des nouvelles molécules actives. Les chercheurs retournent vers la
recherche de nouveaux antifongiques plus performants et moins agressifs pour
I'organisme (Benmansour et al., 2014). Dans le but de trouver de nouvelles molécules
bioactives, des investigations récentes Sintéressent a les cherchées chez des

actinomycetes rares (Logman, 2009).

Les actinomycétes sont parmi les plus grands producteurs de métabolites
secondaires en particulier le genre Streptomyces; par leur capacité de produire de
nouveaux composés prometteurs. Elles sont les producteurs de la majorité des
antibiotiques et des antifongiques et beaucoup d'autres composants, par conségquent,
elles sont largement identifiées en tant que micro-organismes industriels importants
(Ramesh et William, 2012).

C’ est dans ce contexte que s'inscrit notre étude qui consiste en:

» La mise en évidence de la production de substances antifongique par une souche
d actinomycete,
» Unessai de purification partielle de ces substances;;

» Caractérisation physicochimique de ces substances.
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Généralité

Les actinomyceétes sont des bactéries a Gram positif, avec un pourcentage (G+C%)
élevé (>55 %). Elles sont considérées comme un groupe intermédiaire entre les bactéries
et les champignons (Chacko et Ernest, 2012). La plupart des actinomycetes forment un
mycélium végétatif et des hyphes aériens; et d'autres forment seulement un mycélium de
substrat (Mariadhas et al., 2013).

Elles ont une vie libre, saprophytes ;en plus, elles présentent une source importante
dans la production des antibiotiques (Vali etal.,2012).Certains genre sont pathogenes pour
I"homme et animal tel que le genre Actinomyces et Nocardia (Beryl et Watsonn, 2006).

[I. Taxonomie

D’apres (Garrity et al., 2007) le phylum Actinobacteria referme une seule
classe :Actinobacteria. Cette classe est subdivisée en 5 sous classes, 6 ordres, 13 sous

ordres, 41 familles, 193 genres et prés de 1711 espéces.

Les Bactériologistes ont considéré les actinomycetes comme des bactéries, tandis que
les mycologistes les ont  considérés comme des champignons. Actuellement, Ce probléme
aétéréglé, et dles sont classées définitivement parmi les bactéries, car elles présentent une
cytologie qui ressemble a celle des bactéries par I’ absence de la membrane nucléaire et des
organites flagellaires et selon leur paroi qui ne contient ni chitine ni cellulose, mais

contient une glycoprotéine, lysine et I’ acide Diaminopimélique (Kitouni, 2007).
[I1. Ecologie des actinomycetes

Les actinomycétes sont des bactéries ubiquitaires (Divya et Nawani, 2014),sont
largement distribués dans la nature (Semedo etal.,2001).Elles varient selon les biotopes et
les conditions climatiques, leur densité est de I’ ordre de 10°-10° cellules par gramme de
sol. Le genre de Streptomyces représente plus de 95% des souches actinomycetal es isolées
apartir du sol (logman, 2009).

La distribution et |’abondance des actinomycétes dépend généralement de divers
habitats écologiques, incluent le sable de plage, I'eau de mer (Kumar et Kanmabiran
,2010) ;les sols, les eaux douces, les engrais, les terreaux en grand nombre, comme elles
peuvent étre retrouvées aussi sur les résidus des plantes et des produits alimentaires (Abede
et al., 2013) (Tableau I).
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Elles forment une partie signifiante de la flore microbienne du sol, depuis le tournant
du siécle; particulierement dans les sols neutres et acalins partiellement secs et avec un
contenu important de matiére organique (David et williams, 1970).La magjorité des
actinomycetes cessent de se développer a environ pH 5, et elles comportent un tres petit
composant des populations microbiennes des sols acides(Khan et Williams,1975).

Tableau | : Répartition des actinomycétes dans la nature(Kitouni,2007).

Genre Habitat

Actinomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau, litiere

Frankia Nodule de racine
Microbispora Sol

Micromonospora Sol, eau

Nocardia Sol, eau

Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiere
Saccharomonospora Matiére en décomposition
Streptomyces Sol, eau, litiere
Streptosporangium Sol

Thermomonospora Matiere en décomposition et fermentation

V. Cyclebiologique des Actinomycétes

Le cycle de développement des actinomycetes est trés complexe sur milieu solide
(sanchez, 2007).En effet, lorsque les spores trouvent les conditions favorables et les
éléments nutritifs ; elles germent et donnent naissance a un mycélium primaire et former
des hyphes non septés, plurinucléés, ramifiés et ancrés sur milieu solide (Flardh et Buttner
, 2009).

Le mycédlium primaire s autolyse et les produits qui en résultent sont utilisés par le
mycélium aérien. Les extrémités des hyphes aériens se spiralisent, se cloisonnent et se
différencient pour former des chaines de spores uninucléés qui sont des agents de

dissemination(figure. 1).



Synthése bibliographique

En milieu liquide, les celules se développent uniquement sous forme de mycédlium
primaire(Colombié, 2005).

spore libre germmation sporale niycélium du substrat
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Figure.l: Cycle de développement du Sreptomyces (Loucif, 2011).
V. lesantifongiques produits par les actinomycetes

Depuis la découverte de streptomycine par Schutz et a en 1944 et de la
gentamicine en 1963 ; beaucoup de chercheurs ont été intéresse pour d autres genres a
part les Streptomyces comme producteurs de nouveaux composés —antimicrobiens
(Takahashi et al., 1999).

Prés de 20% des antibiotiques sécrétés par les actinomycetes ont un pouvoir
antifongique, les 80% restants ayant des propriétés assez diverses: antimicrobiennes
(antibactérienn et antifongique a la fois) antivirales antitumorales ou insecticides
(buckingham, 1997).
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V.1. Lesantifongiques

Presque la moitié des substances antifongiques naturelle sont synthétisés par les
actinomycetes, en particulier les streptomycetes, qui est le genre le plus répondus dans
I’ environnement (Badji et al, 2005).

Les antifongiques sont en nombre restreint, ils représentent 20% des molécules
produites par les actinomycetes. Ondistingue deux types selon leur structure chimique :
» Polyéniques ayant un effet actif contre les champignons tel que I’amphotéricine B

(Thakur et a., 2007).

» Non polyéniques pouvant avoir un effet antibactérien et antifongique tel que le

cycloheximide (Hamoir et al., 2001).

V1. Importances des actinomycetes
VI.1l.Importance dans!’industrie

Les actinomycétes constituent une source importante d antibiotiques et d autres
métabolites secondaires a utilité industrielle.
De ce fait, de nombreux chercheurs portent un intérét croissant aux actinomycétes et
certains pays en ont fait I’un des axes prioritaires de leurs programmes de recherche en
biotechnologie (Logman , 2009).

V1.1.1. Production d’autres substances

Les actinomycetes sont les meilleure source commune d antibiotique, et plus
récemment se sont avérés étre une source prometteuse d'enzymes, inhibiteurs d’ enzymes,
des vitamines (Semedo etal., 2001),agents antitumoraux, produits cosmétiques, les
pesticides, antiparasitaires (Valli et al, 2012).

Les Streptomycetes, en particulier, sont capables de produire des hydrolases et des

chitinases qui exercent leur activité maximale a des pH acides (Kitouni ,2007).

Certaines espéces d’ actinomycetes sont capables de dégrader ou de transformer des
toxines produites par des champignons toxinogenes (Mycotoxines), certaines substances
comme la spiramycine sont utilisées pour le traitement, des emballages et d autres pour la
protection de certains fromages (Boudjella, 2007).
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V1.2. Importance dans le domaine agronomique

Les actinomycetes sont associés a la production de matiere organique du sol en
raison de leur colorant noir appelé : mélanine, et elles ont également un réle important dans
la décomposition des matériaux organiques et cycle de carbone (Smriti et al., 2012,
Semedo et al., 2001).

Quelgques actinomycetes forment des associations limitées avec les plantes, afin de
coloniser leurs tissus internes sans causer des symptomes d’infections, En plus elles ont la
capacité d’ empécher les microorganismes pathogenes pour les plantes (Dinishi, et Dennis
,2008).

Le genre Frankia est connu par son réle dans la fixation d’ azote atmosphérique au

niveau des nodules racinaires de certains arbres et |égumineuses (Beryl et Watson ,2006).

Les actinomycétes ont un réle important dans la dégradation des polymeres de
structure relativement complexes comme la cellulose, I’hémicelluloses, la pectine, la
kératine et la chitine (kitouni, 2007).

VII. Pathogeénicité

L es actinomyceétes peuvent étre responsables de différentes pathologie :

» L’actinomycose est une infection chronique rare causée par une Actinomycétes
anaérobi e responsable de laformation d’ abces de localisations cervico -faciales,
thoraciques, digestives et génitales (Tamain etal ., 2013).

» Les actinomycetes aérobies (Actinomycétomes) peuvent étre responsables d une
pathol ogie inflammatoire chronique appel ée mycétome (Iniesta etal ., 2013).

» L’espéce Isradii présente une cause primaire de décomposition dentaire (Beryl, et
Watson ,2006).
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|. Matériel biologique
| .1 Origines des souches

Les souches utilistes dans cette éude proviennent de la collection du

laboratoire de microbiologie appliquée (LMA).

Dans cette &ude une souched’ actinomycéte(ST A1o) est utilisée.C’ est une souche
isolée a partir de la station d' épuration d’ Aokas a Bejaia, €lle est conservée a 4°c sur une
gélose MEM. Selon des travaux antérieurs, effectués au laboratoire LMA, cette souche est

douée d’ une activité antimicrobienne.

Le germe cible utiliséepour la mise en évidence de I’ activité antifongiquede la

souche d’ actinomyceétes estune souche de levure (Candida albicans).

I'1. Revivification des souches
Larevivification de la souche productrice STA1o a été effectuée sur :

e Unmilieu solide MEM (Annexe) ; suivi d' une incubation de 7joursa 28 C°.
e Un milieu liguide M2 (Annexe |) par desrepiquages successifs,suivis d’incubation
dedjoursa 28 C°.

La souche cible (candida albicans) a été repiquée dans 9 ml de BHIB (Annexe 1),

puis elle est incubée a 37 C° pendant 24h.
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II1. Mise en évidence del’activité antifongique sur un milieu liquide

[11. 1. Précultures

Un tube de 5 ml de milieu M2 liquide est ensemencé, en utilisant une charge d' une
culture fraiche sur gélose, de la souche ST A1o, Le tube est incubé a 28C° pendant 4 jours
avec une agitation manuelle chaque jour. Cette culture va servir de précultures pour

ensemencer le grand volume.
[11. 2. Culture

Un flacon de 250ml, contenant 50 ml du milieu liquideM, est ensemencé par la
préculture précédemment préparé. Le flacon est incubé a 28 C° pendant 10 jours avec
agitation manuelle journaliere. Par la suite, laculture de la souche ST Aiocestcentrifugée a
une vitesse de 12000 g pendant 20 min a 4 C°, le surnageant récupéré est concentré 20

fois sousvide al’ aide d’ un évaporateur rotatif a40 C°.

Lamise en évidence de I’ activité antifongique de la souche ST A1oa été réalisée par
la techniquedécrite par de Camargoet al. (2013) avec modification. Des puits sont creuses
stérilementa I’aide d’'un emboutde 9mm dediamétre, dans unegélose Muller Hinton;
préal ablement ensemencée par écouvillonnage avec une culture fraiche deC. Albicans de

10%UFC/ml, les puits est remplit avec 100 pl du surnageant concentré.

Laboite estmisea 4 C° pendant 2h, pour arréter la croissance du germe cible, et
permettre une bonne diffusion des agents antimicrobiens, la boiteest ensuite incubée a
37C° pendant 24h.

L’ activité antimicrobienne est révélée par I’ apparition de zonesd’ inhibition autour

des puits.Les diamétres des zones d’ inhibition sont mesurés, exprimés en millimétre

(Yedir et al., 2001).
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V. Production des substances antifongiques

IV-1.1.Pré-culture

Sixtubes de 5 ml de milieu M2 liquide sont ensemencés, en utilisant une bonne
charge d’ une culture fraichesur gélose, de la souche ST A1, Les tubes sont incubés a 28¢°
pendant 4 jours avec une agitationmanuelle chague jour.Ces cultures vont servir de

précultures pour ensemencer les grands volumes.

IV-1.2.Culture

Six flacon de 250ml, contenant chacun 50ml du milieu liquideM2,sont ensemencés
par les précultures précédemment préparées. Les flacons sont incubés a 28°c pendant 10
jours avec agitation manuelle journaiere. Par la suite, les cultures de la souche
ST Azesontcentrifugées a une vitesse de 12000 g pendant 20min a 4°C, le surnageant

récupére est concentré 20 fois sous vide al’ aide d’ un évaporateur rotatif a40°c.

Letest d activité du surnageant concentré est effectué par la technique des puits
décrite précédemment. Les diametres des zones d’inhibition sont mesurés et exprimés en

millimétre.
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Culture STA10

7 jours d’incubation & 28°C sur une gélose MEM

l

Ensemencement des précultures

M2 M2

|

6tubes % Repiquage tube atube 6tubes

djoursa 28°c djoursa 28°c

2 /

6flacons ‘_J 10 joursa28°c
M2
Centrifugation a 12000 g pendant 20 min a4°c
Culot (écarté)
Surnageant
Concentration (15ml) — Testsd activité

Figure. 2 : Production des substances antifongiques par la souche ST A1o sur milieuM:
liquide.
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V. Purification partielle des substances antimicrobiennes

En vue de purifierpartiellement les substances antimicrobiennes produites par la souche

d actinomycéte STA1o, unechromatographie en phase inverse est utiliséeLa semi-
purification est effectuée sur une colonne de gel de silice Cig (Discovery DSC-18, 10g,
60ml, USA).

Figure. 3 : Montage de la chromatographie en phase inverse effectuée sur gel deCis.
V.1. Préparation des solvants organique

Les solvants organiques utilisés pour réaliser la chromatographie en phase inverse

sont les suivants:
e une solutionde TFA a0.05% préparée en mettant 1 ml de TFA concentré dans
2L del’eau digtillé.

e Des solutions de 120 ml contenant un gradient croissant et discontinu d’ acétonitrile
dans la solution de TFA a0.05% préparées a des concentrations d acétonitrile allant
de 0% a50%. (Tableau I1)

11
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Tableau Il : Préparation des différentes solutions d’ acétonitrile dans le TFA a0,05%

Volume Volumede TFA Volumefinal (ml) Concentration dela
d’acétonitrile (ml) a0,05% (ml) solution en
acétonitrile(%)
0 120 120 0%
12 108 120 10%
24 96 120 20%
36 84 120 30%
48 72 120 40%
60 60 120 50%

V.2. Préparation dela colonne

La colonne a été nettoyée avec 120 ml d’ acétonitrile puis équilibrée avec 120 ml de
lasolution de TFA &0,05%.

V.3. Passage des échantillons a traver sla colonne C18

L’ échantillon équilibré (avec TFA a0,05%, v/v) et filtré en utilisant des membranes
de 0,45 um de nitrocellulose, est passé a travers la colonne a un débit de2 mil/min. Apres

le passage de I’ échantillon |a colonne est lavée avec 240ml de la solution TFA a0.05%.

L'éution est assurée par les solutions (120 ml) contenant des concentrations
d acétonitrile alant de 10% a50%. En fin, la colonne est lavée avec 120 ml d’ acétonitrile.

Les fractions récupérées sont évaporées sous vide pour éiminer les solvants

organiques.

L’ activité antifongique des fractions obtenues est testée a I’égard de C.albicans par la

méthode des puits.
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Matériels et méthodes

V1. Calcul du nombredesunitésd’arbitraires:

La quantification des substances antifongiques des fractions actives (le surnagent
concentré et la fraction obtenue avec 0% d acétonitrile) est réalisée par le calcul du
nombre d’ unités arbitraires (UA) (Hermine et al., 2010). Une sé&rie de dilutions en cascade
des fractions actives est effectuée en utilisant I’eau physiologie, un test d activité
antifongique (anti-C.albicans) de chaque dilution est réaisé par la méthode des puits
décrite précédemment. Le nombre d’ unités arbitraires est égal a I’'inverse de la dilution
maximal donnant encore lieu a une zone d'inhibition déectable. La concentration en

substances antifongiquesest exprimée en unités arbitraires par ml (UA/ml).
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Colonne Cigéquilibrée avec TFA dans!’eau a0.05%

15ml d’ échantillon '
+15ml de TFA g
a0.05%
Surnageant
concentré

SESISESESES

0% 10% 20% 30% 40% 50%  100%

J

Concentration

J

Tests d activité pour chague fraction contre candida albicans

Figure. 4: Purification partielle des substances antifongique produites par la souche

STA10.
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VI1I. Caractérisation physicochimique des substances antifongiques

Il est indispensable de tester |a stabilité des substances antimicrobiennes produites par la
souche ST Aicen présence de certains facteurs physicochimiques tels que le pH et les

enzymes proteol ytiques.

Apres chague test, |” activité antifongique est vérifiée par la technique des puits vis-a
vis de C. albicans, les résultats des tests sont comparés dans chaque cas a des témoins
n’ayant pas subit |’ action de ces agents.

VIl.1 Effet de pH

Des aliquotes de 200 pl des fractions actives sont gjustées a différentes valeurs de pH
dlant de 2 a9, en utilisant les solutions tampons suivantes : glycine-HCI aux pH 2.0, 3.0
et 4.0, citrate-phosphate aux pH 5.0 et 6.0, phosphate de sodium a pH 7.0, trisHCI a pH
8.0 et glycine-NaOH apH 9.0 (Fariaet al., 1994).

Des aiquotes de 200 pl sont mélangés avec 600 pl de chague solution tampon afin
d avoir les valeurs de pH voulues, les fractions sont laissees 4h a température ambiante.
Elles sont ensuite testées pour leur activité antifongique par |a technique des puits décrite
précédemment.

Un échantillon de 200ul de la fraction active est additionné de 600 pl d eau distillée
est utilisé comme témoin positif. Les solutions tamponsont utilisées comme témoin négatif,
pour s assurer que |’ activité antifongique vienteffectivement des substancesantifongiques ;

présentes dans la fraction active et non pas sous |’ effet du pH des tampons.
V11.3 Effets des enzymes protéolytiques

Les enzymes utilisées dans ce test sont la papaine et la trypsine. Des solutions
enzymatiques de Img/ml de chaque enzyme sont préparées dans un tamponphosphate de
sodium a pH 7.0. Des aliquotes de 200ul de la fraction active sont mélangés séparément
avec 200 ul des différentes solutions enzymatiques; les mélanges sont incubésa 37°c

pendant 4h. Letest d’ activité antifongique est effectué par la technique des puits.

Un échantillon de 200ul de lafraction active est additionné de 200 ul d’ eau distillée
est utilise comme témoin positif.Les solutions enzymatiques sont utilisees comme
témoinnégatif, pour assurer que I'activité antifongique vientvraimentdes
substancesantifongique ; présentes dans lafraction et non pas sous |’ effet des enzymes.
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Résultats et discussion

| - Revivification des souches

La croissance de la souche STA10 est remarquée: Au bout du quatriéme jour
d’incubation sur le milieu solide MEM. Au septieme jour,le mycéliumaérien apparait sous
forme de poudre avec unecouleur blanche a beige quicouvre la gélose.Sur milieu liquide
M2, la croissance est visible dés le deuxiéme jour d’'incubation, I’ appariation de pelotes a

commencée dés le troisieme jour d incubation.

Ces résultats sont similaires a ceux reportés dans de littérature. La souche STA10 est
une souche filamenteuse, elle aun aspect poudreuses sur la surface du milieu gélose (Valli
et al., 2012) ;en milieu liquide, les cellules se développent uniquement sous forme de
mycélium primaire (colombié , 2005).

| 1-Production des substances antifongiques

Une bonne croissance de la souche ST Aiodans le milieu liquide M2 est manifesté
aprés 3 jours d'incubation ; par I’ apparition de petites pelotes bombées d’'a peu présl a 2
mm de diametre avec une couleur blanche abeige.

Figure. 5: I’activité de la souche ST A10cultivé dans milieu liquide

visavis aCandida albicans.
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[11-Mise en évidence del’ activité antifongique de la souche STA10

L’ effet inhibiteur du surnagent concentré de la souche STA10sur C. albicans est
détecté par |’ appariation d’une zone d'inhibition au tour des puits de 20 mm de diamétre
(figure. 5).

D’ aprés Mariadhas et al (2013) les actinomycetes ont une large capacité pour la
production de métabolites antimicrobiens ayant une forte activité, qui les met parmi les
trés importants microorganismes ciblés dans les recherches des nouvelles molécul es.

V. Purification partielle des substances antifongiques

IV-1.Chromatographie en phase inverse

D’ apres les résultats obtenus pour les différentes fractions testées; seulement la fraction
obtenue a 0% d’ acétonitrile présente une activité antifongique a I’ égard de C.albicans

avec une zone d'inhibition de 34 mm (figure. 6).

Figure. 6 : Activité antifongique vis-avis a C.albicans de la fraction obtenue a 0%

d’ acétonitrile apres chromatographie en phase inverse.
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Diameétres (mm)

10% 20% 30% 40% 50%
Fractions

Figure. 7 :L’ activité antifongique des fractions purifiées par chromatographie

en phase inverse vis-a-vis a C.albicans.

V. Lecalcul du nombred’unitésd’arbitraires

Le nombre d' unité arbitraire est calculé pour le surnageant et les fractions actives

L e surnageant concentré:

Le nombre d'unités d’arbitraires dans le surnageant obtenues est égal a 40UA/ml,
avec un total de 600UA (15 ml du surnageant concentré) (Figure. 8).

Figure. 8 : L’activité du délutions du surnageant concentré al’ égard de C.albicans.

18




Résultats et discussion

» Lesfractions obtenues par la chromatographie en phase inverse :

Le nombre total d’ UA est de 300 UA/ml pour lafraction a0% d’ acétonitrile (Figure. 9).

Figure. 9 : Détermination des unités arbitraires des fractions obtenues aprés

chromatographie en phase inverse vis-avis a C.albicans
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VI. Caractérisation physicochimique des substances antifongiques
produite par la souche STA10

V1.1 Effet du pH

Apres 24 h d’'incubation, les cultures ont révélées des zones d’inhibition a des pH
acides, neutres et alcalins, le diamétre de ces zones est maximal apH 8, il est del’ordre 15
mm. A pH 2 & 7, les zones d'inhibition obtenues sont de 11 & 12 mm de diametre.
Cependant, il y aeu une perte totale d’ activité apH 9 (Figure.10).

apH2 bpH3,c:pH4,d:pH5,e:pH 6, f:pH 7 ,g:pH 8, h:pH 9

Figure. 10 : Effet du pH sur I’ activité antifongique de la fraction concentré issue de la

culture sur milieu liquide envers Candidas albicans.

Les résultats donnés par les solutions tampon a différentes valeur de pH montrent que
les zones d'inhibition obtenue ne sont pas dues a la sensibilité du germe cible aux

variationsde pH, mais a des substances antifongiques contenues dans les fractions testées.
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20
/ Diamétre des zone
15 - d'inhibition (mm)
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Figure. 11 : L effet du pH sur I’ activité antifongique envers candidas albicansdela

fraction purifie par chromatographie en phase inverse et des solutions tampons(Témoin).

V1.2 Effets des enzymes

A pres 24 h d'incubation, des zones d’'inhibition de 19 mm sont révélées autours
des puits contenant la fraction active traitée par les enzymes protéolytiques, cependant
aucune zone d'inhibition n'est détectée autour des puits contenant les solutions
enzymatiques seules (témoin négatif) (fig. 13). Une légere différence de diametres des
zones d'inhibition est observée entre la fraction active traitée et le témoin positif (20 mm
de diameétre) (Fig. 14). Ces résultatssuggerent que les substances antifongiques produites
par la souche STA10 sont résistantes a |’ effet protéolytique de la papaine et de la trypsine,
ce qui signifie qu'elles ne sont pas, du tout, de nature protéique ou hien elles sont

insensibles a ces deux enzymes protéolytiques. (Figure. 12).

Ces résultatsne permettent pas de déterminerlanature des substances antifongiques
produites par la souche STA10. En effet, plusieurs traveux effectués sur des substances
antimicrobienne de nature protéique ont montrées que ces substances purifiée sont
insensibles partielement ou substances ou totalement a I’ effet des enzymes protéol ytiques
citées s dessus (Tiwari et Srivastava,2008 ; Xieet al., 2009 ; vamanu et vamanu, 2019).
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aPapaine, b:Trypsine, c:Témoin (papaine), d:Témoin(Trypsine)

Figure. 12 : Effet des enzymes sur I’ activité antifongiquede lafraction purifie par la

chromatographie en phase inverse.

20
18 -
16 -
14 -
12 -
10 - B papaine

H trypsine

Diameétre des Témoin négatif témoin positif
zones d'inhibition
(mm)

oON b O
1

a: témoin, b: Papaine, c: Trypsine,d: Témoin négatif 1,e: Témoin négatif 2

Figure. 13 : Effet des enzymes sur I’ activité antifongiquede lafraction purifie par la

chromatographie en phase inverse.
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Conclusion

Dans cette étude, une souche d’ actinomycétes STA 10 a montré sa capacité de
produire des substances antifongique contre de C. albicans; cette production a éé

réalisée sur milieu liquide M2.

Une purification partielle de ces substances antifongique a été réalisée par une

chromatographie en phase inverse sur gel de silice C18.

Apres la chromatographie, la seule fraction qui présente I’ activité antifongique est

celle de 0% d’ acétonitrile.

Les résultats obtenus par les caractérisations physicochimiques des substances
antifongiques, produite sur milieu liquide M2, a montré que ces substances sont
influencées par des diverses conditions qui entoure le milieu de croissance de leur souche
productrice tels que :

» L’effet du pH qui a été présenté par desréductions partielles et totales ;
> |’ effet des enzymes (papaine et pepsine) ; ou I’ activité est partiellement réduite.
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Annexel

Annexel : Lesmilieux deculture:

Tableau | : Milieu MEM (pH7.5)

composition Quantité (g/l)
Extrait delevure 4
Peptone 2

Agar 20
Amidon 10

On gjoute 500 ml d’eau de mer et 500 ml d'eau distillée.

Tableau Il : Milieu M2 (pH7.2)

Composition Quantité (g/l)
Amidon 10
KNO3 2
K2HPO4 2

Na CI 2
Caséine 0.3
MgS0O4, 7TH20 0.05
CaCO3 0.02
FeSO4, 7TH20 0.01
Tableau |11 : Bouillon nutritif (pH7.2)

Composition Quantité (g/l)
Peptone 10
Extrait deviande 5
Chlorurede sodium 5
Tableau 1V : G8ose Muller Hinton (pH7.3)

Composition Quantité (g/l)
Extrait deviande 3
Hydrolysat acide caséine 17.5
Amidon 15
Agar 16




Annexel

Tableau V : Milieu BHIB (pH7.5)

Composition Quantite (g/l)
Infusion Ceeur-cervelle/peptone de viande 12
Peptone de caséine 15
Extrait delevure 5
Dextrose 2
Chlorurede sodium 55
Phosphate dipotassique 2.5
L-Cystéine 0.5
Hémine 0.005
Vitamine K 0.010

Sang de mouton défibriné : 50 mi



Annexe 1]

Annexell : Lesrésultats destestesd’ activité
Effet du pH

Tableau VI : Diametres des zones d’ inhibition pour le surnageant du milieu liquide

pH T 2 3 4 5 6 7 8 9

Zone + + - + + + + + -

Diamétre 20 14 12 12 12 12 11 15 0
(mm)

Tableau VII : Diameétres des zones d’inhibition pour les solutions tampon témoin

pH T 2 3 4 5 6 7 8 9
Zone T - - - - - - - -

Diamétre | 20 0 0 0 0 0 0 0 0
(mm)

Effet des enzymes

Tableau VIII : Diametre des zones d inhibition pour le surnageant du milieu liquide

Enzyme papaine Trypsine
Zone + +
Diameétre (mm) 19 19

Tableau | X : Diametre des zones d’ inhibition pour les enzymes utilisées comme témoins

Enzyme papaine Trypsine
Zone - -
Diamétre (mm) 0 0



Résume:

Objectif : Etude de I'activité antifongique des substances produites par une souche
d actinomycéte ST Aio et une caractérisation physicochimique de ces substances aprés semi-
purification par la technique de chromatographie en phase inverse.

Matériel et méthodes: La souche STA10 a été cultivée sur milieu M2 liquide, la mise en
évidences de I’ activité antifongique des substances a été réalisée par la technique des puits a
I’ égard de Candida albicans. La semi-purification a été réalise par chromatographie en phase
inverse sur gel de silice C18. La caractérisation physicochimique de ces substances a été
effectuée a différente pH et des enzymes protéol ytiques.

Résultats: Les substances antifongiques produites par la souche STA10 d actinomycetes
présentent une activité antifongique a I’égard de candida albicans. Aprés la purification
partielle seulement la fraction obtenue a 0% d’ acétonitrile présente une activité antifongique
a |’égard de C.albicans. Les enzymes protéolytiques ne permettent pas de déduire sa nature
protéique du faite que cette substance n’ est pas sensible a ces enzymes.

Mots clés: Actinomycetes, Candida albicans, Activité antifongique, substances

antifongiques, Purification, Chromatographie, Caractérisation.

Abstract:

Objective: Study of antifungal activity of substances produced by a strain of actinomycete
STA10 and physicochemical characterization of these substances after semi-purification
technique of reverse phase chromatography.

Materials and methods: STA10 The strain was grown on liquid medium M2, the formatting
of the antifungal activity evidences substances was performed by the technique of the wells
with respect to Candida albicans. The semi-purification was accomplished by reverse phase
chromatography on C18 silicagel. The physicochemical characterization of these substances
has been carried out at different pH and proteol ytic enzymes.

Results: The antifungal substances produced by actinomycetes strain STA 10 exhibit
antifungal activity against Candida albicans. After partially purifying the fraction obtained
only at 0% acetonitrile shows antifungal activity against C. abicans. Proteolytic enzymes do
not allow to deduce its protein made nature of this substance is not sensitive to these enzymes.

Keywords. Actinomycetes, Candida albicans, antifungal activity, antifungal substances,

purification, chromatography, characterization.
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