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Figure 54:spectre de masse du composé C1 en mode positif de la souche S. 

coeruleorubidus SFKH10. 
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Figure 55: structure chimique du composé C1 produit par la souche S. coeruleorubidus 

SFKH10. 
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Figure 56: structure chimique des polyéthers abierixine, nigéricine, épinigéricine et 

grisorixine méthyle ester produits par la souche S. youssoufiensis SF10. 
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Figure 57: a. Des courbes dose-réponse des cellules de glioblatomes (COMI et 

VIPI) traitées par la nigéricine et grisorixine méthyle ester. b. Valeurs de CI50 

de la nigéricine et de la grisorixine méthyles ester.   
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Résumé 

Les actinobactéries sont des bactéries filamenteuses, habitant principalement le sol. 

Elles sont connues par la production d’une grande diversité de molécules bioactives, 

notamment les antibiotiques. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail de recherche. Pour 

cela, 99 isolats d’actinobactéries, ont été obtenus à partir d’échantillons de sols, semi-arides 

algériens, peu exploités ; sol rhizosphérique (Pin d’alep Wilaya de khenchela), sol 

montagneux (Djebel Chélia, Wilaya de Khenchela) et sol de Sebkha (Wilaya d’Oum El 

bouaghi). Le criblage préliminaire basé sur l’activité antimicrobienne, a permis la sélection de 

trois isolats très perfomants ; SF10, SFKH4 et SFKH10. L’étude phénotypique et 

chimiotaxonomique, des trois isolats, a permis de les affilier au genre Streptomyces. 

L’analyse phylogénétique a permis d’attribuer les isolats SF10, SFKH4 et SFKH10, 

respectivement, aux espèces Streptomyces youssoufiensis, Streptomyces spororaveus et  

Streptomyces coeruleorubidus avec des pourcentages de similarité de 99,8%, 99% et 99%, 

respectivement. 

 

L’activité antimicrobienne a été réalisée contre plusieurs microorganismes-tests, en 

utilisant les extraits de molécules produites par les trois souches après culture en milieux 

solides et extraction par l’acétate d’éthyle. La structure des molécules actives, purifiées par 

différentes méthodes chromatographiques, a été réalisée en couplant plusieurs techniques de 

spectrométrie de masse et de résonance magnétique nucléaire (RMN 
1
H, RMN 

13
C, MS, MS 

tandem, IR et UV–Visible). La souche Streptomyces. youssoufiensis SF10, a produit plusieurs 

molécules appartenant à la famille des polyéthers ionophores ; abierixine, nigéricine, 

épinigéricine et la nouvelle molécule grisorixine méthyle ester. Par ailleurs, une seule 

molécule, appartenant à la famille des macrotétrolides (la dinactine), a été obtenue de la 

souche Streptomyces coeruleorubidus SFKH10. De plus, l’étude préliminaire des molécules 

sécrétées par la souche Streptomyces spororaveus SFKH4 a montré sa richesse en composés 

très complexes de haut poids moléculaire. 

 

Afin d’'obtenir la stabilité relative des épimères (nigéricin/épinigéricin et 

grisorixin/épigrisorixin), des calculs de DFT (Density Functional Theory) ont été effectués. 

Les résultats sont d’un intérêt général car elles peuvent être appliquées à une large gamme de 

polyéthers naturels polycycliques. 

D’autre part, l’étude de la cytotoxicité des molécules purifiées et identifiées a révélé 

que la nigéricine et la grisorixine méthyle ester ont affecté la prolifération des cellules 

souches du glioblastome humain de manière dose-dépendante, avec une activité plus élevée 

pour la grisorixine méthyle ester dont les valeurs de CI50 sont 3,85 et 3,05 μM pour les 

cellules souches du glioblastome VIPI et COMI, respectivement. 

En conclusion, la présente étude a permis de révéler le potentiel des écosystèmes semi-

arides algériens comme étant des réservoirs importants de souches d’actinobactéries 

productrices de molécules bioactives, notamment la souche Streptomyces youssoufiensis SF10 

dont les métabolites ont été caractérisés pour la première fois par la méthode Bioguidé. La 

forte cytotoxicité de la nouvelle molécule grisorixine méthyle ester représente un point de 

départ pour le développement de nouveau traitement contre le gliobastome multiforme. 

Mots clés : Actinobactéries, Streptomyces, sols semi-arides, antibiotiques, polyéthers 

ionophores, cytotoxicité. 
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Abstract 

Actinobacteria are a group of filamentous bacteria, mainly inhabit the soil. They are 

known for producing a wide variety of bioactive molecules, especially antibiotics. Is in this 

context that our research work focused. A total of 99 isolates were recovered from a semi-arid 

soi,collected from; rhizospheric associated soil (Khenchela), mountain soil (Mount chélia 

region, khenchela) and Sebkha soil (Oum El bouaghi). Three strains (SF10, SFKH4 and 

SFKH10), were selected, based on preliminary screening for antimicrobial activity. The 

isolates were identified as belonging to the genus Streptomyces, based on phenotypic and 

chemotaxonomic study. Phylogenetic analysis revealed that the strains SF10, SFKH4 and 

SFKH10 were most closely related to Streptomyces youssoufiensis, Streptomyces spororaveus 

and Streptomyces coeruleorubidus with a pairwise 16S rRNA gene sequence similarity of 99, 

8, 99 % and 99%.  

Ethyl acetate extracts provied by the culture of the strains on solid culture were tested 

for their  antimicrobial activity against the test microorganisms. 

The structure elucidation of the biologically active molecules, purified by different 

chromatographic methods, was carried out by coupling several techniques of mass 

spectrometry and Nuclear Magnetic Resonance (
1
H NMR, 

13
C NMR, MS, MS tandem, IR and 

UV-Visible). Streptomyces youssoufiensis SF10 strain produced several molecules belonging 

to ionophoric polyethers family, abierixin, nigericin, epinigericin, and the newly isolated 

grisorixin methyl ester. Moreover, only one molecule, belonging to macrotetrolides family 

(dinactin), was obtained from Streptomyces coeruleorubidus SFKH10 strain. In addition, the 

partial characterization of the molecules secreted by  S. spororaveus SFKH4 strain has shown 

its capacity to produce a large variety of complexes compounds having high molecular 

weight. 

The presence of epimeric forms of nigericin/epinigericin and grisorixin/epigrisorixin 

has spurred DFT (Density Functional Theory) computational calculations. This analysis was 

able to provide the relative stability of the most favored epimers. This consideration is of 

general interest and can be applied to the wide class of naturally occurring polycyclic 

polyethers. 

On the other hand, the study of the cytotoxicity of the purified and identified 

molecules revealed that both nigericin and grisorixin methyl ester showed to affect 

glioblastoma stem cells proliferation in a dose-dependent manner, with a higher activity for 

the more lipophilic grisorixin methyl ester (IC50 values of 3.85 and 3.05 μM for VIPI and 

COMI humain glioblastoma stem cells, respectively). 

In conclusion, the present study has revealed the potential of semi-arid Algerian 

ecosystems as a good source for bioactives molecules-producing actinobacteria, specialy 

Streptomyces youssoufienisis SF10 strain whose secondary metabolites profile has not been 

studied so far by bioguided method. The clear antiproliferative activity of grisorixin methyl 

ester on glioblastoma stem cells represents a promising starting point aimed to the 

development of new drug candidates in the treatment of glioblastoma multiforme.  

Keywords: Actinobacteria, Streptomyces, Semi-arid soils, Antibiotics, ionophoric polyethers, 

Cytotoxicity. 
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 الملخص

ثمذسرٓب ػهٗ إَزبط , ْذا انُٕع يٍ انجٛكزٛشٚبؼشف ٚانزشثخ ثشكم سئٛغٗ .  رزٕاعذ فٙالأكزُٕٛثكزٛشٚب ْٙ ثكزٛشٚب خٛطٛخ، 

 كًٛخ يزُٕػخ يٍ انًشكجبد انفؼبنخ خبطخ انًضبداد انحٕٛٚخ. فٙ ْزا الإطبس ُٚذسط يٕضٕع ثحضُب 

( ) (Rhizosphéreشرشثخ انشٚضٔعفٛ :أكزُٕٛثكزٛشٚب يٍ ػُٛبد يٍ رشثخ عضائشٚخ شجّ عبفخ لهٛهخ الاعزغلال  99لًُب ثؼضل 

 ٔلاٚخ خُشهخ ( ٔرشثخ انغجخخ )ٔلاٚخ او انجٕالٙ( . ,رشثخ عجهٛخ )عجم شٛهٛب ,ٔلاٚخ خُشهخ ( 

 ( .  SF10  ،SFKH4  ٔSFKH10عًح انفحض الأٔنٙ انًؼزًذ ػهٗ َزبئظ انزضبد ثبلاَزمبء صلاس ػضلاد ػبنٛخ انُشبط )

انغُظ  .رى رظُٛف انضلاس ػضلاد إنٗ ,ٔانفٛضٕٚنٕعٛخ،انجٕٛكًٛٛبئٛخ  .اػزًبدا ػهٗ دساعخ انظفبد انًٕسفٕنٕعٛخ

Streptomyces..  ثٍٛ رحهٛم انحًض انُٕٔ٘ نهؼضلادSF10  SFKH4, ٔ SFKH10  ٗثزظُٛفٓب ػهٗ انزٕانٙ  ان

 .  ٪99ٔ ٪99, 99.9ُغت رشبثّ رمذس ثـ ث S. youssoufiensis., S. spororaveus , S. coeruleorubidus انُٕع

 

ثبلاػزًبد ػهٗ ًَْٕب فٙ ٔعظ   acétate d’éthyleيٍ طشف انؼضلاد ثبعزخذاو فشصحانً انفؼبنخرى اعزخلاص انًشكجبد 

 انذلٛمخ، صسع طهت. ألٛى اخزجبس انُشبط انًضبد نهًٛكشٔثبد نٓزِ انًغزخهظبد ضذ انؼذٚذ يٍ انكبئُبد 

رمُٛبد  رى إعشاء انزحهٛم انزشكٛجٙ نٓب ثبلاػزًبد ػهٗ انفؼبنخ ػٍ طشٚك  رمُٛبد كشٔيبرٕغشافٛخ. ، انًشكجبد ثؼذ رُزمّٛ 

 RMNطٛفٛخ 
1
H , RMN 

13
C, MS,  ٔ, MS /MS  الأشؼخ رحذ انحًشاء ٔالأشؼخ فٕق انجُفغغٛخ انًشئٛخ. 

، رُزًٙ يغًهٓب إنٗ ػبئهخ  Streptomyces youssoufiensis SF10 انغلانخ لجم أفشصد يٍ .انفؼبنخ انًشكجبدانؼذٚذ يٍ 

polyéthers ionophores abierixine : nigéricine , ،épinigéricine  انغذٚذٔانًشكتgrisorixine méthyle 

ester   فٙ انًمبثم ،رًكُب يٍ رحذٚذ ثُٛخ  يشكت ٔاحذ فمظ يٍ علانخS. coeruleorubidus SFKH10 ;  ًٙانهذ٘ ُٚز ٔ

 .macrotétrolide  (Dinactine)نؼبئهخ 

صشاء ْزِ الأخٛشح نًشكجبد يؼمذح   S. spororaveus SFKH4علانخ  لجم يٍ فشصحنهغضٚئبد انً الأنٛخثُٛذ انذساعخ ا

 راد ٔصٌ عضٚئٙ ػبنٙ

 

 إعشاء َظشٚخ ػهُٛب  اعزٕعت nigéricine/épinigéricine   ٔ, grisorixine/épigrisorixinديزًب كجبرٕاعذ أشكبل  

انُزبئظ انًمذيخ ًٚكٍ رطجٛمٓب ػهٙ ػذد كجٛش يٍ .(، ٔػهّٛ رى رحذٚذ انًزًبكجبد انًغزمشح َغجٛبDFTدانخ انكضبفخ  )

polyéthers ionophores polycyliques 

 

رأصٛشًْب ػهٗ  nigéricine ٔ grisorixine méthyl esterكشفذ دساعخ انغًٛخ انخهٕٚخ نكم يٍ ,  ٔ يٍ عٓخ اخشٖ

 3..5ٔ 5.93رمذس ة   IC50 حٛش اٌ َشبط ػبنٙ يهًٕط يغ  ركبصش انخلاٚب انغزػٛخ ثطشٚمخ رُبعجٛخ يغ  انغشػخ

 ، ػهٗ انزٕانٙ  VIPI  ٔCOMIنهخلاٚب انغزػٛخ  ٔيٕل يٛكش

 

احزٕائٓب  ػهٗ علالاد  عبفخ فٙ انخزبو ، كشفذ ْذِ انذساعخ ػٍ إيكبَبد الأعبط الإٚكٕنٕعٛخ انغضائشٚخ انشجّ

حٛش رؼزجش دساعخ   Streptomyces youssoufiensis SF10 انًُزغخ نهًشكجبد انفؼبنخ ، ٔلا عًٛب علانخ الأكزُٕٛثكزٛشٚب

 grisorixine رًضم انغًٛخ انؼبنٛخ انًغغهخ نهًشكت انغذٚذ  . Bioguidéثطشٚمخ  يشكجبد ْذِ الاخٛشح  الأنٗ يٍ َٕػٓب

méthyle ester  ٌَمطخ ثذاٚخ نزطٕٚش دٔاء عذٚذ نؼلاط عشطب  .gliobalstome multiforme  

 

 polyéthers ، انًضبداد انحٕٛٚخ، .عبفخ  ّرشة شج ، Streptomyces، . الأكزُٕٛثكزٛشٚب:  الكلمات المفتاحية

ionophores  , ,ٕ٘انزغًى انخه.  
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INTRODUCTION 

Les actinobactéries colonisent une large variété d’habitats naturels et sont capables de 

se développer sur une large gamme de substrats. Cependant, le sol représente l’habitat le plus 

colonisé par la majorité des actinobactéries et sert de réservoir pour leurs métabolites. 

Les Streptomyces sont parmi les plus nombreux et les plus polyvalents 

microorganismes du sol. Ce groupe de bactéries est, depuis longtemps, associé de façon 

directe dans de multiples rôles dans les industries grâce à la production d’une grande diversité 

de métabolites secondaires. En réponse à la pression de sélection, les espèces du genre 

Streptomyces ont su s’adapter et mettre en place des stratégies reproductives par la formation 

de spores en passant par un programme de différenciation morphologique aboutissant à une 

différentiation métabolique qui se traduit par le passage de métabolisme primaire au 

métabolisme secondaire (Ou et al., 2008). Au moins 7000 différents métabolites secondaires 

ont été découverts chez les isolats de Streptomyces dont beaucoup ont trouvé des applications 

en médecine humaine, vétérinaire, et en agriculture (Berdy, 2005, Thomas et al., 2015). La 

majorité des antibiotiques de type polyéthers sont produits par les actinobactéries du sol 

appartenant au genre Streptomyces (Andrew et al., 2009) et sont souvent associés en 

structures complexes généralement de haut poids moléculaire. 

Au cours du 20
ème

 siècle, les antibiotiques ont permis de faire considérablement 

reculer la mortalité associée aux  maladies  infectieuses. Cependant, leur utilisation massive et 

répétée a conduit à l’apparition de bactéries résistantes. Ces résistances sont devenues 

préoccupantes et conduisent à la mise en place de diverses stratégies pour éviter les situations 

d’impasses thérapeutiques. Plusieurs travaux publiés ont signalé l'apparition de nouvelles 

souches bactériennes multirésistantes aux antibiotiques (Baron et al., 2018).  

Le besoin de nouvelles molécules incite, aujourd’hui, les chercheurs à s’orienter vers 

la découverte de nouvelles souches produisant, éventuellement, de nouvelles molécules dotées 

de mécanismes d'action originaux. Cependant, dans certains cas une nouvelle souche peut 

produire un antibiotique connu. C’est le cas par exemple de la nouvelle espèce de 

Saccharothrix sp. PAL54 productrice de l’antibiotique chloramphénicol (Aouiche et 

al.,2012). 

Á l’origine de deux tiers de nos antibiotiques, les Streptomyces ont su se rendre 

indispensables à l'homme et les polyéthers des Streptomyces sont connus pour être des 



Introduction 

2  
 

molécules ayant des activités antifongique, antiparasitaire et même des activités contre 

différents types de cancer (Lowicki et al., 2013; Yakisich et al., 2017 ). Ce dernier représente 

également une cause importante de mortalité à travers le monde. Selon l'organisation 

mondiale de la santé, le cancer est l'une des principales causes de décès dans le monde, avec 

6,7 millions de décès en 2008 (environ 13% de tous les décès). Les projections sont même 

plus inquiétantes car les décès dus au cancer devraient atteindre plus de 13,1 millions en 2030 

(Huczynski, et al., 2012). 

La découverte de nouvelles structures de polyéthers s’avère être une des stratégies 

intéressantes dans le but d’obtenir de nouvelles molécules à potentiel médical. Pour ce faire, 

les chercheurs orientent leurs études sur les modifications chimiques des produits naturels ou 

bien le screening de souches  nouvellement isolées et identifiées (Djinni et al., 2013).   

L’analyse chimique des biomolécules fait preuve de beaucoup d’innovations.  Un 

large panel de méthodes est disponible pour analyser les antibiotiques (Peng et al., 2011 ; 

Eduardo et al., 2014) dans des échantillons biologiques qui se complètent les unes et les 

autres ce qui permet de proposer des structures de façon moins spéculative. 

De nombreuses recherches consacrées à la microbiologie de sols des régions arides et 

semi arides. Ces sols, bien que soumis à un climat aride, se sont révélés relativement riches en 

actinobactéries. (Boudemagh et al., 2005; Boughachiche et al., 2005; Aouar et al., 2012). 

Cependant, à notre connaissance, aucune recherche n'a porté sur l’étude structurale des 

métabolites provenant d’actinobactéries isolées des sols semi-arides de l’est algérien. De ce 

faite, nous avons choisi cet écosystème pour mener notre étude, dont les objectifs se focalisent 

principalement sur : 

 Le criblage de souches d’actinobactéries, isolées à partir des échantillons de sols prélevés de 

différents sites, potentiellement productrices de substances antimicrobiennes et les souches 

sélectionnées vont être caractérisées ; 

 L’extraction, la séparation, la purification et la détermination de la structure des molécules 

bioactives par des techniques chromatographiques et spectroscopiques ; 

 

 Etude de l’activité antitumorale de deux  molécules  majeures, provenant  de la souche 

d’actinobacétrie, testées sur deux types de cellules de glioblastome multiforme.  

 



 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 

 

 

.



Étude bibliographique 

 

3 
 

 Le genre Streptomyces  

1.1. Généralités  

Les Streptomyces sont des organismes aérobies stricts, à coloration de Gram positive, 

chimioorganotrophes, catalase positive qui appartiennent à la famille de Streptomycetaceae de 

l’ordre des Actinomycetales de la classe Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997). Ils 

possèdent un métabolisme oxydatif et un taux G+C% compris entre 70-73%. Les 

Streptomyces sont donc des organismes procaryotes qui possèdent une structure filamenteuse 

(mycélium de substrat et mycélium aérien). 

Ils sont ubiquitaires du sol et peuvent, également, se retrouver dans certains 

écosystèmes extrêmes comme les sources thermales (Xu et al., 1998) et les sédiments marins 

de l’antarctique (Ivanova et al., 2001). Plus de 600 espèces de Streptomyces ont été isolées et 

identifiées (Labda et al., 2012). 

Les membres de ce genre ont une paroi de type I caractérisée par la présence de l’acide 

LL-diaminopimélique (LL-DAP) et de glycine et l’absence de sucres caractéristiques (Zhao et 

al., 2009). La paroi cellulaire de Streptomyces peut inclure d’autres polymères comme l’acide 

teichuronique et l’acide teichulosonique. Récemment, il a été démontré la présence d’un 

inhabituel hétéropolymére, avec des unités de diglycosyl au niveau de la paroi de l’espèce S. 

coelicolor M145 (Alexander et al., 2012).  

Le mycélium aérien forme à sa maturité des chaines de spores non mobiles dans un fin 

fourreau fibreux (figure 1). Les conidies (trois à plusieurs) de chaque chaîne sont souvent 

pigmentées et peuvent être lisses, velues ou épineuses. 

 Les espèces du genre Streptomyces se distinguent par rapport aux autres genres de 

l’ordre des Actinomycetales par la couleur du mycélium aérien et végétatif, la disposition des 

spores, les caractères de surface de spores, l'utilisation des glucides, la production de la 

mélanine, la réduction de nitrate et l'hydrolyse de l'urée et de l'acide hippurique. 

La majorité des espèces de Streptomyces sont saprophytes non pathogènes, il n’en 

reste pas moins que certaines espèces ce sont avérées être pathogènes de l’homme. C’est le 

cas de l’espèce S. somaliensis. D’autres espèces sont phytopathogènes et les plus cités sont : 

S. scabies, S. caviscabies, S. acidiscabies et S. reticulosacbie qui provoquent la gale 

commune de la pomme de terre (Leiminger et al., 2013). 
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Les Streptomyces sont un réservoir de biomolécules qui manifestent à faibles 

concentrations des activités biologiques de nature principalement antibactérienne, 

antifongique, anticancéreuse, antivirale ou antiparasitaire. 

 

 

Figure 1 :cliché de microscopie électronique à balayage illustrant le genre Streptomyces en 

sporulation. Barre d’échelle : 1 μm (Flardh et al., 2009). 

1.2. Cycle de développement de Streptomyces  

Une des caractéristiques du genre Streptomyces est le développement multicellulaire 

complexe, dans lequel les spores germent et forment des hyphes, avec un mycélium aérien 

multi-nucléaire qui forme des septums à intervalles réguliers, créant ainsi une chaîne de 

spores uni-nucléaires (Ohnishi et al., 2008). Le cycle de développent traditionnel du genre 

Streptomyces sur milieu solide, décrit deux différentes structures mycéliennes : mycélium de 

substrat (végétatif) et un mycélium aérien (reproduction) (Kieser et al., 2000). 

Sur milieu solide, la croissance de Streptomyces commencera par la germination d’une 

spore qui donne naissance à un mycélium de substrat dit aussi primaire formé d’hyphes non 

septées et plurinucléés. Ce mycélium ramifié est incrusté dans le milieu solide (Juan et al., 

2011). Un mycélium aérien se développe sur ce mycélium primaire. En effet, ce dernier 

s’autolyse et les produits de la lyse sont cannibalisés par le mycélium aérien. Les extrémités 

des hyphes aériens se spiralisent puis se cloisonnent et se différencient pour former des 

chaînes de spores uni-nuclées (Flardh et al., 2009) (figure 2). 

Les spores sont des agents de résistance et surtout de dissémination, réglant, ainsi, le 

problème de l’immobilité du mycélium de substrat (Flardh et al., 2009). Les conidies peuvent,  
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suivant les espèces, être produites en courtes ou longues chainettes qui peuvent être 

ramifiées ou non, droites ou en spirales. Elles contiennent la plupart des éléments du 

mycélium de substrat (primaire). Les spores contiennent des quantités plus importantes de  

potassium, de calcium et de manganèse que dans le mycélium de substrat et englobent 

souvent des pigments et des composés aromatiques ce qui augmente leur capacité à survivre 

dans des environnements hostiles (Chater et al., 2006). Leur contenu en tréhalose aurait, 

aussi, un rôle dans la dormance et la résistance des spores (Mc Bride et Ensign, 1986). 

Par ailleurs, la plupart des procédés industriels de la production des métabolites 

secondaires sont effectués avec des cultures liquides (Angel et al., 2008). les Streptomyces 

généralement ne sporulent pas dans ces conditions (Rueda et al., 2001). Quatre types 

morphologiques de la croissance du mycélium se distingue dans les cultures submergés : 

pellets (masses compactes de 950 μm de diamètre), des touffes (masses moins compactes de 

600 µm de diamètre), hyphes ramifiées et non ramifiées (Denser et al., 2002). Certaines de 

ces structures se développent sous forme d'un biofilm constitué de polymères extracellulaires 

collants et des substrats insolubles (Kim et al., 2004).  

 

Figure 2 : cycle de développement de Streptomyces dans un milieu solide (Flardh et al., 

2009). 

D’autre part, Angel et al. (2008), ont montré une nouvelle fonctionnalité de 

développement de Streptomyces coelicolor A3 cultivé en milieu liquide. Cette souche 

développe un modèle de croissance analogue à celui décrit pour les cultures en surface (en 
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milieu solide). Les spores germent en un mycélium compartimenté (mycélium primaire). Ces 

jeunes hyphes cloisonnés commencent à former des pastilles qui se développent selon un 

motif radial (figure 3). 

 

 

Figure 3: analyse par un  microscope confocal à balayage laser (CLSM) du  cycle  de 

développement de S. coelicolor A3(2) dans un milieu submergé d’après Angel et al. (2008). 

1.3. Génétique de Streptomyces  

1.3.1. Plasticité du génome de Streptomyces 

Les Streptomyces présentent des caractéristiques génomiques originales chez les 

bactéries avec un ADN chromosomique linéaire de taille importante (8,7Mbp à 11,9 Mbp) 

(Zhou et al., 2012). Aux extrémités du chromosome se trouvent des séquences inversées 

répétées (appelées TIR pour Terminal Inverted Repeat) de taille variable selon les espèces de 

Mycélium 

primaire 

Mycélium multi 

nucléaire 
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Streptomyces. Ces TIR sont impliqués dans le processus de réplication de l’ADN de la 

bactérie. 

Récemment deux séquences du génome de 6,4Mb et de 6,8Mb ont été déterminées et 

publiées,  respectivement, pour la souche S. violaceusniger SP6 (Chen et al., 2013) et la 

souche S. albus J1074 (Zaburannyi et al., 2014). Ces deux dernières espèces possèdent le plus 

petit génome parmi toute les Streptomyces. En fait, ce record est détenu par la souche S. 

somaliensis DSM 40738, une souche pathogène de l’homme (Kirby et al., 2012). 

L’assemblage de son génome était de 5,18 Mbp de longueur (Harrison et al., 2014). En effet, 

l’évolution de la pathogenèse de cette espèce semble associée à une réduction du génome. 

Un nombre important de génomes de Streptomyces ont été séquencés et assemblés 

entièrement. La variabilité génétique observée chez les espèces de Streptomyces est 

étroitement liée aux niches écologiques des souches. Les organismes vivants dans des habitats 

complexes et changeants présentent un génome assez grand.  Par exemple, S. scabies (10,148 

Mb), bactérie vivante dans le sol possède le plus grand génome séquencé (Alexandre, 2007). 

En revanche, les bactéries vivantes dans une niche stable possèdent un génome beaucoup plus 

réduit. 

S. coelicolor est l’espèce de Streptomyces la plus étudié depuis 1996 jusqu’ à 

maintenant. Le génome de cette souche présente 14 régions contenant des gènes pour la 

production des antibiotiques, gènes pour la résistance aux métaux lourds (Bentley, 2002), des 

gènes codant pour un grand nombre de protéines sécrétées (819), dont 60 protéases, 13 

chitinases/chitosanases, huit cellulases/endoglucanases, trois amylases, et deux pectolyases 

(Rudi et al., 2012). Egalement, S. gancidicus BKS souche 13-15 dont le génome contient sept 

gènes mappés sur la voie de biosynthèse de la streptomycine (Kumar et al., 2013). Cependant, 

le génome de S. leeuwenhoekii contient 35 gènes codant pour la biosynthèse de métabolites 

bien spécifiques,  dont la plupart sont encore non identifiés (Juan Pablo, 2015). Le génome  

de S. ambofaciens DSM 40697 est constitué d'un seul réplicon linéaire de 8,137 Mpb (Choulet 

et al., 2006) avec des séquences inverséess répétées de 212 655 paires de bases (Thibessard et 

al., 2016). Cette souche montre des traits génomiques communs avec des souches apparentées 

comme S. ambofaciens ATCC 23877 (Figure 4) (Thibessard et al., 2015). 
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Figure 4: représentation schématique du chromosome linéaire de S. ambofaciens 

ATCC23877 (Aigle et al., 2014). 

 
 

1.3.2. Instabilité du génome de Streptomyces  

Les bactéries du genre Streptomyces sont caractérisées par une instabilité génétique 

très élevée (fréquences supérieures à 0,01 par cycle de sporulation) (Demuyter et al.,1988; 

Leblond et al., 1989). En effet, l'instabilité affecte préférentiellement des caractères du 

métabolisme secondaire, de la différenciation et de l'expression en phase tardive. 

La linéarité du chromosome de Streptomyces représente un des exemples le plus 

spectaculaire de l'instabilité génétique chez les procaryotes (Volff et al., 2000). Cette linéarité 

caractérisée par des répétitions terminales inversées (TIRS) et une protéine associée de façon 

covalente à l'extrémité 5 '(Bentley et al., 2002). Ce chromosome est intrinsèquement instable, 

et souvent subit des réarrangements chromosomiques qui se traduisent par une mutation 

spontanée au niveau des extrémités (Volff et al., 1998). En effet,  pour une moyenne, la taille 

du chromosome est d'environ 8 Mb, cela signifie que les délétions peuvent retirer environ 2 

Mb d'ADN (Vollf et al., 2000). 

Plusieurs facteurs comme l’inactivation du gène recA, l’exposition aux  mutagènes, le 

choc thermique au cours de la croissance peuvent influencer la fréquence de l’instabilité 

génétique chez les Streptomyces (Volff et al., 1997). En effet, l'instabilité génétique a été bien 

étudiée par de nombreux auteurs et sur plusieurs souches de Streptomyces, S. lividans, S. 
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antibioticus, S. glaucescens et S. avermitilis (Birch et al., 1991 ; Redenbach et al., 1993 ;Yu 

et al., 1993 ; Wei et al., 2010), respectivement. 

 1.4. Le genre Streptomyces du sol forestier 

Le genre Streptomyces est le principal habitant du sol, atteignant jusqu'à 90% des 

actinobactéries isolés à partir des échantillons de sol (Mobolaji et al., 2013). En fait, l'odeur 

de terre humide est en grande partie due à la production de substances volatiles, telles que la 

géosmine, par les Streptomycètes. 

Ces micro-organismes jouent un rôle majeur dans la minéralisation. Ils sont très 

souples au niveau nutritionnel et ils peuvent dégrader, en aérobiose, des substances assez 

complexes telles que la pectine, la lignine, la chitine, la kératine, le latex et des composés 

aromatiques. 

L’écosystème du sol forestier est considéré comme un des importants habitats que 

colonise le genre Streptomyces. Cet environnement riche et dynamique assure des fonctions 

essentielles, complexes et interactives au sein de l'environnement depuis des millions 

d'années. Cette dernière décennie un nombre important de souches de Streptomyces ont été 

isolées à partir de sols forestiers, telles que: S. gilvigriseus sp.nov (Ser et al., 2015), S. 

kanasensis ( Lirong et al., 2015), S. actinomycinicus sp.nov (Tanasupawat et al., 2016) et S. 

humi sp. nov. (Nurullhudda et al., 2016). 

Au niveau du sol forestier, les Streptomyces sont présents dans les différentes niches 

écologiques : la rhizosphère des plantes, la mycorhizosphère ou encore la minéralosphère. 

Dans ces niches, les Streptomyces interagissent avec de nombreux autres genres bactériens ( 

Poulsen et al., 2011), différents champignons symbiotiques, pathogènes, saprophytes (Zhang 

et al., 2013 ) et peuvent également interagir avec une population d’insectes (Liao et al.,2009; 

Wang et al., 2011). 

Les espèces du genre Streptomyces peuvent être en interaction avec les plantes et plus 

particulièrement avec leurs racines. Á ce niveau, le nombre de Streptomyces constaté est 

important. L’interface entre les racines et le sol où la plupart de ces interactions ont lieu est 

nommé rhizosphère (Philippot et al., 2013). 

En effet, les racines des plantes permettent l’ancrage de la plante à l’intérieur du sol et 

la médiation de nombreuses interactions avec les organismes du sol. Les exsudats racinaires 
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des plantes stimulent la croissance des Streptomyces au niveau de la rhizosphère. Ces derniers 

peuvent moduler la défense des plantes face à des phytopathogènes en stimulant les 

mécanismes de défense (Trejo-Estrada et al., 1993). En effet, la production d’oxydants par les 

Streptomyces permettrait d’activer les défenses de plantes. Ce qui représente un support 

supplémentaire afin de protéger les plantes des organismes pathogènes (Kinkel et al., 2012). 

Au niveau du sol forestier où le bois représente la source de carbone majeure, les 

espèces du genre Streptomyces représentent un réservoir pour des enzymes intervenant dans le 

processus de la décomposition. Quelques isolats de Streptomyces dégradent les 

polysaccharides qui constituent la litière comme la cellulose, l’hémicellulose et la 

lignocellulose. La litière est formée des branches et de feuilles mortes, de cadavres d'animaux, 

et de déchets d'êtres vivants. Ces éléments vont être convertis en matière organique grâce à 

l'action des organismes décomposeurs et particulièrement du genre Streptomyces (Amore et 

al., 2012). 

Après l’épandage de fumier à long terme sur le sol, la communauté microbienne 

cellulolytique est dominée par les Streptomyces (Ulrich et al., 2008). Dans un mésocosme, la 

cellulose et la lignine augmente la densité des Streptomyces comparativement à une culture 

contenant du glucose (Schlatter et al., 2009). Beaucoup de Streptomyces sont en mesure de 

croître sur de la lignocellulose, la cellulose et les hémicelluloses (Chamberlain et Crawford, 

2000). Ces observations montrent l’importance potentielle des Streptomyces pour des 

éléments nutritifs présents dans un habitat forestier. Il pourrait aussi expliquer en partie 

pourquoi dans les sols forestiers où le bois est la source de carbone majeure, Streptomyces est 

le genre dominant parmi les genres bactériens (Montana et al., 2012). 

Les métabolites secondaires produits par le genre Streptomyces représentent également 

un excellent ensemble d’outils qui leur permet d’interagir avec d’autres microorganismes 

présents dans le sol et peuvent jouer un rôle dans la construction des communautés 

microbiennes. Ces métabolites peuvent être impliqués dans divers procédés comme la 

compétition inter-microbienne, la régulation de gènes, la communication inter-cellulaire ( 

Davies, 2013). En effet, les métabolites secondaires des Streptomyces secrétés sont bénéfiques 

pour d’autres organismes. Ils peuvent, par leur relation symbiotique, dégrader la cellulose 

pour les insectes xylophages (Adams et al., 2011), d’éliminer les champignons 

phytopathogènes (Lin et al., 2012) et de promouvoir la symbiose mycorhyzienne (Frey-Klett 

et al., 2007). 



Étude bibliographique 

 

11 
 

1.5. Streptomyces et antibiotiques 

Le nombre de molécules bioactives obtenu à partir d’actinobactéries ne cesse 

d’augmenter, mais il n’y a que quelques molécules qui peuvent aboutir à des applications. 

Pour augmenter les chances d’avoir de nouvelles molécules, il est, donc, nécessaire de 

s’assurer que la bactérie productrice est bien une nouvelle espèce et/ou ses biomolécules ne 

sont pas encore étudiées. La majorité des souches d’actinobactéries peuvent produire des 

métabolites secondaires à des concentrations variant de 0,1 à 1 mg/l. 

Parmi les métabolites secondaires les plus étudiés se trouvent les molécules à activité 

antibiotique. D’un point de vue scientifique, un antibiotique est une substance sécrétée par un 

microorganisme qui est capable soit d’inhiber la croissance soit de tuer des microorganismes 

pathogènes. 

Les Streptomyces offrent un véritable potentiel pour la recherche de molécules à 

activité antibactérienne. Ces molécules agissent sur les bactéries en inhibant la synthèse de 

leur paroi, de leur matériel génétique (ADN ou ARN), de protéines qui leur sont essentielles, 

ou encore en bloquant certaines voies de leur métabolisme. Pour cela, ils se fixent sur des 

cibles spécifiques (figure 5). 

Les antibiotiques sont généralement produits au cours de l’idiophase et sont très 

diversifiés au niveau de leur structure chimique. Cependant, certains travaux ont montré que 

la production des antibiotiques peut débuter durant la phase exponentielle (Zitouni et al., 

2004). 

Un nombre important de nouveaux antibiotiques de nature chimique très diversifiée a 

été découvert récemment (Laura et al., 2011). Á titre d’exemples, nous citerons, la 

caboxamycine de la famille de benzoxazole, sécrétée par la souche Streptomyces sp. NTK 937 

isolée à partir des sédiments marins (Claudia et al., 2009), la bezerramycine A-C douée 

d’activité antiproliférative est sécrétée par une souche de S. griseus (Patrícia et al., 2010) et la 

quinomycine G, analogue de l’echinomycine, sécrétée par Streptomyces. sp. LS298 isolée à 

partir de l’éponge marine Gelliodes carnosa.  Cet antibiotique a montré une activité contre 

Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Enterococcus faecium, et E. faecalis (Xin et al., 

2015). 
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Figure 5 : mécanisme d’action des antibiotiques (Rudi Emerson et al., 2012). 

 

Plusieurs travaux ont été menés pour la découverte de nouveaux antibiotiques et 

l'amélioration de la surproduction en jouant sur les conditions de milieu de culture (source de 

carbone, source d’azote, pH, température, etc.) (figure 6C) et le type de fermentation (solide 

ou submergé). Récemment, la co-culture ou fermentation mixte a été reconnue comme une 

approche remarquablement efficace pour la découverte de produits naturels biologiquement 

actifs (figure 6F). La co-cultivation de Streptomyces peucetius ATCC 29050 avec Aspergillus 

fumigatus a abouti à la biosynthèse de nouveaux métabolites, tel que  xanthocilline-formyl 

(Isaka et al., 2007) (figure 6F). La co-cultivation de S. coelicolor, souche productrice de 

l’actinorhodine, avec Myxococcus xanthus méne à de fortes productions de l’antibiotique ainsi 

que l’amélioration de la formation du mycélium aérien (Perez et al., 2011). 

De plus, la recherche des signaux qui activent différents systèmes régulant la 

production d'antibiotiques (figure 6D). L’addition de certains antibiotiques ou d'hormones 

bactériennes à de faibles concentrations, aux milieux de culture pourrait également être une 

alternative stimulant la production d'antibiotiques (figure 6E) (Ramon et al., 2015). 
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Figure 6 : nouvelles approches de la production des antibiotiques par le genre Streptomyces 

(Ramon et al., 2015). 

Par ailleurs, plusieurs souches de Streptomyces nouvellement isolées et identifiées sont 

en attente pour l’étude de leurs métabolites. C’est le cas par exemple de S. zagrosensis qui a 

été identifiée en 2014 par Mohammedipanah et al. (2014), de S. albiflavescens sp. Nov 

identifiée par Han et al. (2015) et de S. hebeiensis sp. nov identifiée par Ping et al. (2016). 

Un grand intérêt s'est développé ces dernières décennies pour comprendre le rôle des 

antibiotiques vis-à-vis de la cellule productrice. Ces molécules se sont vues attribuées des 

rôles de signalisation et de régulation. 

Plusieurs travaux ont suggéré que certains antibiotiques pourraient jouer un rôle 

important dans le contrôle du développement des Streptomyces (Chater et al., 2010). La 

rapamycine 607, macrolide, semble être nécessaire pour la croissance aérienne et la 

sporulation de S. alboniger (McCann et Powell, 1979). La fourniture du calcium aux hyphes 

aériennes, semble, se faire par la rapamycine qui agit comme un chélateur de calcium 

(Hashimoto et al., 2003). D'autres antibiotiques, notamment la germicidine et la hypnosine, 

peuvent agir comme des inhibiteurs de la germination des spores en fournissant peut-être un 

moyen pour empêcher la germination des spores in situ dans les chaînes de spores (Challis, 

2008). 
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En outre, des études ont démontré que les antibiotiques peuvent, même, intervenir 

comme des molécules de signalisation entraînant des changements dans l'expression de 

certains gènes par des activations ou des répressions (Yim et al., 2007). Ces différents 

inductions ont été signalés dans l’expression de gènes impliqués dans des processus 

biologiques essentiels, tels que la transcription, la traduction, la virulence, la formation de 

biofilm, la production d'exopolysaccharides et des enzymes telle que l’allosamidine qui 

induit, à des concentrations sub-inhibitrices, la synthèse de l’enzyme chitinase chez S. 

halstedii MF425 (Suzuki et al., 2008). 

 

2. Les polyéthers  

2.1. Caractéristiques générales 

Les polyéthers sont des polymères dont le squelette macromolèculaire contient des 

motifs de répétitions contenant le groupe éther. Ils peuvent être linéaires et polycycliques 

(Vilotijevic et al., 2009). Les polyéthers sont une classe qui constitue avec les macrolides, la 

grande famille des polykétides.  Ces métabolites sont connus pour être des molécules ayant 

des activités antifongique, antiparasitaire et antitumoral. Cependant, de nombreux métabolites 

polyéthers sont connus comme des toxines causant des maladies pour l`homme. La 

yessotoxine (YTX), provoque des symptômes semblables à ceux des phycotoxines 

paralysantes et sa toxicité est associée à une intoxication causant une diarrhée (Paz et al., 

2008 ). 

Cette famille de polyéthers comprend trois grands groupes: polyéthers en chaînons, 

polyéthers dérivés du squalène et polyéthers ionophores. 

2.2. Les polyéthers ionophores  

2.2.1. Introduction 

Les polyéthers ionophores constituent une famille de plus de 120 produits naturels 

structurellement apparentés (Dutton et al., 1995). Ces molécules sont caractérisées par leur 

capacité à chélater les ions métalliques de façon sélective (figure 7) et les transporter à travers 

les membranes cellulaires. La majorité des polyéthers ionophores sont produits par le genre 

Streptomyces (exp. S. hygroscopicus et S. violaceus). 



Étude bibliographique 

 

15 
 

 

Figure 7 : structure de la salinomycine en complexe cristallin (Huczynski et al., 2012). 

Les polyéthers ionophores sont très actifs contre les bactéries à coloration de Gram 

positive. La cellule de ces bactéries est entourée par une couche complexe de peptidoglycane 

très poreux et perméable pour le passage des molécules lipophiles. Les ionophores lipophiles 

arrivant au niveau de la membrane cytoplasmique sont, rapidement, dissous à l`intérieure de 

la membrane cellulaire (Callaway et al., 2003). 

L’activité antimicrobienne des polyéthers ionophores a été, largement, étudiée 

notamment la monensine A et ses dérivés par (Lowicki et al., 2013). Dans une autre étude, la 

promomycine a montré une bonne activité contre Bacillus subtilis avec une concentration 

minimale inhibitrice de 0,8 mg/ml (Amano et al., 2010). 

Les applications des ionophores sont étroitement liées à leur capacité à former des 

complexes avec des métaux et leur transport à travers les bicouches lipidiques des membranes 

cellulaires. Ils créent, en conséquence, un déséquilibre ionique entre la cellule et son 

environnement. La formation des complexes ionophores-métaux peut être neutre ou avec des 

cations monovalents (monensine et salinomycine) ou bien divalent (lasalocide et calcimycine) 

(Rutkowski et Brzezinski, 2013). 

 

2.2.2. Structure des polyéthers ionophores 

Les polyéthers ionophores sont des acides carboxyliques lipophiles qui contiennent 

plusieurs éthers cycliques à cinq ou six chaînons (Vilotijevic et al., 2009). Ces métabolites 
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pourvus d’anneaux acétal sont connus pour être de simples dérivés d’acétate, de propionate et 

des blocs de construction de butyrate (Tiangang et al., 2008). Les cycles sont soit connectés 

comme un système spirocétal ou ils sont séparés par au moins une simple liaison avec des 

noyaux condensés. 

En outre, les polyéthers ionophores peuvent contenir une série d’éléments structuraux 

(méthoxy, halogéno, phényle) et des systèmes hétérocycliques souvent peu communs, dont 

certains peuvent être importants pour l'activité biologique.  En général, les polyéthers 

présentent un groupe carboxyle à une extrémité et un ou deux groupes hydroxyle à l'autre 

extrémité (figure 8). En effet, c’est le groupe carboxyle terminal qui se lie par ses atomes 

d’oxygène aux ions métalliques et forme, ainsi, une cavité interne (Dorkov et al., 2008) 

(figure 8). 

 

Figure 8 : exemples de la complexité et de la diversité des polyéthers ionophores 

(a) :salinomycine, (b) : cyzomycine, (c) : calcynomycine, (d) : lasalocide, (e) :tetronamycine 

(Rutkowski et  Brzezinski, 2013). 
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La capacité des polyéthers ionophores à modifier la perméabilité des systèmes 

membranaires, naturels ou artificiels, leur permet de changer les gradients de concentrations 

de part et d’autre des membranes biologiques et ainsi d’interférer dans les processus 

métaboliques liés à la paroi membranaire. Ces composés (de 200 à 2000 Da) forment des 

complexes liposolubles avec les cations polaires, parmi lesquels K
+
, Na

+
 et Ca

2+
 jouent un 

rôle biologique déterminant. 

2.2.3. Biosynthèse des polyéthers ionophores  

La diversité des structures chimiques des polyéthers ionophores résulte de voies de 

biosynthèse complexes. Les précurseurs chimiques et les gènes impliqués dans la biosynthèse 

ont été recherchés de façon approfondie pour quelques polyéthers ionophores (Harvey et al., 

2006 ; Harvey et al., 2007 ; Wolfgang et al., 2014 ). 

En effet, les Polyéthers, provenant des microorganismes terrestres ou marins sont issus 

de la voie biosynthétique classique des polyketides à laquelle ils font partie et qui présentent 

des ressemblances frappantes avec celle des acides gras (Andrew et al., 2008). 

La biosynthése de la monensine, polyéther ionophore produit par une culture de S. 

cinnamonensis, représente l’un des premiers polyéthers découverts (Haney et al., 1967) et a 

fait l’objet de nombreuses études (figure 9). 

Les polyéthers sont biosynthétisés à partir des précurseurs par des voies métaboliques 

très spécifiques passant par des différentes chaines de réaction impliquant la condensation, 

cyclisation, méthylation, oxydation et polymérisation (Katsuki et al., 1980). L'identification 

de l'origine des atomes de carbone de certains polyéthers, en utilisant des éléments radioactifs 

marqués (C14 et du C13), a montré qui ils ont comme précurseurs une ou plusieurs unités 

d'acides gras à courtes chaînes: acétate, propionate et butyrate. 

De plus, des recherches ont démontré que l`assemblage des polyéthers ionophores 

s`effectue à partir d'une unité de démarrage ou une initiation appropriée via le malonyl-CoA, 

le méthylmalonyl-CoA, et parfois l’éthylmalonyl-CoA comme unités d'extension 

(Hutchinson, 1999). Le métabolisme du butyrate jouent un rôle important dans la fourniture 

de ces précurseurs d'acides dicarboxyliques (Zhang et al., 1999). La variation, à la fois, de 

l'unité d'extension, le degré de polymérisation et la stéréochimie des étapes réductrices au 
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niveau de chaque chaine permet d`obtenir une grande diversité de produits naturels (Harvey et 

al., 2007). 

 

Figure 9 : hypothèse de la voie de biosynthsèse de la monensine A (Vilotijevic et al., 2009) 

La polykétide synthase (PKS), complexe enzymatique, multifonctionel de grande taille 

est présente chez de nombreux microorganismes. Cette enzyme joue un rôle important dans la 

catalyse de la voie de biosynthèse des polyéthers et intervient dans le processus de démarrage, 

d’élongation et de terminaison. Cependant, les produits intermédiaires et les enzymes 

impliquées dans les étapes ultérieures d'oxydation et de la cyclisation restent non déterminés 

(Harvey et al., 2006). 

Sur le plan génétique, cette enzyme se présente comme des chaines d’assemblage 

protéique codée par des gènes organisés en opéron chez les bactéries (Harvey et al., 2006). 

Elles sont composées d’un ou plusieurs domaines, permettant ainsi la sélection des blocs de 
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construction. L’étape d`assemblage s’organise via la condensation de simples blocs de 

construction, des unités acyl-CoA. Ces derniers serviront à la synthèse des polyéthers. 

Du point de vue action, la Polykétide synthase est très similaire à l’enzyme Fatty Acid 

Synthases (FASs). Cette similarité de mécanisme est corrélée à une homologie au niveau de la 

séquence primaire de ces deux types de synthases qui démontre qu’elles possèdent une 

origine commune en termes d’évolution. 

Les PKS se répartissent en trois groupes (type I, II et III) en fonction de leurs 

séquences, leurs structures primaires et les mécanismes catalytiques. Le type I PKS est 

similaire au type I synthase d'acide gras (FAS), c’est un ensemble géant de polypeptides 

multifonctionnels, chacun consistant en une série de domaines catalytiques : cétosynthase 

(KS), un groupe acyle transférase et une protéine porteuse d'acyle (ACP) (Dayu et al., 2012). 

La biosynthèse de certains polyéthers ionophores nécessite la présence d’un nombre 

important de molécules précurseurs, c’est le cas de l’indanomycine. Cet métabolite a été 

produit par une culture liquide de S. antibioticus et sa biosynthèse a été étudiée par  Roege et 

al. (2009).  L’acétate, le propionate, le butyrate et la L-prolin sont les précurseurs de la 

production de ce polyéther. Le squelette carboné de l’indanomycine peut incorporer six unités 

de malonyl-CoA réductase, et par conséquent six unités d'acétate (figure 10).  

 

Figure 10 : les intervenants dans la voie de biosynthèse de l’indanomycine d’après Roege et 

al. (2009). 
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2.2.4. Propriétés biologiques  

Ces métabolites secondaires ont un spectre d’activité biologique très étendu. La 

plupart des polyéthers ionophores possède une très forte activité antibactérienne in vitro, 

particulièrement vis-à-vis des bactéries à Gram positif. La monensine et certains de ses 

dérivés ont montré une activité contre les bactéries du genre Micrococcus, Bacillus et 

Staphylococcus (Dorkove et al., 2008 ; Huczynski et al., 2008).  La narasine a présenté 

également une activité antifongique remarquable contre Malassezia pachydermatis (Wei Yee 

Chan et al., 2018). 

Par ailleurs, de nombreuses études ont montré les propriétés anti-inflammatoires des 

polyéthers ionophores. Ces métabolites sont capables de moduler le fonctionnement du 

système immunitaire (Soner et al., 2014). L’activité antivirale a été rapportée également pour 

certains polyéthers, notamment pour la nigéricine dans l’inhibition de la réplication du virus 

de l'immunodéficience humaine (Nakamura et al., 1992). 

Min Kyun et al. (2008) ont montré l’activité antimalarique d’un polyéther produit par 

une culture de Streptomyces sp. contre une souche résistante de Plasmodium falciparum 

(W2). De plus, l’activité larvicide de certains polyéthers a été rapporté contre les larves des 

insectes nuisibles (Yuhui et al., 2002). 

Au cours des dernières décennies, les polyéthers ionophores ont joué un rôle très 

important en tant qu'agents chimiothérapeutiques anticancéreux. Cette propriété est notée soit 

pour leurs formes naturelles (non modifiées) ou synthétiques (Yakisich et al., 2017 ; Jiang et 

al., 2018). En 2009, Gupta et al. ont rapporté l’action de la salinomycine contre les cellules 

souches cancéreuses et l’inhibition de leur croissance. Cette capacité était supérieure à 100 

fois comparée au paclitaxel (molécule anticancéreuse utilisée en chimiothérapie.). En outre, il 

a été prouvé que la salinomycine est capable de tuer les cellules cancéreuses résistantes aux 

agents chimiothérapeutiques tels que la doxorubicine, la cisplatine, la gemcitabine et la 

témozolomide (Kim et al., 2012 ; Antoszczak, et al., 2015 ). Ce même métabolite a été testé 

par son effet antinéoplasique destiné à bloquer la prolifération du néoplasme (Manago et al., 

2015). Une étude de Yoon et al. (2013) a montré également, la capacité de la monensine et la 

de narasine d’induire l’apoptose chez les cellules du glioblastome. De plus, une autre étude, a 

montré l’effet de la nigéricine sur la prolifération des cellules cancéreuse multirésistante 

(Yakisich et al., 2017). 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Chan%2C+Wei+Yee
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Chan%2C+Wei+Yee
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chimioth%C3%A9rapie
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2.2.5. Mécanisme d’action des polyéthers ionophores 

L'état physiologique normal de la plupart des cellules vivantes dépend de l’équilibre 

ionique existant au niveau intra- et extracellulaire. Cet équilibre ionique participe à 

l’établissement et à la modulation du potentiel électrique membranaire, à la régulation du 

volume cellulaire et au transport de divers ions et molécules organiques. 

Les polyéthers ionophores, qui possèdent la propriété de former des complexes 

liposolubles, électriquement neutres, avec les cations, peuvent facilement pénétrer sous cette 

forme à travers la membrane cellulaire. Cette pénétration perturbe l’équilibre ionique présent 

de part et d’autre de la membrane, entrainant la mort de la cellule (Huczynski et al., 2012). 

Les activités biologiques des polyéthers sont étroitement liées à cette propriété. Russell et al. 

(1987) ont montré que l’activité antibactérienne des polyéthers ionophores pourrait être due à 

leur action sélective sur la membrane plasmique bactérienne. Ces métabolites altèrent la 

membrane plasmique bactérienne en s’y incorporant et en y formant des pores, entraînant 

ainsi, diverses modifications cytoplasmiques. 

les polyéthers ionophores, considérés également comme de bons inhibiteurs de la 

Glycoprotéine P (transporteur membranaire), habituellement associée à une augmentation de 

la résistance aux médicaments anticancéreux. 

Certains polyéthers ionophores ont pour cible l’appareil de Golgi. Ces antibiotiques, 

notamment la monensine inhibent la croissance des cellules en bloquant le passage 

intracellulaire des protéines vers l'appareil de Golgi, avec aucune inhibition apparente de la 

synthèse de ces protéines. Cette même molécule, induit un changement du pH au sein de la, 

cellule, conduisant ainsi à une réduction de la sécrétion et/ou le transport des produits 

chimiques importants pour le bon fonctionnement de la cellule (Mollenhauer et al., 1990). 

3. Techniques d’études des molécules antimicrobiennes 

3.1. Introduction  

L’évolution des technologies a permis la réalisation d’instruments très performants, 

apportant des possibilités nouvelles, notamment avec l’introduction des méthodes couplées et 

des techniques non destructives. 
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Au départ, compte tenu de la nature du composé à doser, nous devons faire le choix de 

la méthode : méthode spectroscopique, électrochimique, séparative, etc. Puis vient le choix de 

la technique : si, par exemple, nous avons choisi la méthode chromatographique, fera-t-on 

appel à la chromatographie en phase gazeuse ou à la chromatographie en phase liquide ? Mais 

avant de commencer l’analyse, se pose également le choix du procédé relatif au prélèvement 

et au traitement, préalable, à faire subir à l’échantillon. 

Les échantillons se caractérisent par une très grande complexité. Plusieurs molécules 

peuvent être présentes, avec des masses moléculaires différentes, des natures différentes, et 

des concentrations variantes. En raison de cette grande hétérogénéité, ce mélange complexe 

ne peut être analysé en une seule fois. Il est donc nécessaire de le simplifier. Pour diminuer la 

complexité du mélange, plusieurs approches peuvent être utilisées et/ou combinées. 

Le fractionnement, qui a pour but de simplifier un extrait brut en séparant les 

molécules, réduit la complexité du matériel de départ et facilite l’identification des molécules 

actives. Il est nécessaire d’analyser la fraction par des techniques chromatographiques 

couplées à des systèmes de détection afin de regrouper les fractions similaires ou de vérifier 

l’état de pureté des fractions actives. 

En effet, les méthodes d’étude des biomolécules peuvent être rangées en deux 

catégories : les méthodes de séparation et de purification (Chromatographie sur colonne, 

HPLC,etc) et les méthodes spectrales (spectrométrie de masse, RMN, etc). 

 3.2. Chromatographie liquide à haute performance (CLHP)  

Parmi les techniques chromatographiques dont la phase mobile est un liquide, la 

chromatographie liquide à haute performance est la plus connue. La CLHP ou sous acronyme 

anglais HPLC (High Performance Liquid Chromatography), un type de chromatographie qui 

permet de séparer des mélanges complexes avec une excellente résolution. Cette technique a 

majoritairement été utilisée pour l’analyse des molécules bioactives notamment les 

antibiotiques car elle présente de nombreux avantages ( Michael et al., 2003). 

De part de sa large gamme d’application, sa simplicité de mise en œuvre, sa 

reproductibilité et la présence d’une gamme étendue de phases stationnaires commercialement 

disponibles permettant de moduler les interactions avec le soluté. La CLHP dérive de la forme 

la plus ancienne de la chromatographie liquide sur colonne dont les performances, en termes 
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de sélectivité et de résolution, se sont trouvées grandement améliorées par la miniaturisation 

et l’utilisation de phases stationnaires très élaborées. 

La phase mobile est généralement composée d'un mélange d'au moins deux solvants, 

ce qui permet d'en faire varier la polarité. Selon le type de la phase stationnaire, la CLHP peut 

être utilisée selon plusieurs modes de séparation en fonction des caractéristiques physico-

chimiques des molécules à séparer dont le mode dit phase normale (PN), et le mode dit phase 

inverse (PI) (Malviya et al., 2010). 

En CLHP en phase normale désigné sous l'acronyme anglais NP-HPLC (NP, Normal 

Phase), la phase stationnaire est polaire constituée de gel de silice. Lors de l'injection d'une 

solution, les produits polaires sont retenus dans la colonne, contrairement aux produits 

apolaires qui sortent en tête. (Malviya et al., 2010). 

En CLHP en phase inverse désigné selon l'acronyme anglais RP-HPLC (RP, Reversed 

Phase), elle est majoritairement composée de silice greffée par des chaînes linéaires de 8 ou 

18 atomes de carbones (C8 et C18) (Malviya et al., 2010). 

Cette phase est apolaire et nécessite donc un éluant polaire constitué d’un mélange 

d'une phase aqueuse et d'un solvant miscible avec celle-ci (acétonitrile ou méthanol). RP-

HPLC est la stratégie le plus communément utilisé dû à la qualité des séparations obtenues. 

De nombreux antibiotiques y compris les polyéthers ionophores de polarité variée peuvent 

être efficacement analysés par HPLC en phase inverse (Harvey et al., 2007). 

La colonne représente le cœur de l’appareil, le plus souvent en acier, dont la longueur 

et le diamètre présentent des différences selon les modèles (Mukthi, 2016). En effet, de 

nombreux progrès ont été effectués concernant les colonnes chromatographiques de par la 

volonté d’augmenter la capacité de pics et de réduire considérablement le temps des analyses. 

Le support des colonnes majoritairement utilisé est le gel de silice formé de grains de 

diamètre variant de 1,5 à quelques dizaines de micromètres. Ces grains présentent à leur 

surface des pores de diamètres différents (80 à 300 μm) à travers desquels la phase mobile 

circule (Saunier et Godin, 2013). 

Afin que la composition de l'éluant programmée se rend dans la colonne 

chromatographique le plus rapidement possible, l'instrument est configuré avec une pompe à 

haute pression qui peut atteindre 20 000 kPa (200 bars) (Francis et al., 2004). Les pompes 
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équipées d’un système de gradient permettant d'effectuer une programmation de mélange de 

solvants. La séparation peut être effectuée en mode isocratique lorsque la composition en 

solvants de la phase mobile demeure constante. Au cours de l’élution par gradient, la 

composition de la phase mobile varie durant l'analyse. 

Dans des conditions chromatographiques données, trois méthodes d'étalonnages 

différents peuvent être utilisées, chacune avec ses propres avantages et ses limites. Ces 

méthodes entrent, également, dans l'analyse quantitative : étalon externe, étalon interne et la 

méthode des ajouts dosés (Standard addition method). La méthode d’étalon externe est la plus 

simple des trois méthodes. La précision de cette méthode dépend de la reproductibilité du 

volume d'injection.  Pour effectuer ce procédé, il est nécessaire d’effectuer une courbe 

d’étalonnage à partir d’une solution standard. L'injection ultérieure du même volume de 

l’échantillon à dosé, permet de connaître la concentration recherchée de l'échantillon à doser. 

Plusieurs types de détection sont disponibles, détecteur de type UV d’une seule 

longueur d’onde à la fois et le détecteur à barrette de diodes (DAD) de plusieurs longueurs 

d’ondes à la fois, l’évaporateur à diffusion de lumière, le détecteur d’indice de réfraction, le 

détecteur à ionisation de flamme (FID), etc (Mukthi, 2016). En effet, le détecteur UV-Visible 

et le détecteur évaporateur à diffusion de lumière représentent les principaux détecteurs, 

généralement, utilisés pour étudier les antibiotiques. 

 Détecteur à UV-Visible 

Le détecteur UV-Visible d’une seule longueur d’onde à la fois permet d’obtenir le 

spectre des composés examinés sous la forme d’un tracé de la transmittance ou de 

l’absorbance. L’étude des spectres d’un grand nombre de molécules a permis d’établir des 

corrélations entre structures et positions des maxima d’absorption. Les groupes fonctionnels 

des composés organiques (cétones, amines, dérivés nitrés, etc.) responsables de l’absorption 

en UV/Vis sont appelés groupements chromophores. La sensibilité de ce type de détecteur 

dépend de la concentration du milieu absorbant, du trajet optique de la cellule et du 

coefficient d’extinction molaire des composés à analyser. Cette étude permet de détecter les 

composés aromatiques, qui absorbent entre 240nm et 260nm (figure 11) (Francis et al., 2004). 

La fonction du monochromateur est de sélectionner une longueur d'onde parmi le 

spectre du rayon incident. Les plus simples sont composés de filtres ne laissant passer qu'une 

seule longueur d'onde; il est possible d'en utiliser plusieurs afin d'obtenir différentes longueurs 
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d'onde. Cependant leurs possibilités sont limitées: les filtres sont peu précis dans leur 

sélection et ne sont utilisables que dans le domaine visible. De plus, balayer le spectre entier 

nécessite une multitude d'interventions (Francis et al., 2004). 

 

Figure 11 : instrumentation dans l’UV/Visible (Francis et al., 2004). 

 

Plusieurs appareils modernes opèrent avec une barrette de diodes de détection (DAD, 

Diode Array Detector), qui permettent de mesurer l'absorbance à plusieurs longueurs d'onde 

simultanément (figure 12). Ce dernier permet non seulement d’obtenir un chromatogramme, 

mais il fournit des renseignements spectraux pouvant servir à s’assurer de l’identité des 

composés séparés (Francis et al., 2004). 

 

 

Figure 12 : principe du détecteur à barrette de diodes ( Francis et al., 2004). 
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 L’évaporateur à diffusion de lumière (acronyme en anglais ELSD, Evaporative 

light scattering detection)  

Ce détecteur a été reporté pour la première fois par une équipe australienne en 1966 

comme une alternative au détecteur conventionnel utilisé en chromatographie liquide (Lucena 

et al., 2007).  Depuis ces vingt cinq dernières années, ELSD a acquis une notoriété bien 

établie grâce à plusieurs études théoriques basées sur des recherches fondamentales et à de 

nombreuses applications développées dans différents domaines (Montesano et al., 2016 ). 

Cette technique a pour principe de la détermination de la quantité de lumière diffusée 

par des particules de soluté après une étape d`évaporation (Lucena et al., 2007). La phase 

mobile passe à travers un nébuliseur où elle est mélangée avec de l’azote, puis elle est 

évaporée à travers un tube chauffé. Un laser va irradier les particules ainsi formées (1/10ème 

de μm à quelques μm) et une photodiode va détecter la lumière diffusée. Les particules 

diffusent la lumière dont les longueurs d’onde se situent dans le domaine du visible. La 

diffusion dépend du rayon des particules et de longueur d’onde du rayonnement incident 

(figure 13). 

 

Figure 13 : schéma représentatif de détecteur évaporateur à diffusion de  lumière (Lucena et 

al., 2007). 
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Cette technique se différencie par rapport aux autres modes de détection par la 

capacité à signaler des molécules non chromophores, des molécules qui n’ont pas une 

absorbance en UV. Elle peut en effet détecter des composés comme les sucres (Montesano et 

al., 2016) et certains antibiotiques (Junyi et al., 2011). 

La maîtrise du couplage en ligne, devient un outil précieux. Le couplage de 

chromatographie liquide-spectrométrie de masse (LC-MS), chromatographie liquide-

spectrométrie de masse tandem (acronyme anglais, LC-MS/MS), chromatographie liquide-

spectroscopie infrarouge (acronyme anglais, LC-IR) et la chromatographie liquide-résonance 

magnétique nucléaire (acronyme anglais, LC-NMR) permettent, ainsi, d‘obtenir des 

informations structurales sur les molécules séparées et d‘évaluer leur pureté. 

 

3.3. La spectrométrie de masse 

Cette technique destructive repose sur le degré de déviation de particules chargées par 

un champ magnétique pour avoir les masses relatives des ions moléculaires et de leurs 

fragments. En effet, la spectrométrie de masse utilise la différence de rapport de masse à la 

charge (m/z) des atomes ou des molécules ionisées pour les séparer (Shibdas et al., 2012). 

Les antibiotiques ont été largement étudiés en spectrométrie de masse (Harvey et al., 

2007) . Ces études ont permis d’établir des schémas de fragmentation de ces composés dans le 

but de pouvoir les identifier dans un extrait brut sans avoir à les isoler. L’un des principaux 

avantages de cette technique est d’apporter des informations à partir d’une quantité minime 

d’échantillon (du mg au pg). 

Le spectromètre fonctionne dans des conditions de pression allant de la pression 

atmosphérique au niveau de la source d’ionisation à un vide poussé au niveau de l’analyseur. 

Le vide est nécessaire pour optimiser la transmission des ions jusqu’au détecteur sans qu’ils 

subissent de collisions avec les molécules gazeuses (Edmond et al., 2007). 

Le premier renseignement apporté par un spectre de masse est la masse moléculaire et, 

éventuellement, la composition élémentaire de la molécule échantillon. Un spectromètre de 

masse peut être utilisé comme détecteur à haute sélectivité en couplage avec une 

chromatographie en phase vapeur ou liquide, ses applications vont de la détection de traces à 

l’identification des constituants d’un mélange. 
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L’introduction de la LC/MS dans l’analyse des extraits des antibiotiques représente 

une étape importante dans l’identification des produits naturels. C’est la technique de choix 

pour caractériser rapidement sans séparation chimique des éléments d’un mélange de 

composés naturels pour savoir s’ils sont connus ou non (Crevelin et al., 2014). 

Le fonctionnement général de la spectrométrie de masse comprend trois étapes : source 

d’ions, analyseur de masse et le détecteur (figure 14).  

 

Figure 14 : configuration instrumentale d'un système de spectrométrie de masse (Shibdas et 

al., 2012). 

 

 Ionisation 

Le mode d’introduction de l’échantillon dans la chambre d’ionisation dépend de l’état 

physique de la substance. Différents types d’ionisation existent chacune repose sur un 

principe physique différent. Nous donnons ici, l’électronébulisation (ESI, éléctrospray 

ionization), un aperçu sur le type d’ionisation le plus répandu et le plus utile pour l'étude 

structurale des biomolécules (figure 15) (Shibdas et al., 2012). Ionisation par 

l’éléctronébulisation est une technique récente, bien adaptée à l’étude de molécules 

bioorganiques. Ce type d’ionisation peut être divisé en deux étapes : la nébulisation (la 

solution à analyser est dispersée en des microgouttelettes chargées), la désolvatation (durant 

le trajet des microgouttelettes, le solvant, contenant les composés, s’évapore en réduisant de 

plus en plus leur diamètre). 
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Figure 15 : principe de l’éléctrospray ionisation (a), formation de nébulisat (spary) (b). 

 

 Les analyseurs  

Les ions formés dans la source sont dirigés vers l’analyseur. Le rôle des analyseurs est 

leur capacité à séparer les ions en fonction du rapport masse sur charge (m/z) (Gaskell, 2012). 

Plusieurs critères permettent de différencier les analyseurs, la gamme de masses détectables, 

la précision sur la mesure d’une masse, la sensibilité, la vitesse d’acquisition et le plus 

important c’est la résolution. Les mesures dites en hautes résolution sont surtout effectuées 

pour obtenir des masses exactes. En spectrométrie de masse, différents types d’analyseurs 

sont utilisés : analyseurs à temps de vol, analyseurs quadripolaires, analyseurs à trappe d’ion, 

etc. La trappe ionique est la plus utilisée actuellement. Elle fonctionne comme un piège à ions 

qui s’accumulent à l’intérieur d’une cellule de forme cylindrique sous l’effet d’un champ 

électrique radiofréquence (McLuckey et al., 1994). L’entrée des ions s’effectue à travers d’un 

orifice percé dans l’une de ces électrodes (calotte supérieure) et leur sortie, au centre de 

l’électrode opposée (calotte inférieure). À, l’intérieur de ce piège, les ions suivent une 

trajectoire close (March, 1997). 

 

(a) 

(b) 
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4. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

Pour être observable par RMN, un noyau atomique doit posséder un spin nucléaire I 

non nul. Ce dernier représente une propriété intrinsèque des noyaux. Dans un champ 

magnétique, le spin du proton va s’aligner selon deux positions : parallèles et antiparallèles. 

Les deux positions ne sont pas équivalentes. Elles correspondent à des niveaux d’énergie 

différents. La résonance consiste au passage du noyau d’un état énergétique favorable A 

(suivant la direction de H0) à un état énergétique défavorable B (antiparallèle à H0) (figure 

16). Placés dans un champ magnétique, les spins des protons s’alignent et deviennent 

sensibles à l’énergie d’une impulsion radiofréquence RF avec laquelle ils entrent en résonance 

(Bothwell et Griffin, 2010). 

 

 

Figure 16 : orientation des protons en absence et en présence d’un champ magnétique. 

 

La RMN est une technique spectroscopique puissante non destructive qui repose sur le 

magnétisme du noyau (Bothwell et Griffin, 2010). Elle est fondée sur la mesure de 

l'absorption de la radiofréquence (RF) par un noyau atomique dans un champ magnétique fort 

et uniforme (Bothwell et Griffin, 2010)  

 

La RMN est l'une des techniques analytiques les plus puissantes disponibles pour les 

biologistes. De nombreuses de ses applications peuvent être comprises en termes non 

mathématiques. En effet, les spectromètres RMN modernes permettent à leurs utilisateurs 

d'acquérir et d'analyser des spectres complexes sans avoir besoin d'une compréhension 

physique profonde des concepts par lesquels les données sont générées. La figure17 présente 

un schéma général d’une expérience RMN. 

 

En l’absence d’un champ magnétique En présence d’un champ magnétique uniforme 
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Figure 17 : représentation schématique d'une expérience RMN. 

 

La RMN permet de déterminer la structure des produits naturels et de synthèse 

notamment les macromolécules (protéines, polysaccharides) et les antibiotiques. Elle permet, 

également, d’étudier des processus dynamiques (cinétiques et équilibres). La RMN est basée 

sur la propriété magnétique de certains noyaux atomiques dont le proton (H1), le carbone C13 

ou encore le phosphore (P31). En complément des méthodes de spectroscopie optique et de la 

spectrométrie de masse, cette technique permet de préciser la formule développée, la 

stéréochimie, et également la conformation du composé étudié (Francis et al., 2004). 

Plusieurs paramètres interviennent dans la caractérisation des biomolécules : 

-le déplacement chimique δ (delta) qui représente la position des différentes raies de 

résonance sur un spectre RMN. Ces positions varient de quelques Hertz à quelques kilos 

Hertz (Silverstein et al., 2007). 

-l’intensité d’un signal est mesurée par sa surface. La courbe d’intégration s’établie par les 

surfaces des signaux qui se présente sous la forme d’une série de paliers, la hauteur de chaque 

palier est proportionnelle au nombre de protons (H) correspondants. 

-la constante de couplage représente une entité fondamentale dans la détermination structurale 

et conformationelle des molécules. Cette valeur prend en considération deux éléments : Le 

nombre de noyaux voisins, c’est à dire les noyaux couplés au noyau observé et l’angle qui 
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existe entre les deux noyaux considérés. La valeur de l’angle X : X représente le nombre de 

liaisons covalentes entre le noyau observé et les (H, H) ou différents (C, H). Cette valeur est 

importante,  puisqu’elle détermine la largeur du signal observé. 

L’expérience par RMN à deux dimensions ou RMN bidimensionnelle (RMN-2D) 

repose sur une succession de trois intervalles de temps (temps de préparation, temps de 

mélange et temps de détection).  

Dans l’expérience RMN 2D, nous distinguons quelques types de corrélations (Kwan et 

al., 2008) : 

 Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC 
1
H-

13
C) : met en évidence les 

couplages scalaires 
1
JCH.  

 

 Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC 
1
H-

13
C) : permet de visualiser les 

taches de corrélation entre un noyau 
13

C et un noyau 
1
H via un couplage à longue 

distance 2J et 3J. Nous pouvons, ainsi, observer les carbones quaternaires grâce aux 

protons se trouvant à des distances 2J et 3J. Cette expérience permet de déterminer 

l’enchaînement du squelette carboné de la molécule étudiée. 

 

 COrrelation SpectroscopY (COSY 
1
H-

1
H): permet de mettre en évidence les protons 

qui sont couplés de façon scalaire, non équivalents et vicinaux. Permettent donc de 

retrouver l’enchaînement des protons sur le squelette de la molécule. 

 

5. Spectroscopie Infra-Rouge (IR) 

La spectroscopie infrarouge (IR) est, également, l’un des outils les plus utilisés pour la 

caractérisation et l’identification des molécules organiques. Elle est basée sur l’interaction de 

la lumière infrarouge avec le nuage électronique des liaisons chimiques des biomolécules en 

permettant de déterminer la nature des liaisons chimiques présentes dans un échantillon et 

d’en caractériser les groupements moléculaires afin d’obtenir de nombreuses informations sur 

la conformation et les éventuelles interactions. La loi de Beer-Lambert est vérifiée en 

infrarouge, ce qui en fait une méthode d'analyse quantitative. 
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Lorsqu’une molécule absorbe de l'énergie sous la forme d'un rayonnement IR, 

l'amplitude des vibrations des liaisons moléculaires augmente, le retour à l'état normal libère 

de la chaleur. Plusieurs modes de vibrations sont possibles pour un groupe d'atomes donné. A 

chacun correspond une fréquence caractéristique. Ces modes fondamentaux sont responsables 

des principales bandes d'absorption. 

 

La région infrarouge est localisée entre la région du spectre visible et des ondes 

hertziennes (figure 18). Le domaine infrarouge s’étend de 0,8 μm à 1000 μm. Il comprend 3 

zones : le proche infrarouge (0,8 à 2,5 μm soit 12500-4000 cm
-1

), le moyen infrarouge (2,5 à 

25 μm soit 4000-400 cm
-1

) et le lointain infrarouge (25 à 1000 μm soit 400-10 cm
-1

). 

 

Figure 18 : spectres électromagnétiques.  
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Chapitre 1: Isolement et caractérisation polyphasique d’actinobactéries producteurs 

d’antimicrobiens. Antagonisme d’isolats représentatifs 

Les actinobactéries, anciennement actinomycètes, sont des bactéries filamenteuses, à 

paroi Gram positive, ayant une teneur élevée en bases nucléotidiques (G+C) qui varie entre 57 

et 75% (Anandan et al., 2016). Les actinobactéries sont ubiquitaires ; elles sont recensées en 

grand nombre dans le sol, et peuvent coloniser d’autres écosystèmes comme les milieux 

aquatiques (eaux douces et eaux marines), l’air, les débris végétaux et les produits 

alimentaires. Elles sont également rencontrées dans des milieux extrêmes, comme les sols 

polaires, les sols désertiques, les sols contaminés par les hydrocarbures, les pesticides et les 

métaux lourds, ou encore les milieux d’extrême salinité (Alvarez et al., 2017). Ils présentent 

des aspects bénéfiques considérables, se résumant, en premier lieu, en leur aptitude à 

synthétiser des composés antimicrobiens à large spectre, contre les infections microbiennes 

qui peuvent toucher l’homme, animaux et plantes. 

Le sol représente, donc, une source riche pour l’isolement des actinobactéries. Des 

travaux ont été entrepris sur la taxonomie et les potentialités antagonistes des actinobactéries 

isolées à partir de différentes sols ce qui permet, éventuellement, la découverte de souches 

pouvant avoir un potentiel de production élevée ou inexploitée d’antibiotiques. 

Matériel et méthodes  

 

1. Prélèvement des échantillons 

Les sols de trois sites situés à l’Est Algérien sont explorés, à savoir : la forêt de la 

wilaya de Khenchela (conservation des forêts, Khenchela), le Djebel Chélia de la wilaya de 

Khenchela et la Sebkha de Garah EL Guellif, située au nord de la ville de Ain Zitoun, à 12 

Km de la ville d'Oum El Bouaghi. 

Les échantillons de sol sont prélevés stérilement, 

 Sol rhizosphérique du pin d’Alep (Pinus Halepensis), les racines des arbres sont 

dégagées, puis 100g du sol fermement lié aux racines sont prélevés (Yilmaz et al., 

2008). Les échantillons triés sont placés dans des flacons stériles et transportés au 

laboratoire.  
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Sol du Djebel Chélia et sol environnant la Sebkha, 100 à 150 g de sols sont prélevés, 

après avoir écarté les cinq premiers centimètres de la couche superficielle du sol, selon la 

technique dérivée de celle de Pochon et Tardieux (1962). 

2. Isolement, purification et conservation des actinobactéries 

Des suspensions mères ont été préparées après avoir introduit 10g de chaque 

échantillon dans des flacons contenant 100ml d’eau physiologique stérile.  

L'isolement des actinobactéries a été réalisé sur milieu gélosé Olson (annexe 1) 

additionné d'un antifongique, la nystatine (50µg/l) et d'un antibactérien Gram (-) la 

polymyxine (20µg/l).  

Pour chaque échantillon, des dilutions décimales de 10
-1 

jusqu’à 10
-7

 sont préparées à 

partir des solutions mères. Par la suite, 0,1 ml de chaque dilution est étalé sur le milieu Olson 

précédemment stérilisés et coulés dans des boîtes de Pétri stériles. Ces dernière sont, alors 

incubées à 30 
0
C et observées après deux, trois et quatre semaines d'incubation. 

À l'aide d'un microscope optique, les colonies d’actinobactéries sont repérées d'après 

leur aspect macroscopique caractéristique. Les colonies possédant un aspect typique aux 

actinobactéries sont purifiées sur milieu  Yeast Malt Extract Agar (YMEA) + CaCO3 (annexe 

1). 

Les isolats purs d’actinobactéries sont conservés, d’une part, dans le milieu YMEA 

coulé dans des tubes à essai inclinés avant solidification puis mis à +4 
0
C et d'autre part dans 

un milieu liquide ISP2 (annexe 1) dans des tubes eppendorf additionné de glycérol à raison de 

20% (v/v) puis les tubes sont conservés à -20 
0
C

 
. 

 

3. Activité antimicrobienne des isolats d’actinobactéries 

 

3.1. Activité antibactérienne 

 

a) Les bactéries-tests 

L'activité antibactérienne des isolats purs d’actinobactéries a été recherchée contre les 

bactéries-tests obtenues auprès de l'American Type Culture Collection (ATCC). 

Les bactéries à coloration de Gram positive sont : Staphylococcus aureus ATCC 2592 

et Bacillus subtilis ATCC 6633. 

Les bactéries à coloration de Gram négative sont : Klebsiela pneumoniae ATCC 

700603, et Escherichia coli ATCC 25922. 
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L’activité antibactérienne a été testée également contre Staphylococcus aureus 

résistant à la méthicilline (MRSA : Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) ATCC 

43300. 

À partir d'une culture de 24h sur gélose nutritive, une suspension de chaque bactérie-

test est préparée. La densité cellulaire de chaque suspension est ajustée par addition d’eau 

physiologique stérile en comparaison avec une solution de Mac Farland 0,5  de façon à 

obtenir une concentration de 10
6
 UFC/ ml.  

b) Technique des cylindres d'agar 

Les isolats purs d’actinobactéries sont ensemencés sur milieu solide YMEA en stries 

très serrées, puis incubés pendant 7 jours à 30 °C. Par la suite, des cylindres de 6 mm de 

diamètres, de culture d’actinobactéries bien sporulées à raison de 10
8
 spores/ml sont découpés 

stérilement, déposés à la surface du milieu Mueller Hinton (annexe1) préalablement 

ensemencé par le germe cible. Les boites ensemencées sont maintenues à +4 
0
C pendant 2h 

avant d’être incubées pour permettre la diffusion des substances bioactives. 

3.2. Activité antifongique 

La capacité des isolats d’actinobacéries à inhiber le développement des moisissures 

phytopathogènes Fusarium oxysporum et Aspergillus niger, est déterminée sur milieu Potato 

Dextrose Agar (PDA: annexe 1), en utilisant la technique des cylindres d’agar. Un disque de 6 

mm de diamètre issu d’une culture pure de l’agent phytopathogène est déposé au centre de la 

boite. Ensuite, des disques de l’actinobactérie sont placés parallèlement et autour à une 

distance de 3 cm du disque de champignon. Ces boites sont incubées à 30 °C pendant 14 

jours. Des boites contenant justes le disque de champignon sont incubées dans les mêmes 

conditions, elles servent de contrôles (Tour et al., 2004). Après les périodes d’incubation, 

l’évaluation de l’inhibition est estimée par le calcul du pourcentage d’inhibition (I%) de la 

croissance mycélienne selon la formule suivante I%: (C-T/C) x 100 où C: la croissance de la 

moisissure dans la boite contrôle; T : croissance de F. oxysporum ou A. niger en présence des 

souches étudiées. 

 

4. Antagonisme d’isolats sélectionnés producteurs d’antimicrobien 

Les isolats d’actinobactéries SF10, SFKH4 et SFKH10 montrant une bonne activité 

antimicrobienne ont été testés pour leur effet antagoniste contre une bactérie phytopathogène : 
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Streptomyces scabies (agent causal de gale commune de la pomme de terre). Ce test est 

réalisé en utilisant la technique des cylindres d’agar (même principe cité précédemment sauf 

que le test soit sur le milieu YMEA). 

 

5. Identification des souches possédant une activité antimicrobienne 

Les trois isolats d’actinobactéries SF10, SFKH4 et SFKH10 obtenus du sol 

montagneux et du sol rhizosphérique respectivement, présentant une forte activité 

antimicrobienne ont fait l’objet d’une caractérisation polyphasique. 

5.1. Caractères morphologiques et culturaux 

Les caractères morphologiques et culturaux (la couleur du mycélium aérien et du 

substrat ainsi que la production de pigments diffusibles) sont déterminés sur des milieux de 

culture spécifiques : ISP1, ISP2, ISP3, ISP4 et ISP7 (annexe 1). Ces milieux sont préconisés par 

l’International Streptomyces Project (ISP) (Shirling et Gottlieb, 1966) et sur les milieux SCA, 

Gausse et SMK (annexe 1) (Athalye et al., 1985). Les milieux sont coulés dans des boites de 

Pétri et sont ensuite ensemencés par des stries très serrés. 

L’évaluation de l’importance de la croissance et du développement des mycélia et de 

leur pigmentation sur chaque milieu est observée après 14 jours d'incubation à 30 
o
C. La 

présence ou l’absence dans la gélose de pigments diffusibles autres que les pigments 

mélanoïdes, est observée en même temps. 

5.2. Aspect des souches en microscopie optique (Technique des lames et lamelles) 

La micromorphologie concerne, principalement, la morphologie des chaines de spores. 

Elle doit être déterminée par l’observation d’une culture complètement mature avec une 

bonne sporulation. 

 

 -Préparation de l’inoculum  

 

Les isolats d’actinobactéries sont ensemencés sur le milieu ISP2 gélosé réparti dans 

des boites de Pétri. Les boîtes sont incubées à 30 
0
C pendant 14 jours. La surface des colonies  
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est raclée, ainsi les spores et les fragments mycéliens sont récupérés et introduits dans des 

tubes à essai contenant de l’eau physiologique stérile (Shirling et Gottlieb, 1966). 

 

 -Culture sur lame   

Les isolats sont ensemencés sur milieu solide ISP2. Ensuite, une portion rectangulaire 

d'agar est découpée puis déposée sur une lame et recouverte avec une lamelle. Ainsi ces 

cultures sur lames sont incubées à 30 
0
C pendant 14 jours. L'observation se fait sous 

microscope optique à grossissement (X 100). 

- Culture sur lamelle  

Une lamelle stérile est, insérée, délicatement dans un milieu gélosé ISP2 de telle sorte 

qu’elle forme un angle de 45° avec celui-ci. Une goutte de l’inoculum est déposée contre la 

lamelle en contact avec le milieu gélosé. Après 14 jours d’incubation à 30 °C, la lamelle est 

retirée soigneusement de la gélose entraînant quelques fragments du mycélium. Elle est, 

ensuite, déposée sur une lame et examinée au microscope optique à grossissement (X 100). 

 

5.3. Aspect des souches en microscope électronique à balayage  (MEB) 

Les observations au microscope électronique à balayage (ou SEM pour Scanning 

Electron Microscopy (figure 19) ont été réalisées au laboratoire de microscopie du 

département de physique (Université Trento) avec la collaboration du docteur Nicola 

Bizanella. 

La préparation des échantillons est effectuée selon la technique de Kumar et al. 

(2011). À l’aide d’une pipette pasteur stérile, les souches d’actinobactéries sont ensemencées 

sur milieu de sporulation YMEA + CaCO3 coulé en boîtes de Pétri. Un cylindre en métal 

stérile de 6mm a été inséré, préalablement, sur la boite de Pétri. Après une période 

d’incubation de 30 C
0
, pendant 7 jours, la souche s’est développée sur toute la boite y compris 

le cylindre. 

Par la suite, le cylindre est retiré de la boite de Pétri entraînant une partie de la souche. 

La couche en surface de chaque cylindre est transférée sur des plots métalliques porte-objet 

qui sont introduits dans une enceinte du métalliseur sous vide. Au cours de ce processus de 

métallisation d’une heure de temps, la pression est augmentée en introduisant le gaz d’Argon. 

Sous l’effet d’un champ électrique, des électrons libres entraînés en spirale par un système 
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magnétique entrent en collision avec les atomes d'Argon, ce qui génère des ions Ar+. Ces ions 

sont accélérées vers la cathode qu'ils bombardent avec assez d'énergie pour arracher des 

atomes d'or qui tombent en pluie sur la surface des échantillons, formant ainsi une fine couche 

conductrice.  

 

Figure 19: microscope électronique à balayage (SEM), université Trento, Italie. 

 

5.4. Analyse des constituants pariétaux (chimiotaxonomie) 

La chimiotaxonomie, au sens large du terme, est basée sur la détermination des acides 

aminés du peptidoglycane, des sucres, des quinones, des lipides polaires et de l’acide 

mycolique de la paroi cellulaire des actinobactéries (Schleifer et Kandler, 1972). 

L’analyse chimique des constituants de la paroi cellulaire des isolats sélectionnés 

constitue un critère déterminant de distinction des différents groups d’actinobactéries. 

Dans le sol, le genre Streptomyces est largement dominant. Donc, nous nous sommes 

limités à déterminer, seulement, au niveau de la paroi : l’isomère LL ou DL (méso) de l’acide 

diaminopimélique (DAP), la présence ou non de la glycine et l’absence de sucres 

caractéristiques (Murray et al., 1989). 

5.4.1. Production de biomasse 

Pour pouvoir réaliser ces analyses, il faut produire assez de biomasse. Ainsi, les isolats 

(SF10, SFKH4 et SFKH10) sont ensemencés à raison de 10% dans des erlenmeyer d’un litre 
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contenant le milieu ISP2  et incubés sous agitation à 30 °C pendant 14 jours. Les mycélia sont 

récupérés par filtration, lavés à l’eau distillée stérile puis séchés.  

 

5.4.2. Détermination des acides aminés pariétaux (acide diaminopimélique et glycine) 

La technique utilisée est celle de Backer et al. (1964) modifiée. Elle est réalisée selon 

le protocole suivant : 10 mg du mycélium sec de chaque isolat sont hydrolysés pendant 18 h à 

100 °C par 1 ml de HCl 6N dans des tubes à vis, hermétiquement fermés, mis dans un four à 

microondes. Les hydrolysats sont recueillis, après filtration, sur membrane en verre puis 

concentrés à sec à l’aide d’un bain de sable chaud. Des lavages répétés à l’eau distillée sont 

effectués jusqu'à l’élimination totale de l’HCl. Le résidu sec est finalement repris dans 0,3 ml 

d’eau distillée puis analysé par chromatographie en gel de silice en utilisant le système 

méthanol / H2O /HCl 10N/ pyridine (80 : 17,52 : 5 : 10) comme phase mobile. Les résultats 

sont déterminés par comparaison avec le mélange glycine et isomères méso et LL de l’acide 

diaminopimélique. 

 

5.4.3. Détermination des sucres pariétaux 

La méthode de caractérisation des sucres utilisée est celle de Lechevalier et 

Lechevalier, (1970). Dans des tubes à vis contenant 50 mg de mycélium est ajouté 1ml 

d’acide sulfurique 1N puis les tubes sont hermétiquement scellés et introduits dans un four à 

microondes porté à 100 °C. L’hydrolyse acide dure 2h. Les hydrolysats acides sont neutralisés 

avec une solution aqueuse saturée d’hydroxyde de Baryum jusqu'à obtention d’un pH neutre. 

Le précipité blanc formé est éliminé par centrifugation à 4000 tr/min durant 20 min. 

Le surnageant est recueilli, évaporé à sec et le résidu final obtenu est dissout dans 0,3 

ml de mélange eau distillée et acétonitrile puis analysé par la technique chromatographique 

HPLC-ELSD. La concentration des standards (sigma), (ribose, glucose, galactose, mannose, 

xylose et madurose) et les échantillons, est de 1mg/ml dans l’acétonitrile/H2O (70 : 30). Les 

analyses ont été performées par l’appareil Agilent technologies 1200 séries en utilisant la 

colonne RP18 Phenomenex, luna 5u, 250x4, 60 mm suivant le mode isocratique (acétonitrile / 

H2O  90 : 10), sous un débit de 1ml/min et d’une température de 45 
o
C. 
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6. Étude des caractères physiologiques 

6.1. Pigments diffusibles et pigments mélanoides 

  

La mise en évidence de la production de pigment soluble (autres que le brun-noir) est 

réalisée par culture sur le milieu gélosé ISP5 (annexe 1) (Shirling et Gottlieb, 1966). Les 

milieux ISP6 et ISP7 (annexe 1) en gélose inclinée sont ensemencés en surface pour mettre en 

évidence les pigments mélanoïdes produits par les actinobactéries. Un tube non ensemencé 

sert de témoin. L'observation de la couleur brune noire caractéristique des pigments 

mélanoïdes se fait au 2
éme

 jour et au 4
éme 

jour d’incubation à 30 °C en comparant les tubes 

ensemencés avec le témoin (Shirling et Gottlieb, 1966; Mocheva et al., 2002). 

 

6.2. La croissance en présence d’inhibiteurs chimiques  

 

L’effet de trois inhibiteurs chimiques (chlorure de sodium, phénol et crystal violet) sur 

la croissance des trois isolats a été déterminé. Les isolats sont ensemencés sur milieu Bennett 

modifié (MBA) (Annexe 1) additionné de composés inhibiteurs aux concentrations suivantes : 

chlorure de sodium 4, 7, 10, 13 % (P/V), phénol 0,1% (P/V), crystal violet 0,0001 % (P/V). 

La présence ou l’absence de la croissance est enregistrée après 14 jours d’incubation par 

comparaison avec le témoin (Gordon et al., 1977 ; Williams et al., 1983a ). 

 

6.3. Action sur le lait écrémé 

 

Des tubes contenant une solution de 10% de lait écrémé en poudre sont ensemencés et 

incubés à 30 ºC. Après 14 jours, la coagulation et la peptonisation sont notées (Singleton et 

al., 1998). 

 

6.4. La résistance aux antibiotiques 

 

La mise en évidence de la sensibilité de nos isolats aux différents antibiotiques est 

basée sur la méthode de l’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé (YMEA), 

recommandée par Williams et al. (1983b). Les différents antibiotiques utilisés sont 

l’ampicilline (AMP), l’erythromycine (E), la spiromycine (SP), la gentamicine (CN), 

l’amikacine (AK), l’imipenème (IPM), acide nalidixique (NA), le cefuroxine (CXM), la 

streptomycine (S), l’amoxicilline (AMC) et fosfomycine . À partir des cultures pures des trois 

isolats, une colonie est ensemencée par stries sur la surface de la gélose puis les disques 

d’antibiotiques y sont déposés. Après une pré-diffusion de 30 min, les boites sont incubées à 

30 
0
C pendant une semaine, ensuite les diamètres d’inhibition sont mesurés. 
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7. Étude des caractères biochimiques  

7.1. Utilisation des composés glucidiques   

La capacité des isolats à utiliser les substrats carbonés est déterminée par la méthode 

de Shirling et Gottlieb (1966) avec le milieu de base ISP9 (annexe 1), les substrats suivants 

sont testés: glucose, lactose, cellulose, arabinose, D-xylose, saccharose, D-fructose, D-

maltose, D-galactose, D-ribose, sorbitol, inositol, mannitol et des acides organiques ( 

propionate de sodium et succinate de sodium). L'utilisation des différents substrats est 

appréciée en comparant les cultures avec la croissance obtenue sur les milieux servant de 

contrôle positif (milieu ISP9 contenant 1% de glucose) et de contrôle négatif (milieu ISP9 sans 

source de carbone). 

7.2. Utilisation des sources azotées   

La mise en évidence de la capacité des souches à utiliser différentes sources d’azote a 

été déterminée selon la méthode décrite par Wiliams et al. (1983a). Le milieu ISP9 est 

additionné par des substrats azotés à une concentration de 0,1% (P/V). Les différentes 

substances utilisées sont : la méthionine, l’acide aspartique, la cystéine, la tyrosine, l’arginine, 

la proline, la glycine, le tryptophane. Les résultats d’assimilation sont notés après 14 jours par 

comparaison avec le témoin positif (asparagine) et négatif (sans source d’azote ajoutée). 

7.3. Production de sulfure d'hydrogène (H2S) 

Des tubes contenant du milieu TSI (triple sugar iron) ont été ensemencés puis incubés 

pendant 14 jours à 28 ºC. La production de l'H2S est appréciée par l'apparition d'une coloration 

noire dans le milieu (Guiraud et al., 1998). 

7.4. La production de la chitinase 

La mise en évidence de l’activité chitinolytique consiste à ensemencer les isolats 

d’actinobactéries par simple strie sur milieu Colloidal Chitin Agar (CCA) (annexe 1). Après 8 

jours d’incubation, la production de chitinase extracellulaire est traduite par l’apparition de 

zones claires autour des colonies (Hsu et al., 1975). 
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7.5. Réduction des nitrates 

La nitrate-réductase est une enzyme qui catalyse la réduction des ions nitrates NO3
-
 en 

ions NO2
-
 (nitrite) ou en N2. Elle est mise en évidence selon le protocole de (Singleton, 1999). 

10 ml de bouillon nutritif contenant 0,1% de nitrate de potassium (KNO3) sont ensemencés et 

incubés à 30 ºC. Au 5ème, 10ème
 et 14ème jour d'incubation, trois gouttes des réactifs de Griess I et 

Griess II sont ajoutées à 1ml de culture. La réduction de nitrates en nitrites est mise en 

évidence par l'apparition d'une coloration rouge. En l'absence de cette coloration, quelques 

milligramme de poudre de zinc sont alors ajoutés. L'apparition de la coloration rouge indique 

un test négatif (les nitrates du milieu ne sont pas réduits par la souche). En absence de la 

coloration, le test est considéré comme positif (les nitrates sont réduits au-delà du stade des 

nitrites). 

 

7.6. Les activités d’hydrolyse 

L’hydrolyse de la gélatine (0,4%), la caséine (1%), l’amidon (1%) la tyrosine (0,5%) 

l’adénine (0,1%) a été déterminée sur le milieu de base de l’ISP9. L’hydrolyse du tween 80 à 

0,1% a été testée sur milieu de Sierra (annexe 1). Pour l’hydrolyse de la pectine (1%), Les 

souches sont ensemencées sur le milieu Pectine Agar (annexe 1). Les activités de dégradation 

sont notées après 14 jours d’incubation. Pour les composés insolubles, les activités ont été 

détectées par l’apparition, autour des colonies, de zones claires. Cependant, le résultat pour la 

gélatine, l’amidon et la pectine est notée après inondation des cultures respectivement avec la 

solution de chlorure mercure (HgCl2), de lugol et une solution de CTAB (bromure 

d’héxadecyl tri-méthylammonium) à 1% (P/V) et laisser à température ambiante pendant 

quelques minute (Hankin et al., 1971 ; Williams et al., 1983a ; Nicemol, 2006). 

La dégradation de cellulose a été déterminée selon la méthode décrite par (Maki et al., 

2011). A partir d’une culture pure des isolats, une colonie est prélevée, ensuite déposée sur 

boite contenant du Carboxyméthyl cellulose (CMC) gélosé (annexe 1). La production de 

cellulase est mise en évidence par la coloration à la solution Iodine (annexe 2). Pour ce faire, 

un volume de 10 ml est coulé dans la boite. Les colonies développant une auréole montre que 

les souches en question possèdent une activité cellulasique. 
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8. Identification phylogénétique  

 

8.1. Extraction de l’ADN 

La méthode utilisée pour l’extraction de l’ADN total des cultures pures des trois 

isolats sélectionnés (SF10, SFKH4 et SFKH10) est celle de Pospiech et Neumann (1995). 

Ainsi, 1 ml de culture bactérienne en phase exponentielle est centrifugé pendant 15 min à 

4000 g. Le culot est traité par 5ml de tampon de lyse SET (NaCl :75 mM, EDTA : 25mM 

Tris-HCl : 20 mM, pH 7,5) ; suivi d’un traitement par le lysozyme à une concentration de 1 

mg/ml, le mélange est incubé pendant 60 min à 37 °C. Les protéines associées à l’ADN sont 

ensuite hydrolysées par 0,6 ml du sulfate de sodium dodecyl (SDS) à 10% et la protéinase K 

0,5 mg/ml. L’ensemble est mélangé puis incubé pendant 2 h à 55 °C. Par la suite, 5 ml du 

NaCl (5 mM) et 7,5 ml du chloroforme sont ajoutés au lysat et incubé 30 min à une 

température ambiante. Le mélange est centrifugé à 4500g pendant 15 min puis additionné de 

0,6 ml d’isopropanol. Enfin le tube est inversé brièvement et l’ADN est rincé et récupéré à 

l’aide d’une pipette pasteur, et mis dans 5 ml d’éthanol à 70%, puis séché à l’air libre. Le 

culot est re-suspendu dans 5ml du tampon TE (10 mM Tris, EDTA 1 mM, pH 8) et incubé à 

55 °C.   L’ADN dissout est traité avec la ribonucléase (ARNase) (20 μg/ml), puis incubé à 37 

°C durant 1 heure. 

 

8.2. Quantification de l’ADN  

Elle consiste à déterminer la quantité d'ADN dans les échantillons et sa pureté. Un 

échantillon d’ADN extrait est dilué 200 fois dans du tampon TE. Sa densité optique (DO) est 

mesurée au spectrophotomètre, à deux longueurs d’ondes différentes (260nm et 280nm). 

Idéalement, le rapport A260/280 doit être compris entre 1,8 et 2,0. S’il est inférieur ou égal à 

1,8, il y a une contamination par les protéines. S’il est supérieur ou égal à 2,0, il y a une 

contamination par les ARN. 

 

8.3. Amplification des séquences d’ADNr 16S  

 

Il s’agit d’une amplification par PCR d’une séquence d’ADN par extension de deux 

amorces universelles, la directe F27 et la reverse R1492 : 27f (5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') et 1492r (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (Heuer 

et al., 1997; Monciardini et al., 2002; Coombs et Franco, 2003). La paire d’amorces a été 

fournie par Integrated DNA Technologies (IDT, USA) avec une concentration de 100 μM. 

Les microtubes contiennent 2μl de l’ADN (200 ng/μl) et 50 μl d’un mélange réactionnel 
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(tableau 1). L’amplification est réalisée pour un volume de 200 μl, dans un Thermocycleur 

TM C1000 (BIORAD My CyclerT 
M

) qui permet de programmer les durées et les 

températures des trois étapes d’un cycle ainsi que le nombre de cycles désirés. Après une 

dénaturation initiale à 98 °C pendant 4 min, le programme d’amplification est exécuté durant 

30 cycles (94 °C pendant 1 min, 52 °C pendant 1 min et 72°C pendant 2 min); le dernier cycle 

est suivi d’une phase d’élongation terminale à 72 °C pendant 10 min, puis refroidi à 4 
0
C. 

Afin de vérifier les amplicons, les produits de la PCR ont été examinés par 

électrophorèse sur gel d’agarose à 0,8% en tampon TAE 1X (Tris Acétate-EDTA; 

Euromedex) additionné de 0,5 μg/ml de bromure d’éthydium (BET) et en présence d’un 

marqueur de taille l Kb DNA Ladder (Promega). Après migration d’une heure, le gel est 

trempé dans une solution de bromure d’éthydium (0,5%) pendant 10 min puis le gel est rincé 

dans de l’eau pendant 15 min. Le gel est placé sous les rayons UV pour visualiser et 

photographier les bandes d’ADNr 16S. Les fragments d’ADN sont visibles aux UV à 300 nm 

grâce au bromure d’éthydium qui s’est inséré entre les plateaux de bases de l’ADN.  

Tableau 1 : composition du milieu réactionnel de la PCR de l’ADNr 16S par la paire 

d’amorces universelle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.4. Séquençage de l’ADNr 16S et analyses phylogénétiques 

Les produits de la PCR, amplifiés et purifiés, sont séquencés par la méthode de 

Sanger. Elle est basée sur l’incorporation de didésoxynucléotides. Le séquençage est réalisé 

par le service de LGC genomics (Berlin, Allemagne). Les séquences, une fois déterminées, 

sont comparées à celles des espèces disponibles dans les banques génomiques de données en 

utilisant le NCBI Blast disponible sur Internet au niveau du site Web 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Les alignements des séquences sont réalisés grâce au logiciel 

Sequencher (version 4.7). L'arbre phylogénétique a été construit en utilisant l’option « One 

Composé Volume µl 

Eau stérile 202,5 

DMSO 50% 30 

Amorce F (100 μM) 6 

Amorce R (100 µM) 6 

Tampon de la taq 30 

dNTP (25 mM) (Fermentas) 7,5 

Taq polymerase (5 U.ml
-1

) 3 

Solution d’ADN (200 ng/ µl) 2 
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Click » disponible sur le site Web de www.phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008) et la 

construction de l’arbre par TreeDyn. PhyML. 

Résultats 

1. Isolement et purification des actinobactéries 

Les colonies d’actinobactéries apparaissent après 2 à 4 semaines d’incubation, elles 

sont souvent compactes et bien incrustées dans la gélose (figure 20). Après observation 

microscopique, les colonies d’actinobactéries ont été purifiées par repiquage dans le milieu 

YMEA incubées à 30 °C pendant 7 jours. Ainsi, 99 isolats d’actinobactéries ont été obtenus et 

se répartissent comme suit : 65 de la rhizosphére de Pinus Halepensis M, 11 du sol 

montagneux et 23 du sol environnant de la Sebkha Garrag El Guellif (tableau 2). La figure 21 

montre l’aspect de quelques isolats d’actinobactéries après l’étape de purification.  

 

Tableau 2 : nombre d’isolats d’actinobactéries par site exploré. 

 Sol Site de prélèvement       Nombre d’isolats 

Sol forestier rhizosphérique 

(SFKH) 

Forêt de Khenchela 

 

65 

Sol forestier montagneux 

(SF) 

Djebel Chélia, Khenchela 11 

Sol de Sebkha (SSG) Garah El Guellif (Oum El 

Bouaghi) 

23 

 

 

 
 

Figure 20 : photographie de colonies d’actinobactéries sur milieu Olson (sol rhizosphérique). 

http://www.phylogeny.fr/
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Figure 21 : aspect sur milieu solide YMEA +CaCO3 des isolats purs d’actinobactéries. 

 

2. Activité antimicrobienne  

 

2.1. Des isolats d’actinobactéries du sol rhizosphérique 

Les isolats montrant une activité sont présentés dans le tableau (3). Sur les 65 souches 

d’actinobactéries provenant du sol rhizosphérique, 95% d’entre elles ont présenté une activité 

antibactérienne et/ ou antifongique vis-à-vis au moins de l’une des souches cibles. Et, 

seulement 24% des isolats ont inhibé, au moins, la croissance du mycélium d’un champignon 

phytopathogène. 

La majorité des souches provenant du sol rhizosphérique présente une  activité contre 

les bactéries à coloration de Gram positive. Les isolats SFKH4, SFKH10 et SFKH18 se sont 

avérés les plus actifs pour inhiber la croissance de B. subtilis, S. aureus et MRSA (figure 22). 

L’isolat SFKH10 a présenté la plus grande activité vis-à-vis de la souche MRSA avec un 

diamètre d’inhibition de 40 mm (figure 22). L’isolat SFKH4 a montré une importante activité 

contre les Gram (-) : E. coli et K. pneumoniae. 
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Tableau 3 : activité antimicrobienne des isolats du sol rhizosphérique.  

Isolats, 

SFKH  

         Diamètre d’inhibition (mm)  

 

 

Pourcentage d'inhibition  

                       (% I) 

 

 B. 

subtilis 

S. 

aureus 

 

MRSA K.  

pneumoniae 

E. coli A. niger F. oxysporum 

1 11 11 15 - - - - 

3 10 20 - - - - - 

4 30 35 39 30 20 - 32,43% 

5 - 15 15 - - - - 

6 10 10 10   - - 

7 - 13 15 - - - - 

8 10 - 10 - - - - 

9 16 30 26 - - - - 

10 30 39 40 - - - - 

11 30 - - - - - - 

13 21 20 20 - - - - 

14 - - - - - 44,44% 32 ,43% 

17 - - 15 - - - - 

18 33 30 35 - - - - 

19 - - - - - - - 

20 - 10 - - - - - 

21 - - - - - 40,54% - 

22 25 22 30 - - 29,72%  

26 - - - - -   

27 20 - - - - 37% - 

28 20 28 26 - - 54,05 66,66% 

33 - - - - - 35%  

34 - 10 -     

36 30 15 - - - 55,55% 43,24% 

37 - - - - - - - 

38 25 30 26 - - 66,66% 45,94% 

39 - - - - - 55,55% - 

40 10 20 15 - - - - 

41 27 25 22 - - - - 

42 20 23 11 - - - - 

45 17 - - - - - - 

46 17 22 19 - - 75,55% 48,64% 

47 22 25 23 - - 51,11% 32,43% 

48 - - - - - - - 

49 17 22 19 - - 66,66% 48,64% 

50 10 22 15 - - 44,44% - 

55 - - - - - 46,66% - 

61 - - - - - 57,77% - 

62 - - - - - 44,44% 37,83% 

(-) : absence d’inhibition 
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SFKH10

SF10
SFKH10

SF10

SFKH10

SFKH4

SF10

SFKH4

a cb

ed

 

 

 

 

 

 

2.2. Des isolats d’actinobactéries du sol montagneux 

Les isolats provenant du sol montagneux de Djebel Chélia ont montré des activités 

intéressantes notamment pour les isolats SF1 et SF10 (tableau 4). Ces deux derniers ont 

présenté des activités importantes contre les bactéries et les champignons testés. L’isolat SF10 

s’est avéré la plus actif, notamment, contre B. subtilis avec un diamètre de zone d’inhibition 

de 40mm (figure 22). 

 

Tableau 4: activité antimicrobienne des isolats de sol forestier (Djebel Chélia). 

Isolats  

SF 

Diamètre d’inhibition  

(mm) 

Pourcentage d'inhibition  

                       (%I) 

 B. 

subtilis 

S. 

aureus 

 

MRSA 

 

K. 

pneumoniae 

E. coli A. niger F. oxysporum 

1  24 31 29 - - - - 

2 - 25 23 - - - - 

10 40 38 39 - - 35,13% 37,77% 

11 19 25 25 - - 35,13% 40% 

(-) : absence d’inhibition 

Figure 22 : activité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique), sur milieu 

YMEA+CaCO3 des isolats purs d’actinobactéries, évaluée par la technique des 

cylindres d’agar. (a): Staphylococcus aureus 25, (b) : MRSA, (c) : Bacillus subtilis, 

(d) : Fusarium oxysporum, (e) : Aspergillus niger. 
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2.3. Des isolats d’actinobactéries du sol environnant de la Sebkha 

Les isolats provenant de l’échantillon de sol de Sebkha, ont montré une activité 

antimicrobienne moins importante (tableau 5) par comparaison aux isolats de la rhizosphère et 

du sol montagneux. 30% des souches ont une activité antibactérienne représentée par des 

zones d’inhibition de diamètre variant de 16 à 29 mm. Par contre aucun des isolats n’agit sur 

F. oxysporum et A. niger. 

 

Tableau 05 : activité antibactérienne des isolats de sol environnant de la Sebkha. 

Les isolats 

SSG 

                  Diamètre   d’inhibition (mm) 

 Bacillus 

subtilis 

S. 

aureus 

 

MRSA 

 

K.  

pneumoniae 

E. coli 

1 29 23 - - - 

13 10 16 20 - - 

14 29 - - - - 

17 16 13 20 - - 

18 - 15 20 - - 

19 - - - - - 

20 16 14 - - - 

21 - - - - - 

22 - 20 - - - 
(-) : absence d’inhibition 

 

3. Antagonisme des isolats producteurs d’antimicrobiens sélectionnés 

L’antagonisme vis-à-vis de l’actinobactérie phytopathogène (S. scabies) des trois 

isolats SF10, SFKH4 et SFKH10 sélectionnés sur la base de leur potentiel de production 

d’antimicrobiens a été recherché. Celui-ci a été évalué par la technique des cylindres d’agar 

(tableau 6). 

Les trois isolats inhibent la croissance de l’espèce S. scabies. La zone d’inhibition 

obtenue avec la souche SF10 (27mm) est plus importante que celles obtenues avec les deux 

autres isolats SFKH4 et SFKH10. 

Tableau 6 : activité antagoniste vis-à-vis S. scabies des trois isolats. 

isolats SF10 SFKH4 SFKH10 

 

Diamètre 

d’inhibition (mm) 

  

27 

 

18 

 

15 
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4. Identification des souches 

4.1. Aspect macroscopique 

Les différentes observations concernant la croissance, le développement du mycélium 

aérien et la pigmentation des isolats étudiés sont consignées dans le tableau 7. 

L’isolat SF10 a une bonne croissance sur les milieux ISP5, ISP7 et YMEA en 

développant un mycélium aérien abondant. Sur tous les autres milieux, la souche SF10 ne 

présente pas de mycélium aérien, des fois un faible développement est observé. La coloration 

du mycélium de substrat varie suivant les milieux, elle est beige sur les milieux ISP5 et SMK.  

Au 14
ème

 jour d’incubation, l'isolat SFKH4 a une bonne croissance sur les milieux 

ISP4, ISP2, Gausse et YMEA en développant un mycélium aérien abondant. Sur tous les autres 

milieux, l’isolat SFKH4 présente un mycélium aérien moins important et parfois il est absent 

totalement. Sa pigmentation sur les milieux de l’ISP tend vers une couleur beige, gris ou 

violet (figure 23). La coloration du mycélium de substrat varie suivant les milieux, elle est 

jaune sur l’ISP7  et vert sur le milieu Gausse. L’isolat SFKH4 élabore un pigment, de couleur 

jaune, qui diffuse dans tout le milieu ISP7. 

 

 

Figure 23: culture de l’isolat SFKH4 sur différents milieux de cultures. 

 

Du 14
ème

 jour d’incubation, SFKH10 présente une très bonne croissance sur les 

milieux ISP4, YMEA et Gausse avec une sporulation abondante, par contre elle ne sporule pas 

sur les milieux ISP6, ISP7 et SCA. Elle forme des colonies de couleur jaune et grise. Sur les 

autres milieux, elle ne se développe pas. La coloration du mycélium de substrat varie du 

beige, jaune au marron. L’isolat SFKH10 élabore des pigments diffusibles qui virent au jaune 

sur le milieu ISP6. 
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Tableau 7 : aspect macroscopique des isolats sélectionnés.  

 Milieux de 

culture 

Croissance Mycélium 

végétatif 

Mycélium 

aérien 

Pigment 

diffusible 

SF10 ISP1 

ISP2 

ISP5 

ISP6 

ISP7 

SMK 

SCA 

Gausse 

YMEA 

ISP3 et ISP9 

Moyenne 

Moyenne 

Bonne 

Moyenne 

Bonne 

Très faible 

Très faible 

Très faible 

Très Bonne 

- 

Beige 

Jaune claire 

Beige 

Jaune 

Marron claire 

Beige fonce 

Jaune claire 

Beige fonce 

Beige 

- 

Beige 

Beige 

Blanc 

Beige 

Blanc 

Blanc 

Blanc 

Beige 

Jaune 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

SFKH4 ISP1 

ISP2 

ISP4 

ISP5 

ISP6 

ISP7 

SMK 

SCA 

Gausse 

YMEA 

ISP3 et ISP9 

Faible 

Bonne 

Bonne 

Moyenne 

Très faible 

Moyenne 

Très faible 

Fiable 

Bonne 

Bonne 

- 

 

Jaune 

Vert-marron 

Gris 

Jaune 

Jaune 

Jaune 

Beige 

Vert 

Vert 

Marron fonce 

- 

Beige 

Violet claire 

Violet 

Beige 

Jaune claire 

Beige 

Marron 

Blanche 

Violet claire 

Mauve foncé 

- 

 

- 

- 

- 

Jaune 

- 

Jaune 

- 

- 

- 

- 

- 

SFKH10 ISP1 

ISP2 

ISP3 

ISP4 

ISP6 

ISP7 

SMK 

SCA 

Gausse 

YMEA 

ISP5 et ISP9 

Faible 

Moyenne 

Très faible 

Bonne 

Moyenne 

Moyenne 

Moyenne 

Moyenne 

Bonne 

Très bonne 

- 

 

Beige 

Marron claire 

Beige 

Gris claire 

Jaune 

Beige 

Marron claire 

Beige 

Bige claire 

Beige claire 

- 

 

Blanc 

Gris claire 

Gris 

Vert 

Jaune 

Jaune 

Gris 

Gris 

Gris claire 

Bleu ciel 

- 

 

- 

- 

- 

- 

Jaune 

- 

- 

- 

- 

- 

(-) absence des pigments ou pas de croissance 
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Figure 24 : la morphologie des chaînes de spores: (a) SF10, (b) SFKH4, (c) SFKH10, après 

14 jours de croissance sur milieu YMEA, par microscope électronique à balayage (Université 

Trento, Italie). 

 

c 

a 

c 

b 
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4.2. Aspect en microscopie optique et électronique 

Les isolats ont été cultivés sur le milieu permettant le maximum de sporulation 

(YMEA). Les mycéliums (ou mycélia) aériens observés par microscopie mettent en évidence 

des hyphes épaisses, très ramifiées pour SFKH4 et moyennement pour les deux autres isolats. 

Les hyphes portent de longues chaines de spores droites de type rectiflexible (RF) pour les 

isolats SF10 et SFKH4. Aucune structure particulière, sporangium, sclérote ou synémma n’a 

été observée chez les trois isolats étudiés. La forme des spores est cylindrique pour les isolats 

SF10 et SFKH4 et spirale pour l’isolat SFKH10. Les spores de tous les isolats ne présentent 

aucune mobilité. Les formes des spores observées par microscopie électronique à balayage 

viennent confirmées celles observées par la technique des lames et des lamelles (Figure 24). 

4.3. Chimiotaxonomie  

La chromatographie sur CCM des extraits provenant des trois mycéliums et 

comparativement aux standards (Sigma) a montré la présence de l’isomère LL de l’acide 

diaminopimélique et de la glycine pour les trois isolats SF10, SFKH4 et SFKH0.. 

L’analyse par HPLC-DAD-ELSD des sucres de la paroi cellulaire de nos isolats a 

révélé l’absence des sucres caractéristiques en comparant aux sucres standards injectés en 

HPLC dans les mêmes conditions. Ces isolats possèdent, donc, une paroi de type I/C. 

L’ensemble de ces caractéristiques nous permettent de classifier ces isolats au genre 

Streptomyces (Murray et al., 1989). 

4.4. Caractères physiologiques 

SFKH10 élabore des pigments mélanoides brun/noir sur le milieu ISP6 mais pas sur le 

milieu ISP7. Cependant, SFKH4 et SF10 ne produisent aucun pigment mélanoide, quel que 

soit le milieu utilisé (figure 25). 

  

(a :témoin, b :SFKH4, c :SFKH10, d :SF10). 

 

Figure 25 : production de pigment mélanoide. 

 

 a a b c d b c d 
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L’isolat SFKH10 montre une bonne croissance en présence des différentes 

concentrations de NaCl utilisées et du phénol. Par contre en présence de Crystal violet sa 

croissance est affectée. Tandis que l’isolat SF10 ne se développe pas en présence du phénol 

et du Crystal violet et ne tolère pas des concentrations de NaCl égales ou supérieure à 7% 

(tableau 8). Contrairement aux deux autres isolats, l’isolat SFKH4 présente une bonne 

croissance en présence de Crystal violet et ne tolère pas des concentrations en NaCl 

supérieures à 4% P/V. En présence de phénol, sa croissance est fortement affectée (tableau 

8). 

Tableau 8 : croissance des isolats étudiés en présence d’inhibiteurs.  

 SF10 SFKH4 SFKH10 

NaCl 4% +++ + ++ 

NaCl 7% ± - ++ 

NaCl 10% - - ++ 

NaCl 10% - - ++ 

Phénol - ± +++ 

Crystal violet - +++ + 

  

 

Les trois isolats SF10, SFKH4 et SFKH10 coagulent le lait écrémé ce qui se traduit 

par la production de la coagulase. 

La figure 26 et le tableau 9 illustrent l’absence ou la présence de zones d’inhibition 

des trois isolats en présence d’antibiotiques représentatifs. Les trois isolats sont résistants à 

l’ampicilline, la cefuroxine et l’amoxicilline (tableau 9). Cependant, ils sont tous sensibles à 

l’amikacine. La souche SF10 présente le profil le plus résistant, sur les 11 antibiotiques testés 

seulement deux d’entre eux ont pu inhiber sa croissance. SFKH4 et SFKH10 se sont avérés 

sensibles à plus de trois antibiotiques. Les plus grandes zones d’inhibition ont été enregistrées 

avec la streptomycine et l’amikacine. 

 

 

 

 

SFKH10 SF10 SFKH4 

Figure 26 : photographies de la sensibilité/résistance des souches SF10, 

SFKH4, SFKH10 aux antibiotiques. 
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Tableau 9 : résultats de la sensibilité aux antibiotiques. 

 

 

Antibiotique 

(mg/ml) 

zone d’inhibition (mm) 

SF10 SFKH4 SFKH10 

Amikacine (30)  22 28 25 

Spiramycine (100) 0 33 16 

Erytromycine (15) 0 20 0 

Imipenème (10) 24 0 0 

Gentamycine (10) 0 0 15 

Ampicilline (10) 0 0 0 

Acide Nalidixique (30) 0 17 0 

Cefuroxine (30) 0 0 0 

Streptomycine (10) 0 22 26 

Amoxicilline (30) 0 0 0 

Fosfomycine (50) 0 0 0 

 

4.5. Caractères biochimiques 

Les trois isolats d’actinobactéries diffèrent par leurs capacités à utiliser les différentes 

sources de carbone (tableau 10). Tous les isolats sont capables d’utiliser le glucose, le 

galactose, le maltose et le fructose comme seule source de carbone. Alors qu’ils sont tous 

incapables d’assimiler le propionate de sodium et le succinate de sodium. L’isolat SFKH10 

assimile dix sources de carbone sur les treize sources testées, il présente la meilleure 

croissance avec le saccharose comme seul source de carbone. L’isolat SF10 n’utilise que huit 

sources. Cependant, l'isolat SFKH4 assimile, seulement, trois sources de carbone avec une 

croissance abondante pour le D fructose et le D-maltose. 

Tableau 10 : utilisation des sucres par les isolats étudiés.  

 SF10 SFKH4 SFKH10 

D-glucose +++ ++ + 

Lactose + - + 

Cellulose - - - 

Arabinose + - + 

D-xylose + - + 

Saccharose - - ++++ 

D-fructose ++ ++++ + 

D-maltose ++ ++++ ++ 

D-galactose + ± + 

D-ribose ± - + 

Sorbitol - - ± 

Inositol ± - + 

Mannitol + - - 

Propionate de sodium - - - 

Succinate de sodium - - - 

(-) : pas de croissance, (±) croissance faible, (+) croissance modérée, (++) bonne croissance, (++++) 

très bonne croissance. 
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La souche SFKH10 assimile tous les acide aminées à l’exception de la tyrosine, tandis 

que les souches SFKH4 et SF10 n’utilisent que cinq sources d’azotes avec une croissance 

variant de modérée à abondante (tableau 11). 

Tableau 11 : utilisation des composés azotés organiques.  

 

 SF10 SFKH4 SFKH10 

Asparagine + + ± 

Méthionine - ± ± 

Acide aspartique ++ - ± 

Cystéine - - ++ 

Tyrosine +++ + - 

Arginine - + ++ 

Proline ++ + + 

Glycine + + ± 

Tryptophane - - + 
(-) pas de croissance, (±) croissance faible, (+) croissance modérée, (++) croissance abondante, (+++) croissance très 

abondante. 
 

 

Tous les souches hydrolysent la gélatine et ne dégradent ni la caséine ni l’adénine. Le 

tween 80 a été dégradé seulement par la souche SFKH4. La souche SF10 dégrade seulement 

la gélatine (tableau 12). Les isolats SFKH4 et SFKH10 produisent des endocellulases et 

seulement la souche SFKH10 présente une activité pectinolytique. 

Tableau 12 : activité hydrolytique des isolats.  

 SF10 SFKH4 SFKH10 

Amidon - ++ ++ 

Caséine - - - 

Gélatine ++ + ++ 

Adénine - - - 

Tween 80 - + - 

Tyrosine - - ++ 

Pectine - - + 

Cellulose - + + 

(-) pas de dégradation, (±) dégradation faible, (+) dégradation modérée, (++) dégradation forte. 

 

 

La souche SFKH10 produit de l’H2S dans le milieu TSI. Cette production se traduit 

par l’apparition des colonies noires. Par contre, les souches SFKH4 et SF10 ne présentent 

aucune production d’H2S. 
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Les trois isolats ne dégradent pas la chitine. L’isolat SFKH10 a montré des réactions 

positives pour son activité nitrate réductase après 5, 10 et 14 jours d’incubation par contre les 

souches SFKH4 et SF10 ne sont pas dotés cette activité. 

4.6. Étude phylogénétique 

Les produits de la PCR de l’ADNr 16S, de 1500 paires de base, obtenus par les 

amorces universelles F27 et R1492 des trois isolats sont séquencés et comparés avec ceux 

d’autres espèces de la base de données GenBank. Les trois isolats sont très proches entre eux, 

97% de similarité entre l’isolat SF10 et SFKH10. Alors que 96% de similarité entre SF10 et 

SFKH4. L’affiliation phylogénétique des trois isolats est présentée dans le tableau 13. 

L’alignement des séquences obtenues par le blast a permis de rattacher, ces isolats au 

genre Streptomyces, ce qui confirme les résultats des caractéristiques culturales, de la 

morphologie, de la micromorphologie et de la chimiotaxonomie. 

Une similitude de 99,8% a été obtenue entre la séquence de la souche SF10 et la 

souche type S. youssoufiensis. Par ailleurs, l’isolat SFKH10 présente une homologie de 99% 

avec la souche S. coeruleorubidus. Une homologie de 99% a été obtenue entre la séquence de 

la souche SFKH4 avec la souche type S. spororaveus. 

L’étude moléculaire est complétée par la construction d’un arbre phylogénétique, 

regroupant les séquences des trois isolats ainsi que celles des souches de références obtenues 

par le BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) (figure 27). Il ressort de l’arbre obtenu que la souche 

SF10 est également très proche aux autres espèces (S. zagrosensis et S. mutabilis). L’isolat 

SFKH4 occupe une ligne phylogénétique indépendante des autres souches étudiées (SF10 et 

SFKH10). 

Tableau 13 : affiliation phylogénétique des trois isolats (paire d’amorces universelle). 
 

Souches  Numéro 

d'accession 

Identité 

(%) 

Espèce proche Numéros 

d'accession des 

souches les plus 

proches 

SF10 

 

KU373054 99,8% S. youssoufiensis NR116980 

SFKH4 

 

KX575868 99% 

 

S. spororaveus 

 

FN646652 

 

SFKH10 

 

KU373055 99% 

 

S. coeruleorubidus 

 

KF991647 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 27: arbre phylogénétique basé sur le gène codant pour l’ARNr 16S montrant les 

positions taxonomiques des souches SF10, SFKH4 et SFKH10. Le nombre au-dessous de la 

barre d’échelle est le nombre de substitutions par site. Les valeurs au niveau des nœuds 

indiquent les probabilités calculées par Bootstrap. 

 

Discussion 

Les actinobactéries sont des micro-organismes capables de coloniser différents 

écosystèmes grâce à leur caractéristique compétitive. Le nombre des actinobactéries est très 

différent d’un site à un autre et qui peut être influencé par la disponibilité de la matière 

organique essentielle pour leur croissance. Dans ce travail, l’isolement des actinobactéries a 

été réalisé à partir d’un sol rhizosphérique et d’un sol montagneux provenant de la région de 

Khenchela et du sol environnant la Sebkha (wilaya de Oum El Bouaghi). Cette variation des 

sites de prélèvement a pour but d’augmenter nos chances d’isolement d’actinobactéries 

possédant, éventuellement, un potentiel élevé de production de molécules bioactives. 

En effet, ce biotope, semi-aride, qui se trouve touchée par une sècheresse, n’a pas été 

largement exploré. Cependant, la richesse et la diversité de sol rhizosphérique (wilaya de 

Khenchela) en actinobactéries a, déjà, été rapporté par Aouar et al. (2012) et qui ont montré, 

en outre, que de nombreuses actinobactéries sont dotées d’une activité antimicrobienne.  

Les échantillons prélevés à partir de trois sols, nous ont permis de récolter 99 isolats 

présentant les caractéristiques culturales et morphologiques des actinobactéries. Le milieu 

Olson, employé s’est avéré efficace pour l’isolement de ces bactéries. Ce milieu contient des 

quantités suffisantes de caséinate de sodium et d’asparagine favorisant la croissance des 
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actinobactéries. L’importance de ce milieu a été, également, constatée par Hilalli et al. (2002), 

qui ont démontré que c’est le milieu le plus favorable pour la sélection des actinobactéries à 

partir du sol. 

Puisque les actinobactéries sont souvent en interaction compétitive avec d’autres 

microorganismes du sol, les milieux d’isolement doivent être destinés à réduire le 

développement de ces microrganismes sans affecter celui des actinobactéries (Hayakawa, 

2008). L’addition au milieu d’isolement des substances inhibitrices tels que la nystatine et la 

polymexine permet de stopper la croissance des germes envahisseurs et de diminuer fortement 

le nombre de bactéries non mycéliennes indésirables. Williams et Davies, (1965) ont étudié 

l’effet de la nystatine sur des champignons isolés du sol, ils ont constaté qu’il a inhibé leur 

croissance en à partir d’une concentration de 50 μg/ml.  

Une distribution hétérogène des actinobactéries isolées à partir de chaque échantillon 

est observée. La température du sol, le type du sol, la végétation et l’emplacement 

géographique influence fortement la distribution des actinobactéries dans un écosystème 

(Adegboye et al., 2012). Le sol rhizosphérique de pins d’Alep de la forêt de Khenchela 

constitue une niche écologique favorable au développement des actinobactéries traduit par le 

nombre élevé des isolats obtenus. Ce nombre d’actinobactéries, cultivables, est en accord avec 

celui rapporté par Crawford et al. (1993). Ils ont noté une différence importante en nombre 

d’actinobactéries d’un sol rhizosphérique par rapport à un sol non rhizosphérique. Ceci 

pourrait être dû à la richesse des exsudats racinaires en composés organiques. Ces derniers 

favorisent la multiplication des bactéries, ainsi les actinobactéries et surtout le genre 

Streptomyces en ont bénéficié. Cependant, le nombre d’isolats obtenu dans notre étude reste 

inférieur à celui obtenue par Loqman et al. (2009) au Maroc (142 isolats) et Jiménez-Esquilin 

et Roane, (2005) aux États-Unis (122 isolats).  

Un nombre très faible d’isolats a été obtenu à partir du sol montagneux. Ce nombre est 

considéré très inferieur comparativement avec celui obtenu par Tara et al. (2009) qui ont 

obtenu 79 isolats à partir d’un échantillon de sol montagneux (site de Kalapatthar). 

Le sol environnant de la Sebkha nous a donné également un nombre très réduit 

d’isolats. Notre résultat différent de ceux obtenus par Meklet et al. (2011) qui ont obtenu 52 

isolats à partir des échantillons collectés de diverses régions sahariens salines. Alors que 
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Messoudi, (2013) a isolé 18 souches, seulement, d’actinobactéries à partir de la Sebkha de 

Kenadsa, située dans le sud-ouest de la wilaya de Béchar. 

L’activité antimicrobienne des isolats purs a été mise en évidence par la technique des 

cylindres d’agar. Cette étude a démontré la capacité des isolats d’actinobactéries à produire 

des substances antibactériennes et antifongiques notamment ceux provenant du sol 

rhizosphérique et du sol montagneux. Le pourcentage le plus élevé d’isolats actifs est celui 

des isolats provenant de la rhizosphère de pins d’Alep. Ceçi pourrait être expliqué par la 

relation symbiotique existant entre les actinobactéries et les plantes particulièrement avec 

leurs racines. Les actinobactéries colonisent les raciness des plantes, en influençant 

positivement via la synthèse de molécules bioactives (antibiotiques ou antifongique) qui vont 

protéger la plante d’agents phytopathogènes . En contrepartie, les exsudats racinaires de la 

plante permettent aux souches d’actinobactéries de se bénéficier d’un apport en substrats 

carbonés (Bosso et al., 2012). 

En effet, la rhizosphère du sol forestier a déjà fait l’objet d’un isolement 

d’actinobactéries par Thakur et al. (2007) à partir de laquelle ils ont obtenu 110 souches dont 

65 ont une activité antibactérienne, 47 ont une activité antifongique. Malgré que très peu 

d’isolats d’actinobactéries provenant du sol montagneux, certains d’entre eux présentent une 

activité antibactérienne et/ou antifongique intéressantes. Nos résultats sont similaires, en 

proportion, à ceux de Tara et al. (2009) qui ont pu isoler 79 actinobactéries à partir 

d’échantillon de sol de la montagne « Everest » dont 27 sont dotés d’une activité 

antibactérienne. 

Pour l’échantillon provenant du sol de la Sebkha, l’activité antibactérienne des isolats 

s’est avérée faible en comparaison avec celle des isolats provenant de sol rhizosphérique et de 

sol montagneux. Cette constatation diffère de celle rapportée par plusieurs auteurs (McKenzie 

et al., 2010 ; Mythili et Ayyappa, 2011; Ng et Amsaveni, 2012). Nos résultats sont d’autant 

plus singuliers en comparaison avec ceux de Messoudi, (2013) qui a, isolé des actinobactéries 

à partir de sol de la sebkha de Kenadsa où tous les isolats présentent un pouvoir antimicrobien 

remarquable contrairement aux notre.  

Les résultats de l’activité antimicrobienne de tous les isolats indiquent que la plupart 

sont plus actifs sur les bactéries à Gram positif (S. aureus, B. subtilis) que sur les bactéries à 

Gram négatif (E. col et K. pneumoniae). En effet, plusieurs chercheurs ont observé la 
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résistance remarquable des bactéries à Gram négatif par rapport à leurs homologues bactéries 

Gram positif (Ullah et al., 2012). 

Le screening pour le choix des microorganismes dans un but d’extraire leurs 

molécules bioactives a toujours été une voie, essentielle, pour parvenir à des nouvelles 

molécules. Ce choix était le plus important dans la majorité des laboratoires qui focalise leur 

étude sur les nouvelles souches ou récemment identifiées. Pour notre part, nous avons choisi : 

-l’isolat SF10 sur la base de son importante activité vis-à-vis des bactéries à Gram positif, 

souche MRSA et champignons, 

-l’isolat SFKH4, la seule qui présente une activité remarquable vis-à-vis des bactéries à Gram 

négatif. 

- l’isolat SFKH10 a une activité antibactérienne seulement, 

La taxonomie des actinobactéries s’est longtemps basée sur les caractéristiques 

culturales, macro et micromorphologique, physiologiques, biochimiques et également 

chimiotaxonomiques pour arriver à une identification au niveau du genre. Les isolats étudiés 

présentent une croissance sur une large gamme de milieux de culture. Cette croissance est 

variable en fonction de la composition des milieux de culture étudiés.  

Les isolats SF10 et SFKH4 produisent un mycélium aérien d’un aspect poudreux 

contrairement à l’isolat SFKH10 où son mycélium est cotonneux. La sporulation de nos 

isolats varie selon le milieu de culture et dans certains cas elle est absente. Du point de vue 

chimiotaxonomique, la paroi des trois isolats contient l’isomère LL de l’acide 

diaminopimélique (DAP) et la glycine et ne présente pas de sucres caractéristiques. La paroi 

cellulaire des isolats étudiés est donc de type I (Zhao et al., 2009; Reddy et al., 2010). 

La morphologie et la chimiotaxonomie des trois isolats ont permis de les intégrer de 

manière présomptive au genre Streptomyces qui a été proposé pour la première fois par 

Waksman et Henrici, (1943). Ce genre est généralement décrit comme dominant, notamment, 

dans les sols riches en matière organique où ils doivent avoir toutes les conditions nécessaires 

pour leur croissance. Le nombre des espèces de ce genre est en augmentation permanente. 

Physiologiquement et biochimiquement, les isolats se sont révélés métaboliquement 

actifs. Cette activité métabolique s’est traduite d’une part, par la production des pigments et 
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d’autre part par un certain nombre d’activité comme l’activité amylolytique et cellulolytique 

notamment pour les isolats SFKH4 et SFKH10 et, également, l’activité pectinolytique pour ce 

dernier. 

L’analyse moléculaire portant sur l’ADN ribosomique 16S des isolats SF10, SFKH4 et 

SFKH10 a permis de confirmer les résultats des études morphologiques et 

chimiotaxonomiques quant à leur appartenance au genre Streptomyces. Les données 

phylogénétiques ont permis de rapprocher l’isolat SF10 de l’espèce S. youssoufiensis avec un 

taux de similarité de 99,8%. S. youssoufiensis est une espèce récemment isolée à partir des 

mines du phosphate situées à Youssoufina (Marroc) (Hamdali et al., 2011) et qui également 

très proche à l’espèce S. zagrosensis isolée récemment à partir du sol iranien 

(Mohammadipanah et al., 2014). L’isolat SF10 possède une chaine de spore de type 

rectifelxible, les hyphes sont très abondants, ne produit pas de pigment mélanoide ou 

diffusible, ne réduit pas les nitrates et ne produit pas d’H2S. Il utilise le lactose, l’arabinose, le 

ribose, le xylose et le fructose comme seule source de carbone. Ces caractéristiques 

physiologiques et biochimiques sont en commun avec celles de l’espèce S. youssoufiensis. En 

plus de cette dernière, d’autres espèces sont très proches à notre isolat, le tableau 14 présente 

l’étude comparative avec les souches apparentées. 

La souche SFKH4 et la souche type de S. spororaveus, toutes les deux développent un 

mycélium aérien de couleur mauve foncée, hydrolysent la cellulose et l’amidon mais sont 

incapable d’hydrolyser la caséine. Selon les données de Goodflow et al. (2012), les deux 

souches assimilent le glucose et le maltose mais pas le xylose et l’arabinose. 

L’isolat SFKH10 a été identifié, à l’espèce S. coeruleorubidus. Cet isolat possède un 

mycélium de substrat jaune brun et un mycélium aérien de couleur bleue ; les chaines de 

spores sont de forme spirale. Il produit un pigment mélanoïde mais pas de pigments 

diffusibles, réduit les nitrates et produit l’H2S. Il utilise l’arabinose, le xylose, le saccharose, 

l’inositol, le mannitol comme seule source de carbone et incapable de croître en présence de 

cellulose comme seul source de carbone. La majorité des caractères phénotypiques de l’isolat 

SFKH10 sont en commun avec l’espèce la plus reliée phylogéniquement (Karwowski et al., 

1988 ; Whitman et al., 2012).  

 



Chapitre 1                                                                                                    Étude expérimental 

64 
 

Tableau 14 : quelques caractéristique physiologiques de l’isolat SF10 (1) et ses souches 

apparentées. 

Caractéristiques  1 2 3 4 5 6 

Mycélium aérien 

 

Mycelium    de            

:   substrat 

Jaune 

 

 

 

beige 

 

Blanche 

 

 

 

beige 

Vert 

 

 

 

Jaune-

marron 

verdâtre -

pâle  

 

 

Marron-

beige 

 

Jaune- 

marron 

 

 

Gris 

marron-beige 

 

 

 

Jaune-marron 

Production de  

pigment diffusible  

- - + + + + 

Production de 

pigment mélanine 

- - - + - ± 

Utilisation de : 

Arabinose 

Lactose 

Inositol 

Xylose 

 

+ 

+ 

± 

+ 

 

- 

+ 

- 

- 

 

- 

- 

- 

+ 

 

 

+ 

+ 

+ 

- 

 

 

- 

- 

+ 

+ 

 

+ 

- 

+ 

- 

Croissance en 7 % 

de NaCl 

± + - - - - 

Souche: 1, SF10; Souche : 2, Streptomyces youssoufiensis, Souche 3 : Streptomyces 

varsoviensis DSM 40346T; 4, Streptomyces coerulescens DSM 40146T; 5, Streptomyces 

ramulosus DSM 40100T; 6, Streptomyces kasugaensis DSM 40819T. + : Positif /bonne 

utilisation ;  ± : faible; - : négative/aucune utilisation. 

 

Après identification polyphasique, les trois isolats sont notés ainsi : Streptomyces 

youssoufiensis SF10, Streptomyces spororaveus SFKH4 et Streptomyces coeruleorubidus 

SFKH10.  

Le genre Streptomyces est considéré comme une des sources principale des 

métabolites secondaires, notamment les antibiotiques. Ce qui explique sa capacité à coloniser 

différents environnements. Ainsi, l'exploration des écosystèmes extrêmes ou peu exploité est 

une approche intéressante pour obtenir de nouvelles espèces potentiellement cultivables et 

sources de biomolécules actives utiles pour différentes applications. Dans la littérature, S. 

coeruleorubidus est un producteur de plusieurs antibiotiques tels que la doxorubicine, 

epirubicine et daunorubicine (Shang et al., 2008). Pareillement pour S. spororaveus, Hojae et 

al. (2015) ont montré sa capacité à produire des substances capables d’inhiber la croissance 

d’une souche fongique (Aspergillus flaveus).  
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Cependant, pour S. youssoufiensis, aucune production d’antibiotique par cette 

souche n’a été signalée pour le meilleur de notre connaissance. 

Le chapitre suivant sera consacré à l’extraction, à l’étude chromatographique, à la 

séparation et la purification des molécules bioactives produites par les trois souches S. 

youssoufiensis SF10, S. coeruleorubidus SFKH10 et S. spororaveus SFKH4. 
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Chapitre 2 : Production, extraction et purification des biomolécules produites par les 

souches S. youssoufiensis SF10,  S. coeruleorubidus SFKH10 et S. spororaveus 

SFKH4. 

 L’étude des antibiotiques produits par les actinobactéries et notamment le genre 

Streptomyces ne pose pas de grandes difficultés lorsqu’ils sont extraits, purifiés en quantité 

suffisante pour les seuils de détection des appareils de mesure. Cependant, leurs purifications 

et leurs identifications deviennent complexes et délicates lorsque les souches produisent plus 

de 7 molécules à la fois.  

Il est à noter que la succession des étapes de purification des biomolécules issues des 

fractions riches entraîne, automatiquement, une diminution de leurs quantités. Afin de faire 

face à ces difficultés, la culture à grand échelle semble nécessaire afin d’obtenir des quantités 

suffisantes en molécules intéressantes. De plus, la purification d’une substance naturelle 

nécessite souvent une extraction avec un solvant organique approprié qui peut fournir un 

meilleur rendement d’extraction. 

Dans cette étude, les souches S. youssoufiensis SF10,  S. coeruleorubidus SFKH10 et 

S. spororaveus. SFKH4 sont dotés d’un large spectre d’activité antimicrobienne. En effet, ces 

derniers agissent sur toutes les bactéries à coloration de Gram positive testées et sur les deux 

souches fongiques. À, l’exception, de la souche S. spororaveus SFKH4, tous les isolats, 

même ceux qui ne sont pas retenus dans cette étude, sont inactifs contre les bactéries à Gram 

négatif testées, à savoir E. coli et K. pneumoniae. 

Les souches S. youssoufiensis SF10,  S. coeruleorubidus SFKH10 et S. spororaveus 

SFKH4 ont été retenus pour étudier les molécules antibiotiques qu’ils produisent. 

La souches S. youssoufiensis SF10 a fait, de notre part, l’objet d’une attention 

particulière car dans la littérature, il n’y a pas des données concernant ses métabolites au vu 

de l’identification récente de cette espèce (Hamdali et al., 2011).  

 

Matériel et méthodes 

1. Extraction à grande échelle des molécules bioactives produites par les trois 

souches 

En milieu Bennett gélosé, réparti en boites de Pétri, les trois isolats sont ensemencés 

en stries serrées, 200 boites pour chaque souche ont été, ainsi, traitées. Après incubation à 30 
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°C pendant 7 jours, la gélose est fragmentée puis additionnée d’acétate d’éthyle (choisi 

comme meilleur solvant). La macération est réalisée, 3 fois, afin de récupérer au maximum les 

molécules bioactives produites. 

Les extraits bruts sont filtrés puis concentrés à sec à l’aide d’un évaporateur rotatif 

sous vide (à 40C
0
), puis repris dans 1ml de méthanol dans le but de rechercher leurs activités 

antimicrobiennes par la technique de diffusion des disques de papier. Les extraits sont, par la 

suite, analysés par spectroscopie UV-Visible et par résonance magnétique nucléaire du proton 

(RMN) 
1
H) après leurs mise en solution dans du chloroforme deutéré (CDCl3). 

Les extraits bruts bioactifs sont analysés d’une part, par une série de chromatographies 

sur couche mince (CCM) en gel de silice (Silicagel 60 F254 0,25mm (Merck), élué par une 

solution de dichlorométhane-méthanol (DCH-MeOH, 9 :1) et une solution d’hexane-acétate 

d’éthyle (Hex-AcEth, 4 :6) pour l’extrait de l’isolat SF10, le système hexane-méthanol (Hex-

MeOH, 7 :3) pour l’extrait provenant de l’isolat SFKH10 et le système (DCH-MeOH, 9 :1) 

pour l’extrait provenant de l’isolat SFKH4 et d’autre part, en gel de silice greffé sur C18 

(Silicagel 60 RP-18 F254S (Merck) et élué par méthanol-eau (MeOH-H2O, 8 : 2) pour les 

extraits de trois isolats. La révélation des taches se fait en exposant les plaques à une source 

de radiation UV de 254nm et de 365nm suivi par la carbonisation à l’acide sulfurique/ 

anisaldéhyde (1g d’anisaldéhyde dans 100 ml d’acide sulfurique (H2SO4). Les spots 

apparaissent comme suit : une tache après visualisation sous UV si la molécule contient une 

unité chromophore ; une tache visible à l’œil nu pour les pigments colorés  et formation des 

taches brunes après une réaction d’oxydation. 

Les extraits bruts biologiquement actifs des trois souches ont été fractionnés par 

chromatographie sur colonne en gel de silice élué par un gradient allant de 100% de 

dichlorométhane jusqu’à 100% de méthanol. Les fractions obtenues ont été testées par leurs 

activités antimicrobiennes en utilisant la technique de diffusion des disques de papier. Afin de 

regrouper les fractions identiques, des CCM des fractions ont été réalisés dans les mêmes 

conditions que les extraits bruts. 

2. Test d’activité antimicrobienne 

Les extraits bruts et les différentes fractions de ces extraits ont été testés pour leurs 

activités antimicrobiennes sur le milieu Mueller-Hinthon (annexe 1) par la technique de 
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diffusion des disques en papier. Le test a été réalisé vis-à-vis de Bacillus subtilis, de 

Staphylococcus aureus résistante à la méthicilline (MRSA), de l’actinobactérie S. scabies et 

du mycète Fusarium oxysporum. 

 

Les échantillons sont, d’abord, dissouts dans du méthanol à raison de 0,5 mg/ml, puis 

50 µl de chaque échantillon sont déposés dans des disques en papier de 6 mm de diamètre 

puis séchés totalement à froid à l’aide d’un séchoir. Les disques sont ensuite stérilisés sous 

UV (254 nm) durant 45 min sous hotte axénique avant d’être déposés stérilement à la surface 

du milieu Mueller- Hinton pour les bactéries, milieu YMEA pour S. scabies et milieu PDA 

pour le champignon. Les milieux sont, préalablement, ensemencés par le microorganisme-

cible. La lecture des résultats est effectuée après 24h d’incubation pour les bactéries, une 

semaine pour S. scabies et après 14 jours pour le champignon. Des disques témoins, imbibés 

par le méthanol et l’acétate d’éthyle et séchés dans les mêmes conditions ont été testés et 

n’ont révélé aucune activité antimicrobienne. 

 

3. Purification des biomolécules produites 

3.1. Par la souche S. youssoufiensis SF10 

L’extrait brut de la souche S. youssoufiensis a donné 54 fractions après séparation par 

chromatographie sur colonne en gel de silice. Toutes les fractions ont été testées pour leurs 

activités antimicrobiennes. Ainsi, l’extrait brut bioactif et les fractions regroupées (28-34) et 

(39-41), également, bioactives et montrant des bons signaux après une analyse par RMN 
1
H 

(CDCl3) et spectrométrie de masse, ont fait l’objet de plusieurs étapes de séparation et de 

purification par différentes techniques chromatographiques. 

a) Chromatographie sur couche mince (CCM) et chromatographie préparative (CP)  

 

Les analyses sur couche mince sont réalisées en phase normale et en phase inverse. 

Les plaques utilisées en phase normale sont en verre recouvertes d’un gel de silice Silicagel 

60 F254 0,25mm (Merck), et celles de la phase inverse ont été recouvertes d’un gel de silice 

Silicagel 60 RP-18 F254S (Merck). Le développement des plaques a été réalisé dans des 

cuves en verre saturées avec l’éluant approprié. 

 

Pour la CP, la migration est réalisée sur des plaques en verre recouvertes d’un gel de 

silice Merck Kiesel gel 60 F254 0,5 mm. 
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b) Chromatographie sur colonne et chromatographie flash (CF) 

Les chromatographies sur colonnes ont été réalisées avec plusieurs types de phases 

stationnaires dans des colonnes en verre. La taille et le diamètre de la colonne sont choisis en 

fonction de la quantité de l’échantillon à purifier et de la résolution souhaitée. 

La chromatographie Flash (CF) a été effectuée sous pression avec le gel de silice 

Merck Si-60 (15–25 μm). Ce qui permet de séparer rapidement et avec une bonne résolution 

de nombreux produits organiques. Les colonnes ont été remplies par le solvant approprié. 

Avant l’introduction de l’échantillon à analyser, l’équilibrage de la colonne est nécessaire. 

Les solvants (Merck, Milan, Italie) ont été utilisés sans aucune purification. 

 

c) Chromatographie liquide à haute performance (CLHP) 

La CLHP analytique est constituée d’un système de type Merck-Hitachi équipé par 

une pompe L-6200A Intelligent Pump, un détecteur UV à barrette de diode (DAD, Diode arry 

detector) L-4500A et d’une colonne en phase inverse. Les éluants ont été désaérés sous une 

pression avant utilisation. Les solvants ont été fournis par Sigma Aldrich Europe et Alfa 

Aesar et sont utilisé sans aucune purification. 

 

d) Analyse de l’extrait brut par micro-CLHP couplée à la spectrométrie de masse (LC-

MS) 

L’extrait brut issu de la souche S. youssoufiensis SF10 a été analysé par Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) sur un spectromètre de masse à trappe d’ions 

Esquire-Bruker–Daltonics équipé d’une interface Electrospray Ionisation (ESI) muni d’une 

chaine micro-CLHP (HPLC) Hewlett–Packard HP1100 HPLC-UV Diode Array System. La 

température de la source est de 300 °C. 

L’extrait brut est dissous dans le méthanol à raison de 1mg/ml, puis injecté dans une 

colonne en phase inversée Eclipse HP, Hypersil BDS-C18, 4,6x150mm à un débit de 

1ml/min, et élué par deux solvants : solvant A (MeOH-H2O, 9 :1) et solvant B (MeOH, 

100%). Le programme d’élution est le suivant : de 0 à 25min élution par le solvant A et de 

25min à 50min élution par le solvant B. Les éluants utilisés ont été additionnés d’une solution 

d’acide trifluoroacétique (TFA) à 0,1%. Comme contrôle interne, la nigéricine commerciale 

(Cayman, USA) solubilisée dans du méthanol, est injectée dans la colonne dans les mêmes 
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conditions que l’extrait brut. Les mesures de masse ont été réalisées en mode positif et négatif 

sur une gamme m/z de 200 à 900. 

 

3.2. Par la souche S. coeruleorubidus SFKH10 

L’extrait brut de la souche S. coeruleorubidus SFKH10 a donné 18 fractions après 

séparation par chromatographie sur colonne en gel de silice. Deux fractions bioactives ont 

subi différentes étapes de purification. 

 

a) Fraction Fr. 12 

La fraction Fr. 12, très active a été analysée par RMN 
1
H en CDCl3 et également par 

LC-MS enregistré sur un spectromètre de masse à trappe d’ions Esquire-Bruker–Daltonics, 

équipé d’une interface d’ionisation ESI muni d’une chaine micro-CLHP Hewlett–Packard 

HP1100 HPLC-UV Diode Array system. 

La fraction, dissoute dans le méthanol à raison de 1mg/ml, a été injectée sur une 

colonne Eclipse XDB-C18, 3,5µ 4,6x150mm en phase inverse, sous un débit de 0,8ml/min en 

gradient de polarité. Le programme d’élution est réalisé en deux étapes : 

-avec la solution A (MeOH- H2O, 9 :1) pendant 40min ; 

-et la solution B (MeOH, 100%) de 40min à 60min. 

Les mesures de masses ont été réalisées en mode positif sur une gamme de m/z entre 200-700. 

 

b) Fraction Fr. 18 

Suite aux analyses chromatographiques, la fraction Fr. 18, a été soumise à une étape 

de purification par CF en phase inverse en utilisant le système (MeOH-H2O) selon le mode 

par gradient de polarité. 

 

3.3. Par la souche S. spororaveus SFKH4 

L’extrait actif de la souche S. spororaveus SFKH4 a donné 38 fractions après 

séparation par chromatographie sur colonne de gel de silice. Deux fractions Fr.15 et Fr.16, 

montrant une activité intéressante, ont été analysées par ESI/MS en mode positif et par RMN 

1
H en utilisant le solvant deutéré CDCl3. 
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Résultats  
  

1. Extraction des biomolécules  

1.1. De la souche S. youssoufiensis SF10 

La culture de la souche S. youssoufiensis SF10 a été réalisée sur le milieu Bennett et 

incubée à 30 
0
C. L’extrait brut sec d’acétate d’éthyle de 1g obtenu a été testé contre des 

microorganismes-tests. Celui-ci présente un fort pouvoir inhibiteur vis-à-vis des bactéries à 

coloration de Gram positive notamment contre une souche de Staphylococcus aureus 

résistante à la méthicilline (MRSA), de l’actinobactérie S. scabies  et du mycète Fusarium 

oxysporum. En revanche aucune activité n’a été détectée contre la souche E. coli (tableau 15). 

Tableau 15 : activités biologiques de l’extrait sec brut provenant de la souche S. 

youssoufiensis SF10.   

Extrait  

brut 

B. subtilis MRSA E. coli S. aureus 

 

S. scabies F. oxysporum 

(%I ) 

Φ(mm) 29 

 

39 - 38 25 35 

 

Les spots obtenus, après CCM en gel de silice et en gel de silice greffé de l’extrait brut 

sec bioactif, ont été visualisés sous lumière UV à des longueurs d’ondes de 254nm et 365 nm. 

Par la suite, les spots ont été révélés par une solution anisaldéhyde/acide sulfurique, et puis 

séchées à 100 
0
C. Plusieurs bandes de mobilité relatives ont été détectées, montrant une 

composition assez riche en molécules, certaines étant bien visibles, de coloration jaune, rose, 

grises et d'autres visibles à la lumière ultraviolette seulement.  

Un balayage de l’extrait sec brut bioactif a été effectué entre 190nm et 800nm afin de 

vérifier la présence de métabolites. Des différents pics d'absorption en fonction de la longueur 

d'onde ont été observés au niveau de la région 190 à 290nm (Figure 28). Aucune absorption 

n’a été détectée dans la région 490nm à 700nm. Nous remarquons, aussi, sur le spectre, un 

léger pic d'absorbance vers 400 nm. 
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Figure 28 : spectre dans l’UV- Visible de l’extrait brut bioactif dissous dans le méthanol, de 

la souche S. youssoufiensis SF10.  

 

  

L’analyse de l’extrait brut bioactif de la souche S. youssoufiensis SF10 par RMN 
1
H a 

permis de détecter plusieurs signaux (figure 29). Ce qui indique la richesse de cet extrait en 

molécules bioactives et la capacité de la souche S. youssoufiensis SF10 à produire plusieurs 

molécules à la fois dans le même milieu de culture. 

 

 

 

Figure 29 : RMN  
1
H (CDCl3) de l’extrait brut bioactif d’acétate d’éthyle de la souche S. 

youssoufiensis SF10. 
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La capacité de notre souche S. youssoufiensis SF10 à produire des molécules 

bioactives a été mise en évidence par des analyses de spectrométrie de masse couplée à la 

micro-CLHP, en utilisant un spectromètre de masse à trappe d’ions Esquire-Bruker–Daltonics 

équipé d’une interface d’ionisation ESI (éléctrospray ionisation) muni d’une chaine micro-

CLHP Hewlett–Packard HP1100 HPLC-UV Diode Array system. La figure 30 illustre le 

profil de l’analyse LC/MS de la souche SF10, comprenant les pics chromatographiques et les 

spectres de masse qui leurs sont correspondant.  

 

Le profil chromatographique révèle la présence de plusieurs pics, correspondant aux 

différents composés. Deux pics ont été repérés à 11,3 et 12, 2 min. Un autre pic intense a été 

détecté à 35,3min. La détermination de la nature des pics CLHP obtenus a été réalisée en 

premier lieu par comparaison des rapports masse/charge (m/z) des différents ions moléculaires 

[M+Na]
+ 

par rapport aux m/z des ions précédemment décrits dans la littérature et par la 

comparaison avec une molécule commerciale, la nigéricine, injectée dans les mêmes 

conditions que l’échantillon naturel. Les deux pics à 11,3 et 12,1 min sont associée à un 

même signal m/z 747,5 correspond à [M+Na]
+
 enregistré dans le mode positif . La masse 

moléculaire a été confirmé par la détection dans le spectre d’un signal à m/z 723 correspond à 

[M-H]
- 
enregistré dans le mode négatif. La fragmentation MS/MS (figure 31) de m/z (747,5) a 

donné un signal à m/z 729,4 correspond à [M-H2O +Na]
+ 

. MS/MS/MS de ce dernier abouti à 

un signal à m/z 685 qui correspond à une molécule de CO2 perdu. Ceci signifie la présence 

d’un groupe carboxyle. Le pic à 11,3 min a été identifié à la nigéricine par la comparaison 

avec le standard. Le pic à temps de rétention tR= 12,1 min pourrait être un épimère de la 

nigéricine. Le signal à 35,3min du spectre est associé à un signal MS à m/z 745. 

 

 Une analyse par des techniques spectroscopiques serait nécessaire pour déterminer les 

structures de toutes les molécules détectées. 

 

 

 

 

 



Chapitre 2                                                                                                    Étude expérimental 

74 
 

 

 

Figure 30 : analyse par micro-CLHP-MS de l’extrait acétate d’éthyle provenant de la souche 

S. youssoufiensis SF10. (a) chromatogramme de l’ion. (b) Le pic à 11,3 min associé à la 

nigéricine par la comparaison avec le standard. (c) Les signaux en MS enregistrés au mode 

positif [M+Na]
+
. 
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Figure 31 : spectres de masse en tandem MS/MS et MS/MS/MS du l’ion m/z 747, 

enregistrés en mode positif [M+Na]
+
. 
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1.2. De la souche S. coeruleorubidus SFKH10 

L’extrait sec brut d’acétate d’éthyle de la souche S. coeruleorubidus SFKH10 montre 

un fort pouvoir inhibiteur contre les bactéries pathogènes Gram positif (tableau 16). Les 

diamètres des zones d'inhibition varient entre 28 à 35mm avec une activité remarquable 

contre S. aureus. Cet extrait ne présente pas d’activité vis-à-vis de la bactérie Gram négatif : 

E. coli. Également, cet extrait n’exerce aucune activité contre le mycète F. oxysporum. 

Un balayage, de l’extrait sec brut bioactif, a été effectué entre 190 nm et 700 nm. Nous 

observons différents pics d'absorption au niveau de la région 190 à 390nm (Figure 32). 

Aucune absorption n’a été détectée au niveau de la région 490nm à 700nm. 

L’analyse par RMN 
1
H (CDCl3) de l’extrait  brut bioactif provenant de la souche S. 

coeruleorubidus donne un spectre montrant plusieurs signaux (Figure 33). Ce résultat indique 

la richesse de cet extrait en métabolites secondaires.  

 

Tableau 16: activités biologiques de l’extrait sec brut collecté de la souche S. 

coeruleorubidus SFKH10. 

 

Extrait brut 

 

B. subtilis MRSA E. coli S. aureus  

 

S. scabies F. oxysporum  

(%I)                 

Φ(mm)  

 

28 30    - 35 30 - 

 
 

 

Figure 32 : spectre dans l’UV-visible de l’extrait brut actif dissous dans le méthanol, de la 

souche S. coeruleorubidus SFKH10. 
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Figure 33 : spectre RMN 

1
H (CDCl3) de l’extrait brut bioactif de la souche S. 

coeruleorubidus SFKH10. 

 

1.3. De la souche S. spororaveus SFKH4 

L’extrait brut d’acétate d’éthyle de 500 mg provenant de 200 boites de Pétri d’une 

culture de la souche S. spororaveus SFKH4 a été concentré à sec à l’évaporateur rotatif à 40 

°C, puis repris dans 1ml de méthanol. Son activité antibiotique a été recherchée contre des 

microorganismes-tests. 

 

Nous observons une activité antibactérienne vis-à-vis des bactéries à coloration de 

Gram positive (tableau 17). Les zones d’inhibition sont moins importantes par rapport à celles 

détectées avec les extraits provenant des souches S. youssoufiensis SF10 et S. coeruleorubidus 

SFKH10. Cependant, une activité importante a été détectée contre E. coli avec un diamètre 

d’inhibition de 20mm.  

 

Tableau 17: activités biologiques de l’extrait brut de la souche S. spororaveus SFKH4.   

Extrait  

brut 

B. subtilis MRSA E. coli S. aureus S. scabies F. oxysporum 

(% I)  
 
Φ(mm) 

 

18 

 

15 

 

20 

 

18 

 

20 

 

   25 

 

Un balayage, de l’extrait brut bioactif, a été effectué entre 190 nm et 800 nm. Nous 

observons différents pics d'absorption (figure 34) au niveau de la région 190 à 290nm. 

Aucune absorption n’a été détectée au niveau de la région 300nm à 700nm.  
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L’analyse de l’extrait actif par RMN 
1
H est présentée dans la figure 35. Des signaux 

ont été détectés mais de moindre intensité par rapport à ceux détectés dans les spectres RMN 

1
H des extraits des souches S. youssoufiensis SF10 et S. coeruleorubidus SFKH10.  

 

 

 
 

Figure 34: spectre d’absorption dans l’UV-Visible de l’extrait brut bioactif dissout dans le 

méthanol, de la souche S. spororaveus SFKH4.  

    

 

 

Figure 35 : le spectre RMN 
1
H (CDCl3) de l’extrait brut actif de la souche S. spororaveus 

SFKH4. 
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2. Purification des biomolécules  

2.1. De la souche S. youssoufiensis SF10 

L’extrait sec bioactif a été dissout dans 1ml du méthanol puis déposée sur une colonne 

de chromatographie en gel de silice. Cette première étape de purification nous a permis 

d’obtenir 58 fractions. Les fractions 28 à 42 sont les plus actives, donnant des zones de lyse 

dont les diamètres varient de 20 à 30 mm (tableau 18). Cette activité est particulièrement 

importante contre les bactéries à coloration de Gram positive. Une bonne activité a été 

détectée contre F. oxysporum.  

 

Également, ces fractions ont donné des signaux clairs par RMN 1 H (CDCl3) et par 

analyse en ESI-MS. 

 

Á la suite de la séparation, par CCM, de ces fractions à activité antimicrobienne, les 

fractions identiques ont été regroupées en deux ensembles : la fraction Fr. (28-34) de 100mg 

et la fraction Fr. (39-41) de 30mg. Puis ces fractions regroupées ont été testées pour leurs 

activités antibiotiques et ont subi différentes étapes de purifications. 

a) Cas de la fraction regroupée Fr. (28-34) 

La fraction regroupée Fr. (28-34) après élution, présente une solution transparente de 

coloration jaune verdâtre. Cette fraction regroupée (28-34) de 100 mg, étant la plus active, a 

été le siège de plusieurs purifications successives. Cette fraction après une chromatographie 

Flash (CF) en phase inverse connectée à une pompe à eau et élution par un gradient de 

polarité MeOH-H2O, a donné 23 sous-fractions. En considérant les résultats de la mise en 

évidence de l’activité antimicrobienne, nous avons retenu 5 sous-fractions actives. Chaque 

sous-fraction, après évaporation du solvant, est re-dissoute dans 1ml de méthanol.  

 

 La sous-fraction 3 (28-34) 

Cette sous-fraction de 5 mg a subi une séparation par chromatographie préparative en 

utilisant l’éluant (Hex-Ac Eth, 9,5 : 0,5), obtenant ainsi 5 sous sous-fractions.  

 

La sous sous-fraction active, obtenue, a été purifiée par CF et après élution par un 

gradient de MeOH-H2O, 0,5mg de la molécule pure notée M1 ont été obtenus. 
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Tableau 18 : activités biologiques des fractions obtenues à partir de l’extrait brut de la souche  

S. youssoufiensis  SF10.  

F. oxysporum 

(%I)  

 

S. 

scabies 

B. subtilis MRSA S. aureus Système d’élution Fractions 

Diametre d’inhibition en (mm) 
- - - - -  

0..% DCM 

 

1-23 

- 0. 0. 03 0. 99,5 % DCM 

0,5 % MOH 

 

 

04 

- - 0. 09 03 99% DCM 

2% MOH 

03 

- - - - -  

99% DCM 

4% MOH 

 

09 

- 03 03 09 00 02 

40 44 42 52 52 4: 

- 42 46 53 52 4; 

35 - 47 54 52 52 

30 - 48 55 53 53 

35 3: 4: 47 47 54 

- 52 44 47 47  

 

 

94% DCM 

6% MOH 

 

55 

20 4: 48 54 49 56 

- 42 46 4: 49 57 

12 43 47 54 49 58 

- 49 48 57 4: 59 

19 42 43 52 4; 5: 

15 57 44 4; 42 5; 

- 32 3: 46 42  62 

- 32 42 45 37 63 

10 

 

03 0. 0. 00 90% DCM - 8% MOH 

 

40 

- 0. 02 03 03 45 

- 03 09 05 0.  

93% DCM 

15% MOH 

 

44 

- 0. 0. 09 09 43 

- - 09 0. 0. 49 

- - - 09 0. 42 

- - 02 0. - 49 

- - 00 - - 9.% DCM 

 20% MOH 

 

49 

- - 9 - -  23% DCM 

 25% MOH 

 

3. 

- - - 03 0. 93% DCM 

35% MOH 

 

30 

 

- - 09 0. - 30 

30 0. - 0. 00 3.% DCM 

50% MOH 

 

35 

- 03 0. 03 03 34 

- - 00 0. 0. 0.% DCM 

80% MOH 

 

33 

- - 9 - - 39 

- 09 - - - 0..%  MOH 

 

32-58 
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 La sous-fraction 9 (28-34) 

La sous fraction Fr. 9 (28-34) de 4 mg a été purifiée directement par CLHP en utilisant 

la colonne Luna RP18 5u C18 (2) 100A, 250X460nm, 5 micron à un débit de 1ml/min, 

système d’élution (MeOH-H2O, 1 :1). La détection est réalisée avec le détecteur DAD à 254 

nm. 

Le chromatogramme obtenu a donné plusieurs pics dont deux sont bien définis et 

développés et leurs temps de rétention, respectifs, sont de 3 et 15 minutes. Les deux pics sont 

collectés séparément, concentrés puis testés pour leur activité biologique. La molécule 

bioactive correspondante est nommée M2. La quantité obtenue de cette molécule est de 0,6mg 

et de tR= 15 min. 

 

 La sous-fraction 10 (28-34)  

Après concentration, cette sous-fraction de 4,3mg, biologiquement active, renferme un 

produit majoritaire qui absorbe sous une longueur d’onde de 254 nm. Ce dernier a été purifié 

par une CLHP en phase inverse sur une colonne RP18, Luna. L’élution a été réalisé  par le 

(MeOH-H2O, 6 :4). En donnant ainsi, la molécule M3 pure de 1,2 mg et de tR=5,5 min.  

 

 La sous-fraction Fr. 17-18 (28-34) 

La sous-fraction Fr.17-18 (28-34) de 26,5mg a été purifiée par CP avec élution par le 

système hexane-isopropanol (Hex-Isop, 92 :8). Deux molécules pures actives ont été 

collectées. Ces deux molécules pures isolées n’absorbent pas sous rayonnement UV. Elles 

apparaissent, après révélation, à base d’acide sulfurique sous forme de deux spots de couleur 

marron foncée.  

Ces deux molécules sont notées M4 et M5. Les quantités obtenues sont, 

respectivement, 18mg et 6,5mg. 

  

 La sous-fraction 20-23 (28-34) 

Après une CCM de cette sous-fraction de 19mg éluée par le système (DCH-

MeOH,  9 :1), deux spots ont été observés avec une coloration jaune après carbonisation. 

Cette fraction a été analysée, également, par chromatographie liquide à haute performance 

couplée à un détecteur à barrette de diodes (DAD : Diod arry detector) et à un détecteur 

évaporateur à diffusion de lumière (acronyme en anglais ELSD, Evaporative light scattering 

detection) CLHP/DAD-ELSD en phase inverse en utilisant une colonne Luna C18 (2) 100 A 
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(250 × 460 mm) 5µ, à un débit de 1ml/min, système d’élution (MeOH-H2O, 97 : 3). Le 

chromatogramme obtenu a montré  la présence de deux pics bien définis ayant des temps de 

rétention de 15 et 19min (Figure 36). Une CLHP en phase inverse sur une colonne RP18, 

Luna, a été effectuée. L’élution a été réalisé  par le (MeOH-H2O + TFA 0,1%, 9 :1) de 0 à 

25min et (MeOH + TFA 0,1% ) de 25 à 40min. En donnant ainsi, la molécule M6 pure de 10 

mg et de tR=35,3 min.  

 

 

 

Figure 36 : chromatogramme de la fraction active 20-23 analysé par CLHP-DAD-ELSD.

  

b) La fraction regroupée (39-41) 

 

La fraction Fr. (39-41) de 30mg a été purifiée, en premier lieu, par CF en phase 

inverse éluée par un gradient de polarité en utilisant le système (MeOH-H2O). Une deuxième 

purification a été réalisée par CP et élution par le système (DCH-MeOH, 9 :1) ; obtenant 

0,6mg d’une molécule pure, notée M7. 

 

En conclusion, la pureté des molécules M1, M2, M3, M4, M5, M6 et M7 a été 

confirmée, en dernier ressort, par CLHP en phase inverse en utilisant la colonne Luna. La 

stratégie globale adoptée pour la purification des quatre molécules bioactives (M3, M4, M5 et 

M6), considéré comme des composés majoritaires de la souche S. youssoufiensis SF10, est 

schématisée dans la figure 37. 
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Streptomyces youssoufiensis SF10  

Fr. 10 Fr. 20-23Fr. 17-18

Extrait brut d’AcEth

FC gel de silice

PLC

M5

(6,5 mg)

M4

(18 mg)

M3

(1,2mg)

HPLC-PR 

M6

(10 mg)

HPLC - PR 

Fr 28-34 (0.1 g)  

FC-RP

 
Figure 37 : schéma de purification de métabolites présents dans l’extrait brut bioactif de la 

souche S. youssoufiensis SF10. 

 

2.2. De la souche S. coeruleorubidus SFKH10 

L’extrait brut a été fractionné à l’aide d’une chromatographie sur colonne, 18 fractions 

ont été collectées et leurs activités antimicrobiennes ont été recherchées contre les bactéries-

tests. A l’exception de la fraction Fr. 15, les fractions jaunes et rouges comprises entre 11 et 

18 montrent une bonne activité vis-à-vis de tous les bactéries-tests à savoir, S. aureus, MRSA, 

Bacillus  subtilis et S. scabies (tableau 19). Les zones d’inhibitions varient entre 12 et 30mm. 

 

Deux fractions bioactives (Fr. 12 et Fr. 18), sélectionné sur la base de leur activité 

intéressantes, ont fait l’objet d’une étude chromatographique. 
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Tableau 19: activité des fractions en (mm), obtenues par chromatographie sur colonne, de 

l’extrait brut bioactif provenant de la souche S. coeruleorubidus SFKH10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) Fraction Fr. 12 

Le spectre RMN 
1
H de la fraction Fr. 12 de 23mg présente de plusieurs signaux, 

indiquant la richesse de cette fraction en molécules (Figure 38). Cette fraction a été également 

soumise à une analyse par LC/MS. Le chromatogramme obtenu montre quatorze pics selon 

leur temps de rétention (Figure 39). Ce qui montre la richesse de cette fraction en molécules 

qui peuvent être responsable de l’activité antibactérienne.  

 

Les ions détectés par LC-MS pour cette fraction sont de haut m/z (le plus souvent 

supérieure à m/z 500), ce qui indique que l’activité serait plutôt due à des molécules 

d’antibiotiques très complexes.  

Trois pics ont le même ion (m/z 677,5) et le même fragment (m/z 622) ayant 

cependant, des temps de rétention différents (tableau 20). Ces pics correspondent, 

probablement, à des molécules isomères. Leur séparation va être difficile.  

S. 

scabies 

B. 

subtili

s 

MRSA S. aureus 

 

Système 

d’élution 

Fractions 

- - - - 100 % DCM 

 

1 

- - - - 90 % DCM 

10 % MOH 
 
2 

20 18 15 20 80% DCM 

20 % MOH 

 

3 

18 10 15 10  

50% DCM 

50 % MOH 

 

4 
- - - - 5-8 
20 18 11 12 9 
- - - - 10 
19 17 18 12  

 

25% DCM 

75 % MOH 

 

 

11 

30 30 28 20 12 

25 22 28 25 13 
25 22 24 20 14 
- - - - 15 
20 14 14 10 16 

10 10 22 28 17 

25 28 25 30 100% MeOH 
 
 

18 
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La richesse de cette fraction en molécules, explique l’importance des zones 

d’inhibitions obtenues. En fin de compte, cette fraction n’a pas été retenue, dans cette 

étude, au vu des difficultés rencontrées lors de la purification.  

 

 

 

 

 

0 10 20 30 40 50 60 70 Time [min]

0.0

0.5

1.0

1.5

6x10

Intens.

D1200002.D: EIC 676.4 ±All D1200002.D: EIC 652.4 ±All

D1200002.D: EIC 677.4 ±All D1200002.D: EIC 685.4 ±All

D1200002.D: EIC 521.4 ±All D1200002.D: EIC 769.4 ±All

D1200002.D: EIC 663.4 ±All D1200002.D: EIC 691.4 ±All

D1200002.D: EIC 469.4 ±All D1200002.D: EIC 583.4 ±All

Intens. 105

Temps (min)

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : chromatogramme, de la fraction Fr. 12, obtenu par LC-MS. 
 

Figure 38 : spectre RMN 
1
H (CDCl3) de la fraction Fr. 12 issue de l’extrait actif de 

la souche S. coeruleorubidus SFKH10. 
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Tableau 20 : analyse par LC-MS de la fraction Fr. 12. Les temps de rétention et les masses 

sont indiqués. 

 

Numéro du pic Temps de rétention (min) [M+Na]
+

 

m/z 

Fragment  

1 2 676,4 603 

2 3,7 769,3 622 

3 4 652,3 620 

4 20,8 663,5 622 

5 23 677,5 622 

6 24,2 677,5 622 

7 25,3 677,5 622 

8 26,1 691,5 622 

9 26,9 691,5 622 

10 27,9 691,5 622 

11 47,1 685,5 622 

12 41,8 469,6 361 

13 42,5 521,6 361 

14 49 583,7 361 

 

b) Fraction Fr. 18 

La fraction Fr.18 de 20,5mg, a été soumise à une étape de purification par CF en phase 

inverse en utilisant le système (MeOH-H2O) selon le mode par gradient de polarité. À la suite 

de cette analyse chromatographique, 4mg d’un composé pur noté C1 ont été obtenus.  

 

2.3. De la souche S. spororaveus SFKH4 

L’extrait brut a été fractionné par chromatographie sur colonne, 38 fractions ont été 

retenues et leurs activités ont été recherchées contre les microorganismes-tests. Les fractions 

actives montrant des diamètres d’inhibition qui varient de 10 à 35mm (tableau 21).  Les 

fractions montrant des activités, à la fois, antibactérienne et antifongique, les plus 

intéressantes sont Fr. 15 et Fr. 16. 

 

L’analyse de la fraction Fr. 15 par spectrométrie de masse (ESI-MS) montre des pics à 

m/z 685,4 et m/z 699 enregistré en mode positif (figure 40). Ces données montrent que 

l’activité de cette fraction est due à des métabolites de hauts poids moléculaire. De plus, les 

spectres de masse MS/MS de ces molécules présentent en commun un fragment 

correspondant à m/z 443. Ces molécules sont donc très proches entre elles de point de vue 

structure chimique. 
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En ce qui concerne la fraction Fr.16, le spectre de masse montre des pics à m/z 769 et à 

m/z 777 qui correspond à l’ion [M+Na]
+ 

 enregistré en mode positif (figure 41).  

 

Tableau 21 : activités biologiques des fractions de l’extrait provenant de la souche S. 

spororaveus  SFKH4.  

 

F. oxysporum 

(%I) 

 

S.  scabies B.  subtilis E.  coli  MRSA Système d’élution  Fractions 

 
Diamètre d’inhibition (mm) 

- - - - - 0..% DCM 

 

1-12 

- - - 03 - 95 % DCM 

5 % MOH 

 

13 

 

25% - 20 20 20 80% DCM 

20% MOH 

14 

20% 28 53 15 20  

 

70% DCM 

30% MOH 

 

 

60% DCM 

40%MOH 

15 

24% 25 28 29 30 16 

4;% 00 0. - - 17 

11% - 19 10 20 18 

- - - - - 19- 24 

18% - 8 17 13 25 

- - - - - 26 

- - - 12 - 27 

- - - - - 28-29 

- 0. 09 11 10 50% DCM 

50% MOH 

30 

- - - - - 31-33 

35% 

 

03 0. 0. 00  

25% DCM 

75%MOH 

 

34 

- - - - - 35-37 

 

14% 

 

20 

 

30 

 

20 

 

18 

 

100% MOH 

 

 

38 

 

Les spectres RMN 1H des fractions Fr. 15 et Fr. 16 (figure 42) présentent une grande 

similitude et qui révèlent la présence des bons signaux corresponds aux métabolites qui 

peuvent être responsables de l’activité antimicrobienne.  

 



Chapitre 2                                                                                                    Étude expérimental 

87 
 

. 

 

 

 

 

 

Figure 40 : les signaux de la spectrométrie de masse et masse en tendem MS/MS 

 enregistrés au mode positif [M+Na]
+
 de la fraction Fr. 15. 

 

Figure 41 : spectre de masse enregistré au mode positif [M+Na]
+
 de la fraction Fr. 16 . 
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Figure 42 : RMN 
1
H(CDCl3) de la fraction Fr. 15 (a) et Fr. 16 (b). 

 

Les analyses des fractions Fr.15 et Fr.16 par spectrométrie de masse et par RMN 
1
H 

montrent que les fractions sont riches en métabolites et que leurs purifications sont délicates. 

Ces deux fractions n’ont pas été retenues pour la suite de notre étude. 

 

Discussion 

L’extraction, la séparation et la purification des biomolécules biologiquement actives 

nécessitent, à la fois, la combinaison de plusieurs techniques et une quantité assez importante 

d’extrait brut afin d’aboutir à des quantités suffisantes de molécules pures. 

Toutes les souches sélectionnées S. youssoufiensis F10, S. coeruleorubidus SFKH10 et 

Streptomyces spororaveus SFKH4 présentent une activité inhibitrice. Ces mêmes activités 

sont rencontrées, également, dans les extraits bruts. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que 

les molécules actives produites en milieu solide ont été bien extraites avec l’acétate d’éthyle.  

Ce solvant organique a pu solubiliser un nombre important des molécules actives. En 

effet, plusieurs auteurs ont utilisé l’acétate d’éthyle comme solvant organique pour extraire 

des biomolécules produites par le genre Streptomyces (Djinni et al., 2013 ; Prakasham et al., 

2014). De plus, la macération répétitive des géloses s’est avérée efficace pour récupérer le 

maximum possible de molécules actives. 

(a) 

(a) (b) 
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Il a été montré, également, que l’extraction à partir de milieu solide est largement plus 

rentable que celle du milieu liquide (Bussari et al., 2008). Cependant, il faut prendre en 

compte que la quantité d’antibiotique extraite est spécifique de chaque souche 

d’actinobactérie.  

En réalité, il n’existe pas de méthode universelle pour extraire les antibiotiques. Parmi 

les protocoles adaptés pour l’extraction des biomolécules et notamment les antibiotiques, il y 

a celui de Sallach et al. (2016) qui consiste en des extractions à partir de la matrice végétative 

par lyse cellulaire nécessitant congélation et décongélation, macération mécanique et 

sonication tissulaire. Li et al. (2004) ont montré que l'ultrafiltration de la culture de 

fermentation, pouvait améliorer de manière significative l'opération d'extraction en termes de 

séparation des phases, et augmenter la récupération et la qualité des produits retenus. 

L’extrait brut d’acétate d’éthyle provenant d’une culture de la souche S. youssoufiensis 

SF10 présente une activité dirigée, surtout, contre les bactéries à coloration de Gram positive, 

notamment contre S. aureus et MRSA. Cet extrait, présente également, une activité contre F. 

oxysporum. La même constatation a été signalée par Dhanasekaran et al. (2009) qui ont 

montré qu’un Streptomyces sp. secrète un antibiotique à large spectre contre certaines 

bactéries et champignons pathogènes. En effet, les molécules antifongiques sont très 

recherchées parce que très peu de molécules sont sur le marché. L'utilisation de micro-

organismes antagonistes, notamment le genre Streptomyces, est une méthode idéale de lutter 

contre les phytopathogénes. Un produit commercial contenant S. griseoviridis, (Mycostop), a 

été utilisé comme agent de biocontrôle, en agriculture (Tuomi et al., 2001).  

Les souches S. coeruleorubidus SFKH10 et S. spororaveus SFKH4, très proches 

taxonomiquement entre elles, sont remarquables pour leur forte activité antibactérienne. 

L’extrait d’acétate d’éthyle provenant d’une culture de la souche S. coeruleorubidus SFKH10 

sur un milieu solide a montré une bonne activité dirigée contre les bactéries à coloration de 

Gram positive et n’inhibe pas la croissance de F. oxysporum. Par ailleurs, l’extrait organique 

issu de la souche S. spororaveus SFKH4 présente un degré de spécificité élevé et possède un 

spectre d’action élargie. Il agit sur B subtilis, MRSA, S. aureus, S. scabies, F. oxysporum et 

également contre E. coli. 

 

La différence de spectre d’action entre les trois souches étudiées, reflète la différence 

de structure des antibiotiques qu’elles produisent. En effet, les actinobactéries et notamment 
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le genre Streptomyces ont une importante capacité métabolique et produisent des pigments et 

un grand nombre de métabolites bioactifs de structure chimique différente (Net et al., 2009 ; 

Patrícia et al., 2010). 

 

L’analyse par CCM a montré que les extraits actifs des trois souches sont riches en 

métabolites secondaires. Ces trois isolats produisent, chacun, plus de trois molécules 

d’antibiotique sur le même milieu de culture (Bennett). Selon les spectres RMN 
1
H et ceux de 

l’UV-visible des trois extraits, ces molécules ont des structures très complexes et contiennent 

des cycles aromatiques avec une faible présence de groupements  conjugués. 

À notre connaissance, aucune production d’antibiotique par S. youssoufiensis n’a été 

signalée. Cependant, la bioactivité de cette souches vis-à-vis différents micro-organismes tests 

a été reportée par (Hamdi et al., 2011). 

Par contre, l’espèce S. coeruleorubidus, représente l’un des plus puissant groupe 

connu pour être le grand producteur de molécules antimicrobiennes et bien d’autres molécules 

pouvant présenter un intérêt industriel (Kandula et al., 2013). 

 

L’analyse par LC-MS de l’extrait actif de la souche S. youssoufiensis SF10 révèle la 

présence de deux  métabolites détectés comme deux pics correspond au même signal ESI-MS 

à m/z 747 pour l’ion [M+Na]
+
. Ceci signifie qu’il s’agit peut-être d’isomères. Ces derniers 

correspondent probablement aux molécules actives, ce qui va être confirmé en testant leur 

activité antibactérienne après la purification. En comparant les résultats de la spectrométrie de 

masse et de l’analyse par fragmentation, une similarité a été remarquée avec la molécule 

polyéther, la nigéricine. Le chromatogramme de l’extrait de la souche S. youssoufiensis SF10 

indique la présence du pic qui a un temps d’élution identique à celui de la nigéricine standard. 

En effet, LC-MS joue un rôle de plus en plus important dans l'analyse des composés en 

mélange (Xiao-Bing et al., 2006). Les ions de fragmentation des spectres MS pourraient 

fournir des informations structurales à partir de la nature des fragments obtenus (Pfeifer et al., 

2005). Néanmoins, tous ses résultats doivent être vérifiés et complétés en employant des 

techniques spectroscopiques approfondies. Il est très intéressant de signaler que des pics 

additionnels ayant de masses proches [M+Na]
+
 de la nigéricine sont détectés dans l’extrait 

actif provenant de la souche S. youssoufiensis SF10. Ces masses peuvent correspondre à des 

molécules de la même famille que la nigéricine.  
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Nous avons mis en évidence les principales fractions actives provenant des extraits des 

trois souches étudiées. Ainsi, nous nous sommes intéressés, principalement, aux fractions 

donnant de bons signaux par RMN
 1

H ou par ESI/MS.  

Pour la souche S. youssoufiensis SF10, ces fractions se sont révélées être des 

complexes de plusieurs antibiotiques et que la majorité de ces derniers n’absorbent pas sous 

lumière UV. Ceci indique que cette souche a produit des métabolites dans la majorité ne 

contiennent pas des doubles liaisons. Sept molécules ont été purifiées par différentes 

technique chromatographiques. En effet, la purification de ces biomolécules était délicate vu 

la richesse de S. youssoufiensis SF10 en fractions actives donc en molécules actives. Notre 

travail a été, d’autant plus ardu, que dans la littérature, Il n’existe pas une technique unique 

efficace garantissant l’obtention des molécules qualitativement souhaitées et quantitativement 

suffisantes. De plus, il est à noter que le processus de la purification adopté pour chaque 

molécule est en relation étroite avec ses caractéristiques physique et/ou chimique.  

Les techniques LC-MS et MS/MS appliquées sur la fraction Fr. 12 provenant du 

fractionnement de l’extrait actif de la souche S. coeruleorubidus SFKH10 a permis de déceler 

la présence des masses [M+Na]
+
 équivalentes et d’autres très proches entre eux, confirmant 

ainsi la capacité de la souche S. coeruleorubidus SFKH10 , de produire une large diversité de 

composants qui peuvent être de nouvelles molécules. 

L’étude de la spectrométrie de masse ESI/MS de deux fractions actives (Fr. 15 et Fr. 

16) provenant de l’extrait actif de la souche S. spororaveus SFKH4, a révélé que cette souche 

est capable de produire des molécules de haut poids moléculaire. En effet, il a été reporté dans 

la littérature la capacité des actinobactéries et notamment le genre Streptomyces à produire 

des antibiotiques complexes de poids moléculaire très élevé. (Rateb et al., 2011). 

En conclusion, l’extraction et la purification des antibiotiques est, généralement, 

longue et fastidieuse. Afin d’obtenir un échantillon d’antibiotique suffisant en terme de 

quantité en vue des étapes ultérieures de caractérisation, il est nécessaire de chercher d’autre 

techniques d’extraction ou de combiner plusieurs techniques en même temps. Cependant, la 

méthodologie appliquée dans cette étude, nous a permis de montrer la capacité de trois 

souches S. youssoufiensis SF10, S. coeruleorubidus SFKH10 et S. spororaveus SFKH4 

isolées d’un écosystème terrestre de produire différents métabolites à activité 

antimicrobienne.  
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Chapitre 3 : Étude structurale des biomolécules pures produites par les souches S. 

youssoufiensis SF10 et S. coeruleorubidus SFKH10 

Les quatre molécules pures, à savoir M3, M4, M5 et M6 de la souche S. 

youssoufiensis SF10 ainsi que la molécule C1 de la souche S. coeruleorubidus SFKH10, 

extraites toutes de fractions bioactives, ont fait l’objet d’études spectroscopiques 

approfondies. Les molécules M1, M2 et M7 de la souche S. youssoufiensis SF10, sécrétées en 

petite quantité n’ont pu être analysées.  

Les deux techniques utilisées, principalement, sont la spectrométrie de masse (SM) 

(Mass Spectrometry = MS) et la résonance magnétique nucléaire (RMN) qui sont des 

techniques performantes dans la caractérisation des biomolécules organiques naturellement 

produites. Cette analyse structurale a, également, été complétée par la spectroscopie UV-

Visible et Infra-Rouge. Ces dernières, nous ont donné des informations supplémentaires sur la 

structure des molécules.  

Notre objectif, était d'aboutir à identifier la structure de nos molécules pures 

bioactives. 

 

Matériel et méthodes  

1. Test antimicrobien des molécules pures produites par les souches S. youssoufiensis 

SF10 et S. coeruleorubidus SFKH10 

 

La mise en évidence de l’activité antibactérienne, des quatre molécules pures secrétées 

par la souche S. youssoufiensis SF10 et de l’unique molécule de la souche S. coeruleorubidus 

SKFH10 a été effectuée, par la méthode de diffusion des disques de papier, contre les 

bactéries-tests : S. aureus 25, Bacillus subtilis et S. scabies. 

 

2. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un spectromètre (Bruker 400 AVANCE) 

opérant à 400 MHz pour le proton et à 100 MHz pour le carbone-13 (figure 43). Les 

échantillons ont été solubilisés dans le chloroforme deutéré CDCl3 (δH = 7,25 parties par 

million (ppm) et δc = 77,0 ppm. Le chloroforme a été traité par un passage sur l’aluminium 

basique afin d’éliminer son acidité. Tous les signaux RMN 
1
H et RMN 

13
C ont été assignés 
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sur la base des déplacements chimiques (δ), des constantes de couplages (J), des intensités du 

signal et des expériences par (COSY 
1
H-

1
H), (HSQC 

1
H-

13
C) et (HMBC 

1
H-

13
C).  

 

 

 

Figure 43 : instrument de la résonance magnétique nucléaire (Bruker AVANCE 400), 

laboratoire de chimie bio-organique, université Trento, Italie. 

 

3. Spectrométrie de masse  

L’analyse par spectrométrie de masse a été effectuée en utilisant deux instruments. Le 

choix de chaque instrument dépend de la nature de la molécule à analyser. Les spectres ESI-

MS (electrospray ionisation-Mass Spectrometry) ont été enregistrés en utilisant un 

spectromètre de masse de type Bruker Esquire LC, ion trap mass spectrometer, équipé d'une 

source d'ion electrospray (ESI) en mode positif ou négatif, par injection d'une solution 

méthanolique de l'échantillon dans la source. Les données de l’ionisation ont été portées sur 

un logiciel Kratos computerized aquisition : température et voltage de la source sont, 

respectivement, 300 
0
C et 32V, l’azote (N2) comme gaz de nébulisation (spray), à raison de 

4l/min, et la gamme du balayage m/z = 100-800.  

La mesure de la spectrométrie de masse à haute résolution (HR-ESI-MS : High-

resolution mass spectrometry ) a été obtenue par injection directe de l’échantillon, en utilisant 

un spectromètre de masse de type Orbitrap Fusion Tribrid®. mass spectrometer. 
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4. Spectrométrie de masse en tandem (MS-MS)  

La molécule est ionisée soit par addition ou bien élimination d’un proton. Le type 

d’ionisation dépend de la propriété basique ou acide de la molécule. La fragmentation de la 

molécule s’effectue par l’Hélium afin d’activer la collision de l’ion primaire sélectionné. La 

fragmentation sous un apport d’énergie nous donne une indication sur la structure de la 

molécule recherchée. 

 

5. Pouvoir rotatoire 

Le pouvoir rotatoire [α]D a été mesuré en solution sur un polarimètre de type 

Bellingham & Stanley Limited ADP 440 Apparatus à la longueur d’onde de la raie D du 

sodium (λ = 589 nm). La mesure du pouvoir rotatoire (dm
-1 

deg ml g
-1

) a été effectuée selon la 

formule :  

[α]D = obs α/ l c. 

 

α = angle de rotation en degrés lu à la température ambiante. 

l : est la longueur en décimètres de la cellule de mesure (1dm). 

c : la concentration de la molécule chirale dans la solution (g/ml). 

 

6. Spectroscopie UV-Visible  

Les spectres ultraviolet et visible des molécules pures ont été mesurés à l’aide d’un 

spectrophotomètre Pekin- Elmer Flexar LC Pump / Flexar PDA Detector). Les échantillons à 

analyser sont dissous dans le méthanol puis introduits dans des cuves de quartz à trajet 

optique de 1 cm. 

 

7. Spectroscopie Infra-Rouge à transformée de Fourier 

Les spectres infrarouge (IR) ont été effectués au moyen d’un spectromètre à 

transformée de Fourier Transform (FT-IR) Tensor 27 Bruker à 1 cm
-1

 de résolution. Les 

échantillons sont dissous dans le méthanol. Après évaporation de ce dernier une très fine 

couche blanche est obtenue sur l’élément d’analyse. Les spectres IR ont été tracés à l’aide 

d’un logiciel Opus software package. 
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8. Etude computationnelle sur les polyéthers épimères (M4, M5, et M6) 

Cette étude repose sur le calcul de la théorie de la fonctionnelle de la densité (TFD) 

(DFT : Density Functional Theory) qui représente une approche importante de la mécanique 

quantique et qui établit que l’énergie d’un système dans son état fondamental est une 

fonctionnelle de la densité électronique de ce système. En effet, la mécanique quantique décrit 

la matière comme un ensemble de noyaux atomiques autour desquels gravitent des électrons. 

Ces calculs de la densité fonctionnelle ont pour objectif de déterminer la configuration la plus 

stable de la molécule et de déterminer des fonctionnelles qui permettent de donner une 

relation entre la densité électronique et l’énergie. 

Dans ce travail, les structures de base ont été générées par le système mécanique de 

minimisation moléculaire en utilisant l’ordinateur équipé d’un logiciel Serena Software, 

version 7.00. Le calcul chimique a été performé à l’aide d’un ordinateur Pentium IV 3.6 GHz 

en utilisant l'ensemble de programmes Gaussian 03W révision E.01 package program set 

(Frisch et al., 2004). La théorie fonctionnelle de la densité restreinte (DFT) a été utilisée pour 

l'optimisation de la géométrie en invoquant l'optimisation de la géométrie du gradient. 

Les bases sélectionnés étaient 6–31 G (d,p) pour tous les atomes. La DFT à gradient 

corrigé avec la fonction hybride à trois paramètres (B3) (Becke, 1993) pour la partie 

d'échange et la fonction de corrélation de Lee-Yang-Parr (LYP) (Lee et al., 1988) ont été 

utilisées. Les simulations en présence d'eau ont été réalisées en utilisant le modèle polarizable 

continuum model (PCM). Les paramètres structuraux optimisés ont été utilisés dans les 

calculs d'énergie vibratoire aux niveaux de la DFT pour caractériser tous les points fixes 

comme des minima. Pour chaque structure optimisée, aucun mode de nombre d'onde 

imaginaire n'a été obtenu, ce qui prouve qu'un minimum local sur la surface d'énergie 

potentielle a effectivement été trouvé. C’est calculs ont été réalisés avec l’aide du Dr. Andrea 

Dephant. (Laboratoire de chimie bio-organique, Université Trento, Italie). 

 

Résultats 

1. Activité antibactérienne des molécules pures 

Toutes les molécules pures inhibent la croissance de toutes les bactéries-tests. Les 

molécules M4 et M6 ont donné les meilleures zones d’inhibition, particulièrement, contre S. 
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aureus 25 (tableau 22). La molécule C1 a montré également une bonne activité vis-à-vis S 

aureus et S. scabies. 

Tableau 22 : activité antibactérienne des molécules pures produites par les souches S. 

youssoufiensis SF10 et S. coeruleorubidus SFKH10. 

Bactéries  

testées 

Diamètres des zones d’inhibitions (mm) 

 

M3 

 

M4 M5 M6 C1     

S. aureus 25 

 

Bacillus subtilis 

 

S. scabies 

15 

 

18 

 

28 

30 

 

28 

 

25 

25 

 

18 

 

20 

27 

 

25 

 

20 

28 

 

20 

 

23 

 

Les études spectroscopiques se sont poursuivies, d’une part, sur les quatre molécules 

antibactériennes produites par la souche S. youssoufiensis SF10, notées M3, M4, M5, M6 

obtenues en quantités suffisantes. Et d’autre part, sur l’unique antibiotique, notée C1, produite 

par la souche S. coeruleorubidus SFKH10 en quantité, également, suffisante (4mg).  

 

2. Résonance magnétique nucléaire, spectrométrie de masse et infra-rouge 

 

2.1. Étude de molécules (M3, M4, M5, M6) produites par la souche S. youssoufiensis 

SF10  

La comparaison des spectres de RMN 
1
H des composés (M3, M4, M5, M6) montrent 

une grande similitude. Pour faciliter l’élucidation structurale de ces molécules, nous avons 

choisis de commencer par la molécule M4, puis nous traiterons les autres  molécules. 

 

a) Molécule M4  

 Propriétés physico-chimiques 

 

Le composé M4 se présente  sous  forme  d’un  solide  de couleur blanche, soluble  dans  

le méthanol. [&]D  +26 (CHCl3). 

 

 Données spectroscopiques 

 

IR (évaporation de MeOH) νmax 3446, 2930, 1715, 1266, 1127 cm
-1

.  Cette molécule  

semble présenter des groupements OH, COOH et C-O. 
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Les spectres de masse de la molécule M4 obtenu par ESI-MS, en mode positif et en 

mode négatif (Figure 44) ont permis d’obtenir, respectivement, un pic d’un ion 

pseudomoléculaire [M+Na]
+
 = 747,4 et un pic d’ ion [M-H]

-
 =723,4. La masse moléculaire du 

produit M4 est, alors, de 724. Cette masse est corrélée par les spectres de masse tandem et 

MS3 (figure  45). 

Les données de l’RMN 
1
H et RMN 

13
C et les corrélations HMBC (annexes 3) sont 

très similaires de celles rapportées par  Gong et al. (2010). 

 

 

Figure 44 : spectres de masse du composé actif M4 produit par la souche S. youssoufiensis 

SF10 enregistré en mode positif et négatif. 
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Figure 45: la masse en tandem MS/MS et MS/MS/MS du composé M4 produit par la souche 

S. youssoufiensis SF10, enregistrés en mode positif. 

 

Tenant compte de tous ces résultats ainsi que des données de la littérature, le composé 

M4 a été identifié comme étant la nigéricine (figure 46). Nos données sont en accords avec 

ceux rapportés par Gong et al. (2010). La formule brute de M4 est C40H68O11 . 

 
 

 

Figure 46 : structure de la molécule M4 produite par la souche S. youssoufiensis SF10.  

 

b) Molécule M3  

 

 Propriétés physico-chimiques 

 

Le composé M3 se présente sous forme d’un solide de couleur blanche, soluble dans le 

méthanol. [α]D = 39,3°(C=0,001, MeOH). 
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 Données spectroscopiques 

 

IR (évaporation de MeOH), νmax. 3407 ; 2927 ; 1692 ; 1649 ; 1458 ; 1378 ; 1052 et 956 

cm
-1

. Ces valeurs correspondent aux fonctions hydroxyle, acide carboxylique et éther.  

 

UVmax 217, 275 nm. Cette valeur confirme ainsi la présence d'un acide carboxylique 

insaturé dans ce composé. 

 

Les données RMN 
1
H et RMN 

13
C ont été comparées avec ceux rapportés par Siwen 

et al. (2011). 

Spectrométrie de masse, +MS (m/z 747,5) ;+MS2 (m/z 729,4); +MS3 (685,3) ; ESI(-) 

MS: m/z 723,5 [M-H]
-
 ; ESI(-) MS/MS (723,5): m/z 679,3, 439,3 (figure 47 et 48).  

 

 

 
 

Figure 47: spectre de masse du composé actif M3  produit par la souche S. youssoufiensis 

SF10. 
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Figure 48 : La masse en tandem  MS/MS et MS/MS/MS du composé M3  produit par la 

souche S. youssoufiensis SF10, enregistrés en mode positif.   

 

En se basant sur les données de la spectrométrie de masse et les analyses 

spectroscopiques, la structure de la molécule M3 a été déterminée comme étant l’abiérixine, 

appartenant à la famille des polyéthers (figure 49). Nos données sont en accords avec ceux de 

(Siwen et al., 2011 ; David et al., 1985). La formule brute est C40H68O11, de masse de 724,48. 

(L’ion détecté est C40H68O11 Na de masse de 747,46). 

 

 

 
 

 

 

Figure 49 : structure de la molécule M3 produite par la souche S. youssoufiensis SF10. 
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c) Molécule M5  

 Propriétés physico-chimiques 

Le composé M5 se présente sous forme d’un solide de couleur blanche, soluble dans le 

méthanol. 

 

 Données spectroscopiques 

IR: 3200, 2900, 1580, 1380, 1120, 1040, 950, 650 cm
-1

. Ces valeurs indiquent la présence 

de groupe hydroxyle, groupe carboxyle et groupe éther. 

Par la comparaison des spectres RMN 
1
H et 

13
C de la molécule M3 identifiée à la 

nigéricine et la molécule M5, Nous constatons que les deux molécules ont le même nombre 

de carbone qui égale à 40 et presque la même structure. Cependant, la RMN 2D, d’une part, 

était très utile pour confirmer la stéréochimie du carbone C28 et d’autre part, la RMN COSY 

a montré un groupe de protons couplés ensemble et séparés par des carbones : Me39-H2-H3-

H4-Me38-H5a, H5b-H6a, H6b-H7-H8a-H8b-H9-H10a, H10b-H11-H12-Me37, et Me36-H14-

H15a, H15b et également H17-H18a, H18b-H19a-H19b. La position de ces trois groupes de 

protons est similaire à celle de la nigéricine. 

 

Spectrométrie de masse : +MS (m/z 747,5) ; +MS2 (m/z 729,4) ; +MS3 (685,3). 

ESIMS (-): m/z 723,5 ; [M-H]-; ESI(-) MS/MS (723,5): m/z 679,3 ; 439,3. 

En se basant sur les données de la spectrométrie de masse et de l’analyse 

spectroscopique, et en comparaison avec les données rapportées par Berrada et al. (1986). La 

molécule M5 a été identifiée comme étant l’épinigéricine (figure 50), épimère de la 

nigéricine.  

 

Figure 50 : structure de la molécule M5 produite de la souche S. youssoufiensis SF10. 

Nigéricine  R1=H,         R2=CH3 

 Epinigéricine R1=CH3,  R2=H 
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d) Molécule M6  

 Propriétés physico-chimiques 

 

Le composé M6 se présente sous forme d’un solide de couleur blanche, soluble 

dans le méthanol.  [&]
26

D   +9,1(C=0,004 g/ml, MeOH). 

 

 Données spectroscopiques 

IR: 3432 cm
-1

 (très intense), 2928 cm
-1

 (très intense), 1739 cm
-1

(intense), 1459 cm
-1

 

(intense), 1377 cm
-1

 (moyenne), 1220 cm
-1

 (faible), 1113 cm
-1 

(intense), 1061 cm
-1

 (très 

intense), 961cm
-1

 (intense).  

Une corrélation significative a été détectée à 3,72 ppm (s, COOMe) avec 51,7 ppm 

dans le spectre HSQC (annexe 3) et un couplage à long terme observé dans le spectre HMBC 

(annexe 3) établi également avec C=O à 176,4 ppm (COOMe) ainsi le remplacement du 

groupe carboxyle par le méthyle ester. Ceci est en accord avec sa polarité faible qui est 

responsable du temps de rétention très long dans la chromatographie en phase inverse. 

Spectrométrie de masse : ESI(+)MS: m/z 745,48526 [M+Na]
+
, MS/MS(745): m/z 

713,46007 [M-CH3OH+Na]
+
, HRMS(+)ESI: m/z 745,48526±0.00500 (C41H70NaO10, calcu 

745,486120); ESI(-)MS: m/z 721,48169 [M-H]
-
, HRMS(-)ESI: m/z 721,48169 ±0,00500 

(C41H69 O10, calcu 721,489622)(figure 51 et 52). 
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Figure 51 : spectre de masse du composé actif M6 produit par la souche S. 

youssoufiensis SF10, enregistré en mode positif et négatif. 
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Ainsi, toutes les données analytiques ont permis d’identifier la molécule M6 de 

formule brute C41H69O10 et de masse 721,489622 à la molécule grisorixine méthyle ester un 

nouveau dérivé de la grisorixine produite naturellement (figure 53). 

 

 

Figure 53: structure de la molécule M6, produite par la souche S. youssoufiensis SF10. 

 

2.2.Étude de la molécule produite de la souche S. coeruleorubidus SFKH10 (molécule 

C1) 

 

 

 Propriétés physico-chimiques 

 

Cette molécule a un aspect huileux de couleur marron, très soluble dans le méthanol. 

Cette molécule n’absorbe pas sous l’UV et apparait sous CCM de couleur violette après une 

carbonisation par anisaldéhyde /acide sulfurique. 

Figure 52: la spectrométrie de masse tandem  MS/MS et MS/MS/MS du composé M6 

produit par la souche S. youssoufiensis SF10, enregistrés en mode positif. 
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 Données spectroscopiques 

IR : 1730 cm
-1

, 1712 cm
-1

 (OC=O). 

 

L’analyse par RMN 
1
H et RMN 13C ont été comparées avec les données rapportées 

par Haneda et al., 1947  et  Bell et al., 1994. 

 

Le spectre de masse de la molécule C1 obtenu par ESI-MS, montre un ion 

pseudomoléculaire [M+Na]
+
 à m/z 788 enregistré en mode positif. (figure 54).  Ainsi, la 

formule brute du produit serait alors C42H68O12. Toutes les données analytiques et par 

comparaison aux données rapportées par la littérature (Haneda et al., 1947 ; Bell et al., 1994), 

la molécule C1 a été identifiée comme étant la dinactine (figure 55).  
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Figure 55 : structure chimique du composé C1 produit par la souche S. coeruleorubidus 

SFKH10. 

 

Figure 54 : spectre de masse du composé C1 en mode positif de la souche S. 

coeruleorubidus SFKH10. 
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3. Analyse computationnelle de l’épimérisation structurale de la nigéricine et de la  

grisorixine méthyle ester  

Afin d'identifier la forme la plus stable de la nigéricine et de la grisorixine, nous avons 

évalué les valeurs énergétiques associées aux différents isomères. Les calculs de la théorie 

fonctionnelle sont capables de fournir des structures minimisées en énergie. En effet, la DFT 

est une théorie destinée à décrire les propriétés de l’état fondamental de la molécule. Dans ce 

travail, une étude des valeurs énergétiques associées à chaque isomère permet d'identifier la 

molécule épimérique thermodynamiquement stable. Un exemple efficace d'utilisation de la 

méthode DFT pour étudier les épimères a été récemment rapporté pour les dérivés de gluco- 

et de galactoside, différant par leur disposition stéréochimique d'un groupe hydroxyle 

(Ahmadi et al., 2017). Pour faciliter les calculs, nous avons considéré des molécules 

simplifiées comme modèle pour le cycle F des structures de la nigéricine et de la grisorixine 

(figure 56). 

 

.  

Figure 56: structure chimique des polyéthers, abierixine, nigéricine, épinigéricine et 

grisorixine méthyle ester, produits par la souche S. youssoufiensis SF10. 
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Spécifiquement, le 2(méthylhydroxyle)-3,5,6-triméthyltétrahydro-2H-pyran-2-ol a été 

sélectionné pour la série analogue à la nigéricine et le 2,3,5,6-tétraméthyltétrahydro-2H-

pyran-2-ol pour l’analogue à la grisorixine. Les valeurs d'énergie des modèles obtenus à partir 

de l'analyse computationnelle à un niveau de théorie B3LYP / 6-31G (d, p) pour la nigéricine 

ou la grisorixine ont été comparées respectivement à l'épinigéricine ou à l'épigrisorixine et à 

leurs isomères C29 correspondants. 

Les données ont été obtenues sous vide et en présence d’eau. Cette dernière étant 

considérée plus représentative de l'environnement biologique.  

Dans la série analogue à la nigéricine, l'unité épinigéricine s'est révélée légèrement 

plus stable que la nigéricine (AE = 0,4129 KJ / mol sous vide et AE = 2,5992 KJ / mol dans 

l'eau). Alors que les structures présentant une configuration inversée au centre 

(émiacétalique). C29 sont, significativement, moins stables si nous les comparons à la 

nigéricine (AE = 5,4877 KJ / mol sous vide et AE = 6, 2003 KJ / mol dans l'eau). 

Pour la série de la grisorixine, sa configuration au niveau du cycle F est la plus stable 

par rapport à l'épigrisorixine C-28 (ΔE = 9,9357KJ / mol sous vide et ΔE = 6,1825KJ / mol 

dans l'eau), et en particulier avec les formes épimères en C29 de la grisorixine et de 

l'épigrisorixine  (tableau 23). 
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Tableau 23: les valeurs d’énergie calculées par TFD à un niveau théorique B3LYP/6-

31G(d,p) du cyle F des structures simples prises comme modèles.  

 

 

 

 

 

 

 

  sous vide  dans l’eau 

Nigéricine-like   Moitié structurale Energie (u.a.) 
ΔE associée à 

la  nigéricine 

(kJmol
-1

) 

Energie (u.a.) 
ΔE associé à 

la  nigéricine 

(kJmol
-1

) 

Nigéricine (2) 

 

-579,49456813 - -579,50211165 - 

Epinigéricine (3) 

 

-579,49472552 -0,4129 -579,50310163 -2,5992 

C-29 épimèr de la 

nigéricine  

 

-579,49332270 + 3,2719 -579,50051262  +4,1983 

C-29 épimère de 

 l’ epinigéricine 
 

-579,49247169 +5,4877 -579,49975007 +6,2003 

Grisorixine-like  Moitié Structural  Energie (u.a.) 
ΔE associé à 

la  grisorixine 

(kJmol
-1

) 

   

 

Energie (u.a.) 
ΔE associé à 

la  grisorixin 

(kJmol
-1

) 

Grisorixine 

 

-504,28877454 - -504, 29328817 - 

Epigrisorixine 

 

-504,28631943 +9,9357 -504,29093337 +6,1825 

C-29 épimère de la 

grisorixine 

 

-504,28317969 +14,6900 -504,28881966 +11,7321 

C-29 épimère de 

l’épigrisorixin 

 

-504,28136691 +19,4472 -504,28673415 +4,1127 
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Discussion  

Les études spectroscopiques se sont poursuivies sur les molécules notées M3, M4, M5 

et M6 produites par la souche S. youssoufiensis SF10 et la molécule C1 produite par la souche 

S. coeruleorubidus SFKH10, choisis en raison de leur activité et leurs quantités suffisantes. 

Les quatre molécules obtenues à partir de l’extrait d’acétate d’éthyle de la souche S. 

youssoufiensis SF10 et ceci après une séquence de séparations chromatographiques, ont été 

analysées par RMN 1D & 2D et spectrométrie de masse (ESI-MS et HR-ESI-MS). 

La structure du composé M3 a été déterminée comme étant l’abierixine. Ce composé 

polaire, a été isolé comme un produit mineur et identifié par comparaison avec les données 

rapportées par David et al. (1985). Cette molécule est très peu décrite dans la littérature. Deux 

autres métabolites ont été détectés également dans l’extrait actif de notre souche. La 

nigéricine et l'épinigéricine ont été identifiées en comparant nos données analytiques (MS et 

RMN) à celles rapportées par (Taechowisan et al., 2013; Berrada et al., 1986) 

Dans cette étude, un nouveau dérivé, a été isolé pour la première fois comme produit 

naturel à savoir la grisorixine méthyle ester. 

Ces molécules (abierixine, nigéricine, épinigéricine et grisorixine méthyle ester), ont 

des structures très proches aux composés appartenant à la famille des polyéthers ionophores 

qui sont réputés actifs contre les Gram (+) et ne présentent aucune activité contre les Gram (-

). Il a, aussi, été rapporté que les polyéthers sont très actifs contre les phytopathogénes comme 

Eimeria tenella (Rutkowski et Brzezinski, 2013). Ces composés chimiques sont connus pour 

être produits par les actinobactéries, en particulier le genre Streptomyces (Rutkowski et 

Brzezinski, 2013). Par ailleurs, il a été signalé la production de Kijimicin, polyéther 

ionophore, par une culture du genre Actinomadura sp. MI215-NF3 (Takahashi et al., 1990), 

CP-91243 et CP-91244 par Actinomadura  roseorufa (Dirlam et al., 1991). 

La nigéricine est considérée comme composé majeur produit par la souche S. 

youssoufiensis SF10. En effet, cette molécule est synthétisée, également, par différentes 

espèces du genre Streptomyces (Harvey et al., 2007; Taechowisan et al., 2013). Son 

biosynthèse est récemment étudié par (Harvey et al., 2007). Cette molécule est connue pour 

ses propriétés antibactériennes, antifongiques, antimalariques (Gumila et al., 1997) et elle est 

capable, également, d’inhiber la prolifération des cellules cancéreuses (Hegazy et al., 2016 ; 
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Yakisich et al., 2017). La nigéricine a montré une activité importante contre S. aureus. Cette 

forte activité pourrait être due à la présence de groupement OH (Gong et al., 2010). Grably et 

al. (1992) ont montré, également, que le groupe OH porté par le C29 d’un dérivé de la 

nigéricine est essentiel pour l’activité antimicrobienne et antivirale. 

La souche S. youssoufiensis SF10 est capable de produire même l’épimère, de la 

nigéricine. Cette forme épimére présente une configuration inversée au niveau du carbone C28 

(Berrada et al., 1987).  

Nous avons pu établir que ces deux métabolites sont présents dans l’extrait brut de la 

souche S. youssoufiensis SF10 à un ratio de 75:25 comme il a été démontré dans le 

chromatogramme de LC/MS. L’épinigéricine a un spectre large touchant plusieurs bactéries 

pathogènes à Gram positif et également quelques parasites. Une étude de la toxicité de 

l'épinigéricine, vis-à-vis du cilié Tetrahymena pyriformis, a montré que cette molécule a pu 

arrêter la division cellulaire (Bamdad et al., 1995). 

La structure du nouveau dérivé, grisorixine méthyle ester, a été définie par 

comparaison avec les données de l’RMN rapportées pour la grisorixine (Gachon et al., 1970; 

Cuer et al., 1983; Oikawa et al., 1992) et l'épigrisorixine (Mouslim et al.,1993). Les spectres 

RMN 
13

C permettent de distinguer entre la grisorixine et l'épigrisorixine, qui présentent des 

changements de déplacement chimique pour les carbones appartenant au niveau du cycle F, 

en particulier pour les signaux C26-C28 (signal C26 passe de 32,9 à 25,3 ppm) (Mouslim et al., 

1993). Des signaux RMN 
13

C, de notre analyse, attribuables au cycle F ont été détectés et qui 

sont en accord avec les données rapportées pour la grisorixine dissous en CDCl3 (Oikawa et 

al., 1992). Le remplacement de l'unité carboxylique par un ester méthylique a été confirmé 

par l'expérience HMBC, où le singlet à 3,72 ppm, attribué au groupe COOMe, est en 

corrélation avec le seul signal détecté dans la région C=O à 176,4 ppm. La bande IR intense à 

172,5 cm
-1

 attribuée au C=O carboxylique présent dans la structure de grisorixine (Cuer et al., 

1983) a été remplacée par une bande forte à 1739 cm
-1

 attribuée au groupe ester. 

La Grisorixine méthyle ester n'a pas été isolé précédemment comme métabolite. 

Cependant, elle a été signalée comme un dérivé de la grisorixine dans une réaction 

d'oxydation du produit naturel (Gachon et Kergomard, 1975). Le profil LC-ESI-MS de 

l'extrait brut de la souche S. youssoufiensis SF10 a dissipé le doute selon lequel la présence 

d'un ester méthylique dans la structure du métabolite M6 pourrait être un artefact dû aux 
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procédures d'isolement. En effet, le composé M6 a été détecté, dans ce travail, comme un 

dérivé méthylé alors que la nigéricine et l'épinigéricine sont des acides libres, dans les mêmes 

conditions chromatographiques. Un autre composé, nigéricine méthyl ester, montrant une 

unité COOMe similaire au composé M6 a été décrit également comme un métabolite isolé par 

élution d'une colonne de gel de silice en utilisant de l'hexane/acétate d'éthyle (Taechowisan et 

al., 2013).  

Selon la littérature, le suivie du processus de la biosynthése des polyéthers ionophores 

comme ceux isolées dans notre étude, a montré que l’hydroxylation de la grisorixine à la 

nigéricine (M4) représente une étape finale dans la biosynthése de ce métabolite (Mouslim et 

al., 1995). L’épimérisation de la nigéricine et de la grisorixine pour donner respectivement de 

l’épinigéricine et de l’épigrisorixine, a été produit par une voie enzymatique aucours du 

processus de la détoxification surtous chez S. hygroscopicus (Mouslim et al.,1993). 

 

La production de de la nigéricine/épinigéricine par la souche S. youssoufiensis SF10 et 

la grisorixine/épigrisorixine (Gachon et al., 1970 ; Mouslim et al.,1993), portant une 

configuration épimérique au niveau du cycle F, nous a amené à approfondir cet aspect. Le 

calcul de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT :Density Functional Theory ) est en 

mesure de fournir des structures d’énergie minimale. En effet, DFT est largement utilisée 

comme approche pour l’étude des propriétés électriques des matériaux. Plus précisément, une 

étude sur les valeurs énergétiques associées à chaque isomère permet d’identifier la molécule 

épimère thermodynamiquement stable 

Afin de faciliter le processus de calcul, nous avons considéré une structure simplifiée 

prise comme modèle pour le cycle F des polyéthers isolés. Les structures modèles avec la 

même stéréochimie au niveau du carbone C28 et C29, présent dans la nigéricine et la 

grisorixine, ont été prises comme références pour la série de la nigéricine-like et grisorixine-

like, respectivement.  

Pour la série de la nigéricine-like, le métabolite épimèrique au niveau du C28, 

épinigéricine, s’est avérée être légèrement plus stable que la nigéricine (ΔE = 0,4129 KJ/mol 

sous vide et ΔE = 2,5992 KJ/mol dans l’eau). Au contraire, la structure montrant une 

configuration inversée au centre émiacétalique C28 a été moins stable par rapport à la 

nigéricine. 
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Pour la série de la grisorixine-like, la configuration de la grisorixine au niveau du 

cycle F a donné la plus stable molécule, tandis que l’épigrisorixine au niveau du C29, ainsi que 

les formes épimériques C29 de la grisorixine et de l’épigrisorixine sont moins stables. 

Ces résultats pourraient fournir une explication thermodynamique au processus 

d’épimérisation des métabolites. Epinigéricine et épigrisorixine qui sont les épimères au 

niveau du carbone C28 de la nigéricine et de la grisorixine respectivement, sont tous les deux 

rapportés, dans la littérature, comme métabolites souvent extraits. Tandis que les isomères 

correspondants provenant de l’épimérisation émiactétalique à C29 ont été rarement extraits 

jusqu’à présent à notre connaissance. Ces considérations sont d’un intérêt général car elles 

peuvent être appliquées à une large gamme de polyéthers naturels polycycliques. Etant donné 

que la moitié structurale du cycle F considérée pour la nigéricine est présente dans certains 

polyéthers  comme l’endusamycine, CP-120509, la monensine, la laidlomycine, 

l’octacyclomycine et la moyukamycine X-14931A. Pareillement, la moitié structurale du 

cycle F considérée pour la grisorixine est présente, également, dans les polyéthers 

smutalomycine, la senduramycine, l’emduramicine, CP-91243, CP-91244 et W341C 

(Rutkowski et Brzezinski, 2013). 

Pour la souche S. coeruleorubidus SFKH10, les investigations de recherche se sont 

poursuivies sur l’unique composé obtenu en quantités suffisantes et noté C1. La structure de 

ce composé a été déterminée comme étant la dinactine. Ce dernier appartient à une famille 

d'antibiotiques ionophores, les macrotétrolides, qui constituent avec les polyéthers la grande 

famille de polykétides. Les macrotétrolides constituent un vaste groupe de molécules 

naturelles. Ces antibiotiques polaires possédent une propriété ionophorétique ayant comme 

origine un acide nonactique et un acide homononactique (Crevelin et al., 2014). L'activité 

antibactérienne est due à leur propriété ionophore. 

S. coeruleorubidus, largement, décrite par la littérature comme une productrice de 

l’antibiotique pacidamycine (Karwowski et al., 1989) et feudomycine (Toshikazu et al., 

1981). Cependant, la dinactine n’a jamais été signalé chez cette espéce. Jiao et al. (2015) ont 

étudié l’influence de la composition de milieu de culture sur la production de la dinactine par 

une souche de Streptomyces. L’addition soit du succinate, du malonate ou bien du citrate dans 

le milieu de fermentation a augmenté la production de cet antibiotique. 
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Chapitre 4 : Étude de la cytotoxicité des deux composés purs : la nigéricine (M4) et la 

grisorixine méthyle ester (M6) produits majeurs de la souche S. youssoufiensis 

SF10. 

La contribution des produits naturels aux industries pharmaceutiques n’est plus à 

démontrer et beaucoup de produits sont utilisés à des fins thérapeutiques comme les 

antibiotiques. Récemment, les produits naturels dotés d’une bioactivité élevée ont été 

introduits dans la chimiothérapie anticancéreuse.  

En effet, des progrès considérables ont été effectués durant les trente dernières années 

pour permettre de guérir les personnes atteintes d’un cancer. Néanmoins, certains types de 

tumeur, comme le glioblastome multiforme (GBM) garde un pronostic particulièrement 

sombre (Stupp et al., 2005). Il s’agit d’une tumeur cérébrale la plus fréquente et de degré de 

malignité le plus élevé. 

Le cerveau est constitué de deux types cellulaires principaux : les neurones et les 

cellules gliales qui leur servent de soutien. Le plus souvent, les tumeurs cérébrales se 

développent à partir des cellules gliales : les gliomes. Parmi ces derniers, les astrocytomes se 

forment à partir des cellules astrocytaires et constituent un type de tumeur spécialement 

agressif et résistant à toute forme de thérapeutique. Ces tumeurs touchent, particulièrement, 

les sujets adultes. 

De nouvelles stratégies thérapeutiques doivent donc être développées dans le but de 

traiter ce type du cancer. Dans cette optique, nous avons étudié l’effet de la nouvelle molécule 

grisorixine méthyle ester en comparaison avec de la nigéricine sur la prolifération de deux 

lignée de cellules souches de glioblastomes. Cette partie du travail a été réalisée au niveau du 

Centre for Integrative Biology, (CIBIO) Université Trento, Italie. 

 

Matériel et méthodes 

1. Culture cellulaire  

1.1. Neurosphères en suspension 

Deux types de lignées de cellules souches de gliome (CSGs) (Comi Brighnty et Vipi), 

provenant de patients humains, nous ont été fournies par le laboratoire Antonio Daga 

(Azienda Ospedaliera Universitaria San Martino di Genova (Genova, Italie). 
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Les cellules sont dissociées mécaniquement et misent en culture sur le milieu 

Dulbecco's Modified Eagle Medium : Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12) (TermoFisher) ; 

neurobasal (1:1, pH 7,4), enrichi avec du B27 (100X) , en présence de 2mmol/l Glutamax1 ; 

100 U/ml pénicilline G (Sigma) ; 20ng/ml EGF (R&D 236-EG) ; 10ng/ml FGF2 (R&D 236-

EG) et 2µg/ml héparine (Sigma). Ce milieu est nécessaire pour le maintien des propriétés des 

cellules-souches. Après 6 jours de culture en incubateur (37 °C et 5% CO2), seule une infime 

partie des cellules va proliférer pour former des clones de cellules indifférenciées flottant dans 

le milieu : les neurosphères. 

 

1.2. Entretien des cultures secondaires de neurosphères 

Les neurosphères, maintenues dans des flacons, sont récoltées par centrifugation (200g 

,10 mn), puis complètement dissociées dans du milieu de dissociation (Accutase solution, 

Sigma Aldrich, A6964) puis mécaniquement effilée à l’aide d’une pipette Pasteur.  

Les cellules dissociées sont cultivées dans 20 ml de milieu de culture. Nous obtenons, 

alors, des neurosphères secondaires. Cette opération est renouvelée tous les cinq à sept jours, 

ce qui permet d’amplifier la population de neurosphères à chaque passage.  

 

1.3. Cellules adhérentes 

Les neurosphères sont déposées dans des boites de Pétri couvertes de la laminine 

(Sigma, L2020, 1mg/ml) et incubées trois à quatre heures à 4 
0
C, pour assurer une adhésion 

adéquate des cellules au support. 

 

2. Test de cytotoxicité  in vitro  

Le test de cytotoxicité permet la recherche d’un effet toxique sur un type cellulaire par 

une méthode évaluant le paramètre de viabilité cellulaire. Son but est de déterminer la 

concentration inhibitrice à 50% (CI50) qui est la concentration qui inhibe de moitié la 

prolifération cellulaire globale. L'évaluation quantitative des cellules viables a été réalisée par 

la méthode d'exclusion au bleu de trypan. 

Les lignées cellulaires du cancer humain de glioblastome sont mises en culture dans 

des plaques 96 puits à raison de 4000 et 3500 cellules par puits, respectivement, pour COMI 

et pour VIPI et incubées durant 24 heures à 37 °C dans une atmosphère à 5% de CO2. 
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La première rangée de la plaque multipuits a été utilisée comme contrôle et de ce fait 

ne contenait que le milieu de culture. Lorsque la surface de recouvrement des autres rangées 

de la plaque atteint une confluence de 80 %, les cellules sont, ainsi, traitées par des 

concentrations croissantes de la nigéricine (M4) et de la grisorixine méthyle ester (M6) après 

leur dissolution en diméthyl sulfoxyde (DMSO). Les plaques sont remises en incubation 

pendant 48 heures à 37 
0
C avec 5% de CO2. 

Après la période d’incubation, une solution de Hoechst 33342 (Thermo Fisher 

Scientific) et d’iodure de propidium (PI, Sigma Aldrich) est ajoutée dans les 96 puits à une 

concentration de 1μg/ml. Les 96 puits sont, par la suite, incubés pendant 20min à une 

température ambiante à l’abri de la lumière. 

La lecture des résultats s’effectue à l’aide d’un système de type Operetta High Content 

Imaging System (Perkin  Elmer). Le nombre de cellules vivantes pour chaque traitement a été 

estimé en soustrayant les cellules positives au PI du nombre total de cellules comptées en 

utilisant Hoechst. Le pourcentage des cellules vivantes a été calculé par rapport au contrôle 

(100% de viabilité) et comparé à celui des cellules traitées par la témozolomide (Sigma, 

Aldrich), molécule indiquée pour le traitement des patients atteints de glioblastome 

multiforme, prise comme référence. 

Des courbes dose-réponse c'est-à-dire viabilité en fonction des concentrations des 

molécules bioactives sont réalisées pour chacune des molécules sur chaque type de la lignée 

cellulaire. Ces courbes nous ont permis de calculer les CI50 des molécules nigéricine, de la 

grisorixine méthyle ester et de la témozolomide prise comme référence. Ces analyses de 

viabilité ont été réalisées quatre fois, et ce pour chaque molécule. 

 

3. Analyse statistiques 

Les analyses statistiques et les représentations graphiques des données sont réalisées à 

l’aide du logiciel Graph Pad Prism.  

 

Résultats  

1. Test de cytotoxicité  

Les deux polyéthers ionophores (nigéricine et grisorixine méthyle ester) ont montré 

une toxicité beaucoup plus élevée par rapport à la référence, le médicament actuellement 
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utilisé dans le traitement de GBM (tableau 24). De plus, la grisorixine méthyle ester s'est 

révélée trois fois plus puissante que la nigéricine.  

Le traitement par la nigéricine et la grisorixine méthyle ester a entraîné une inhibition 

dose-dépendante de la croissance des deux types de cellules cancéreuses testées (figure 57). 

Les valeurs de CI50 de la nigéricine sont 14,4 µM (SD±3,24) et 12,6 µM (SD±2,30) pour 

COMI et VIPI respectivement (tableau 24). Alors que celles de la grisorixine méthyle ester 

sont de 3,1 µM (SD±0,92) et 3,85 μM (SD±0,78). Ces résultats indiquent clairement, que la 

grisorixine méthyl ester inhibe trois fois plus que la nigéricine, la prolifération des deux types 

de cellules souches du glioblastome, alors qu’elle est, environ, 90 fois plus efficace que le 

témozolomide utilisée dans le test comme contrôle positif. 

 

 

 

Figure 57: a. Des courbes dose-réponse des cellules de glioblatomes (COMI et VIPI) traitées 

par la nigéricine et grisorixine méthyle ester. b. Valeurs de CI50 de la nigéricine et de la 

grisorixine méthyles ester.   
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Tableau 24:inhibition in vitro des cellules de glioblastomes VIPI et COMI par la nigéricine et 

la grisorixine méthyle ester. 

Cytotoxicité CI50 (µM) 

 

Composés  COMI 

 

VIPI 

 

Nigéricine 14,40 ± 3,24 12,60 ±2,30 

Grisorixine méthyle ester 

 

3,05 ±0,92 

 

 

3,85±0,78 

 

 

Discussion 

Au cours des dernières décennies, les produits naturels ont joué un rôle, bien établi, en 

tant qu'agents chimiothérapeutiques anticancéreux, soit dans leur forme non modifiée 

(naturel) ou synthétiquement modifiés. Les actinobactéries représentent une source prolifique 

de divers métabolites bioactifs et nous ont fournis une partie des produits naturels les plus 

importants pour l'industrie pharmaceutique. 

Hegazy et al. (2016) ont montré l’efficacité de la nigéricine, polyéther ionophore, de 

perturber l'équilibre énergétique des cellules de gliome et de supprimer les phénotypes malins 

de cellules GBM dérivées de patients humains à la fois in vitro et in vivo. Sur la base de ce 

potentiel thérapeutique de la nigéricine, il a été intéressant d'évaluer l'activité cytotoxique de 

la nouvelle molécule grisorixine méthyle ester par rapport à celle de la nigéricine.   

Les deux molécules (la nigéricine et la grisorixine méthyle ester) ont entraîné une 

inhibition dose-dépendante de la croissance des cellules de glioblastomes. Au vu, des valeurs, 

les deux composés présentent une toxicité très élevée. Ces résultats, notamment pour la 

nigéricine, sont comparables à ceux obtenus, récemment, par Deng et al. (2013) et Hegazy et 

al. (2016). Par ailleurs, Yakisich et al. (2017) ont mis en évidence l’inhibition de la 

prolifération des cellules cancéreuses résistantes. 

De nombreux polyéthers ionophores sont dotés d’un important potentiel thérapeutique 

du cancer. À, titre d’exemple nous citons la salinomycine dont l’effet antinéoplasique 

(blocage de la prolifération du néoplasme) a été démontré par Manago et al. (2015). 
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La grisorixine méthyle ester s’est montrée plus toxique que la nigéricine. Cette forte 

activité sur les cellules cancéreuses peut être attribuée à sa lipophilie élevée, ce qui facilite 

son passage à travers la membrane cellulaire. 

Le cerveau est un organe extrêmement dynamique qui nécessite une grande protection. 

Celle-ci est assurée, naturellement, par la présence de la barrière hémato-encéphalique (BHE). 

En effet, le problème majeur du GBM est sa résistance aux traitements à cause des propriétés 

étanches de la BHE qui rend difficile l’apport des molécules thérapeutiques à la cible. Par 

conséquent, un traitement efficace du GBM nécessite le ciblage du compartiment des cellules 

souches cancéreuses par des molécules capables de franchir la barrière hémato-encéphalique. 

Ceci, se traduit par le calcul du paramètre de la superficie de la surface polaire (PSA : Polar 

surface area) qui est l'un des paramètres les plus importants utilisés pour caractériser les 

propriétés du transport des médicaments exprimé en Angstrom (Å
2
, unité de mesure les 

distances atomiques). La superficie de la surface polaire est définie comme la somme des 

surfaces des atomes polaires (habituellement, l‘oxygène, l‘azote, le soufre, le chlore et 

l‘hydrogène) dans une molécule. En donnant ainsi une très bonne corrélation avec la 

pénétration à travers la BHE (Dréan et al., 2016). La prédiction de données in silico réalisée 

par le logiciel MarvinSketch a fourni les valeurs de 145, 20 Å
2
 pour la nigéricine, 131,37 Å

2
 

pour son méthyle ester et 111,14 Å
2
 pour la grisorixine méthyle ester. La valeur obtenue pour 

la grisorixine méthyle ester est plus proche de la valeur de 105,94 Å
2
 obtenue pour le 

témozolomide, qui est connu par sa capacité de franchir la barrière hémato-encéphalique. 

À l’instar des travaux de Huczynski, (2012), ces résultats préliminaires présentés ici, 

confirment également, l'utilisation potentielle des polyéthers comme médicaments 

anticancéreux suggérant que même de petites modifications structurelles pourraient améliorer 

leur puissance et leur capacité de pénétrer la BHE. L'activité antiproliférative de la grisorixine 

méthyle ester sur les cellules souches du glioblastome représente un point de départ 

prometteur pour une étude plus poussée de la relation structure-activité (SAR : structure 

activity relationship), visant au développement de nouveaux médicaments pour le traitement 

du cancer de glioblastome multiforme. 
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Les actinobactéries avec leur diversité et leur arsenal métabolique occupent une place 

prépondérante en biotechnologie. Elles sont responsables de la production d'environ la moitié 

des métabolites secondaires bioactifs, notamment les antibiotiques, les agents antitumoraux, 

les agents immunosuppresseurs et les enzymes. Pour cette raison, les travaux de recherche de 

l’équipe du Laboratoire de Génie microbiologique et Applications (université des Frères 

Mentouri Constantine 1)  sont axés sur l’exploration de différents biotopes en vue de 

l'isolement, d’espèces d’actinobactéries productrices, éventuellement, de nouvelles molécules 

bioactives principalement les antibiotiques. Dans le présent travail de thèse, nous nous 

sommes intéressés à l’investigation de sols de zones semi-arides algériens afin d’isoler des 

espèces d’actinobactéries, de mettre en évidence leurs activités antimicrobiennes et de 

caractériser structuralement leurs molécules bioactives. 

Cette étude est entamée par les méthodes classiques d’isolement et de criblage de 

souches, d’actinobactéries productrices de molécules bioactives, à partir d’un sol 

rhizosphérique et non rhizosphérqiue de la région de khenckhela et un sol de Sebkha de la 

région d’Oum El Bouahgi. L’isolement a donné une collection de 99 isolats dont la majorité a 

été obtenue à partir de l’échantillon du sol rhizosphérique de pins d’Alep (conservation des 

forêts, Khenchela).  

Le criblage a abouti à la sélection de trois isolats représentatifs SF10, SFKH4 et 

SFKH10, donnant les meilleures inhibitions de croissance des souches-tests. Cette inhibition a 

été vérifiée contre des bactéries d’importance clinique (S. aureus ATCC 25923; S. aureus 

résistante à la méthicilline MRSA ATCC 43300; B. subtilis ATCC 6633; E. coli ATCC 

25922; K. pneumoniae ATCC 70603) et des souches fongiques phytopathogènes (Fusarium 

oxysporum et Aspergillus niger). En effet, de nombreux isolats se sont avérés actifs, ce qui a 

rendu la sélection beaucoup plus difficile. L’isolat SF10 a inhibé la croissance des bactéries à 

Gram positif, et a présenté, également, la meilleure inhibition vis-à-vis les souches fongiques 

testées. L’isolat SFKH10 a inhibé, seulement, la croissance des bactéries à Gram positif. En 

revanche, l’isolat SFKH4 est le seul qui exerce un effet inhibiteur sur la croissance des 

bactéries Gram négatif à savoir E. coli et K. pneumoniae. Par ailleurs, le pourcentage le plus 

élevé d’isolats actifs est celui des isolats provenant de la rhizosphère de pins d’Alep. 

Les trois isolats performants sélectionnés ont fait l’objet d’une étude taxonomique 

polyphasique (morphologie, physiologie, chimiotaxonomie et séquençage de l’ADN 

ribosomique 16S) ce qui a permis d’affilier les isolats SF10, SFKH4 et SFKH10, 
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respectivement, aux espèces Streptomyces youssoufiensis (99,8%), Streptomyces spororaveus 

(99%) et Streptomyces coeruleorubidus (99%)  

Les antibiotiques produits par les souches S. youssoufiensis SF10, S. spororaveus 

SFKH4 et S. coeruleorubidus SFKH10 ont été bien extraits par l’acétate d’éthyle, ce qui s’est 

traduit par d’importantes zones d’inhibition. Les analyses par RMN proton, UV-Visible et 

LC/MS de certaines fractions actives, provenant des extraits d’acétate d’éthyle, révèlent leurs 

richesses en molécules antibactérienne et/ou antifongiques notamment pour la souche S. 

youssoufiensis SF10 et S. coeruleorubidus SFKH10. Ces deux espèces produisent une large 

gamme de biomolécules complexes comprenant, probablement, de nouvelles molécules. 

L’analyse par différentes techniques chromatographiques (CP, FC et HPLC) des 

molécules produites, sur une culture solide de la souche S. youssoufiensis SF10, a révélé la 

présence de sept molécules bien distinctes. L’utilisation de la RMN et de la spectrométrie de 

masse a permis de caractériser chimiquement quatre molécules (M3, M4, M5 et M6). Ces 

molécules ont, toutes, montré une activité antibactérienne. L’identification a révélé que les 

quatre molécules appartiennent, respectivement, à l’aberixine, à la nigéricine, à l’épinigéricine 

et à la nouvelle molécule grisorixine méthyle ester. Ces composés font partie de la famille 

des polyéthers sécrétés, particulièrement, par des espèces du genre Streptomyces. À notre 

connaissance, la caractérisation chimique de ces quatre biomolécules est la première 

effectuée depuis l’isolement et l’identification de la souche S. youssoufiensis par Hamdi 

et al., en 2011. 

Pour la souche S. coeruleorubidus SFKH10 nous avons réussi à extraire qu’une seule 

molécule ; la dinactine. Ce composé a montré une activité très puissante contre les bactéries 

pathogènes testées. La dinactine est connue pour être sécrétée par des espèces du genre 

Streptomyces, notamment S. griseus. 

Une étude partielle des fractions actives, produites par la souche S. spororaveus 

SFKH4 réalisée par LC/MS et RMN, a révélé la présence des molécules de haut poids 

moléculaire et qui peuvent être de la même famille. 

Nous avons poursuivi notre étude sur les molécules produites par la souche S. 

youssoufiensis SF10. La présence de la forme épimère de la nigéricine, nous a incités à faire 

une analyse computationnelle par la DFT. Ce type de calcul permet de comparer la stabilité 
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relative de différentes formes épimériques. Cette étude nous a montré que le métabolite 

épimérique au niveau C28, épinigéricine, s’est avérée être légèrement plus stable par rapport à 

la nigéricine. Par contre, pour la série de grisorixine-like, la configuration de la grisorixine au 

niveau du cycle F, a donné la plus stable molécule par rapport aux épiméres étudiés. Ces 

considérations sont d’un intérêt général car elles peuvent, même, être appliquées à une large 

gamme de polyéthers naturels polycycliques. Etant donné que la moitié structurale du cycle F 

considérée pour la nigéricine est présente dans certains polyéthers et pareillement pour la 

grisorixine. 

L’activité antitumorale de deux composés isolés de la souche S. youssoufiensis SF10 a 

été mise en évidence. Ce test a été réalisé contre deux cellules de glioblastome (COMI et 

VIPI) en comparant avec le témozolomide, molécule prise comme contrôle. Le traitement par 

la nigéricine et la grisorixine méthyle ester, a entraîné une inhibition dose-dépendante de la 

croissance des cellules tumorales testées. La grisorixine méthyle ester a inhibé, au moins, trois 

fois la prolifération des cellules souches du glioblastome par rapport à la nigéricine, en plus 

d'être au moins 90 fois plus efficace comparée à la molécule contrôle (témozolomide).  

En conclusion, l’écosystème semi-aride représente un réservoir de souches 

d’actinobactéries très actives avec un potentiel de production important de biomolécules. 

Nous voulons comme preuve, l’isolement de la souche S. youssoufiensis SF10 dont les 

métabolites antibactériens ont été identifiés pour la première fois par la méthode de 

bioguidée. Cette souche présente des capacités prometteuses pour les applications 

biotechnologiques, notamment dans le domaine médical (antibiothérapie et chimiothérapie). 

Au terme de ce travail de thèse, plusieurs perspectives pourraient être envisagées et qui 

peuvent être résumées comme suit : 

- la forte activité anticancéreuse développée par la nouvelle molécule grisorixine méthyle 

ester représente un point de départ pour le développement de nouveau médicament pour le 

traitement du cancer. En effet, une étude plus poussée de la relation structure-activité (SAR : 

structure activity relationship), visant au développement de nouveaux candidats pour le 

traitement du glioblastome multiforme, est à explorer ; 

-l’optimisation de la production des antibiotiques produits par la souche S. youssoufiensis 

SF10 (effets des sources carbonées et azotées, éléments minéraux, pH, etc.) ; 
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- la détermination, de la structure chimique des biomolécules présentes dans les autres 

fractions actives de la souche S. coeruleorubidus SFKH10 ; 

- la poursuite des études sur la souche S. spororaveus SFKH4 en purifiant ses antibiotiques et, 

en déterminant leurs structures chimiques. 
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Annexe 1 : Composition des milieux de cultures utilisés 

1. Milieu Olson 2. Milieu YMEA + CaCO3 

 

Sodium casein 

L aspragine 

Sodium propionate 

K2HPO4 

FeSO4 

agar 

Eau distillée 

pH=7,2 

2g 

0,1g 

4g 

0,5g 

0,01g 

10g 

1000g 

 

 

Extrait de levure        

Extrait de malt  

Glucose  

 CaCO3  

Agar 

 Eau distillée  

 pH = 7,3   

  

 

4g 

10g 

4g 

1g 

20g 

1000ml 

 

3. Milieu ISP1 4. Milieu ISP2 (YMEA) 

 

Tryptone 

Extrait de levure  

Eau distilleé 

 

PH = 7,3 

5g 

3g 

                     1000ml 

 

 

 

Extrait de levure  

Extrait de malt 

Glucose  

Agar 

Eau distillée 

PH = 7,3 

 

 

4g 

10g 

4g 

20g 

1000ml 

 

 

 

 

5. Milieu ISP 5 6. Milieu ISP6 

 

Asparagine  

Glycérol 

K2HPO4 

Solution 

d’oligoéléments ** 

Agar 

Eau distillée 

 

1g 

10g 

1g 

1g 

1g 

20g 

1000ml 

 

 

 

 

Péptone  

Protéose peptone 

Citrate de fer 

ammoniacal 

Phosphate dipotassique 

Sodium thiosulfate 

Extrait de levures 

Agar 

Eau distillée 

PH=7,2 

 

15g 

5g 

0,5g 

1g 

0,08g 

1g 

15 

1000ml 

 

 

 

 

 

7. Milieu ISP7 8. Milieu ISP9 

 
Glycérol 

L- tyrosine 

L-asparagine 

K2HPO4 

MgSO4 7H2O 

NaCl 

FeSO4 7H2O 

Eau distillée 

PH=7,4 

 

15g 

0 ,5g 

1g 

0,5g 

0,5g 

0,01 

20g 

1000ml 

 

 

(NH4)2 SO4 

KH2 HPO4 

K2HPO4 

MgSO4 7 H2O 

Solution d’oligoéléments  

Agar 

Eau distillée 

PH=7,4 

 

2, 64g 

2,38g 

5,65g 

1g 

1g 

15g 

1000ml 
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9. Milieu Mueller Hinton 10. Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) 

 

Extrait de viande 

Hydrolysat acide de caséine 

Amidon 

Agar 

Eau distillée 

PH=7,4 

 

2g 

17,5g 

1,5g 

10g 

1000ml 

 

 

 

Glucose 

Pomme de terre 

Agar 

Eau distillée 

PH=6,5 

 

 

     20g 

200g 

15g 

1000ml 

 

 

 
11. Milieu Bennett  

 

12. Milieu Bennett (modifié) 

D-Glucose anhydre 

Casaminoacide 

Extrait de levure 

Extrait de viande 

Agar 

Eau distillée 

PH=7,4 

 

 

10g 

2g 

1g 

1g 

15g 

1000ml 

 

 

 

Glycérol 

Extrait de levure 

NZ amine (Casein digest) 

Extrait de viande 

Agar 

Eau distillée 

 

PH=7,3  

 

10g 

1g 

2g 

1g 

20g 

1000ml 

 

 

 

 
13. Milieu SCA (Starch casein Agar) 14. Milieu Gausse modifié  

 

Amidon 

KNO3 

K2HPO4 

NaCl 

Caséin 

MgSO4 7H2O 

CaCO3 

FeSO4 7 H2O 

Agar 

Eau distillée 

pH =7.5 

 

 

10g 

2g 

2g 

2g 

0,3g 

0,05 

0,02 

0,01 

20 

1000ml 

 

 

 

Amidon 

K2HPO4 

MgSO4 7H2O 

KNO3 

Agar 

Eau distillée 

PH=7,4 

 

 

20g 

0,5g 

0,5g 

1g 

20g 

1000ml 

 
15. Milieu CCA (Colloidal Chitin Agar) 

 

16. Milieu SMK((krasilnikov’s synthetic 

agar) 

Chitine 

KH2PO4 

K2HPO4 

MgSO4 7H2O 

MnCl2 

FeSO4 7 H2O 

ZnSO4 

Agar 

Eau distillée 

PH=7,3 

 

 

20g 

0,3g 

0,7g 

0,5g 

0,001g 

0,01g 

0,01g 

20g 

1000ml 

 

K2HPO4  

MgSO4  

 NaCl  

KNO3  

FeSO4  

CaCO3  

Glucose   

Agar 

Eau distillée 

PH=7,3 

3g 

0,3g 

0,2g 

1g 

0,01g 

0,5g 

20g 

20g 

1000ml 
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19. CMC (Carboxy méthyl Cellulose) 

 Extrait de levure  

 Glycérol  

CMC(Carboxy Méthyl Cellulose)  

Agar 

pH:7,3 

(Ajouter  le CMC  progressivement sous  agitation 

et à une température d’environ 60°C)   

0,2g 

2ml 

10g 

20g 

 

17. Milieu Pectin agar 18. Milieu Sierra 

 

Pectine  

Extrait de 

levure  

Eau distillée 

Agar 

pH=7 

5g 

5g 

 

1000g 

20g 

 

Tryptone 

 Extrait de levure  

Glucose 

Tween 

CaCl2   

Agar 

 Eau distillée  

 pH = 7 

  

 

3g 

5g 

 

5g 

1% 

0,01%g 

20g 

1000ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Annexe 2 : Les solutions 

1. Solution d'oligo-éléments** 2. Solution d'oligo-éléments*** 

 

FeSO4 7 H2O              

MnCl2 4 H2O  

ZnSO4 7 H2O 

 Eau distillée 

 

0,1g 

0,1g 

0,1g 

100ml 

 

FeSO4 7 H2O             

MnCl2 4 H2O 

 ZnSO4 7 H2O 

 CuSO4 5H2O 

 Eau distillée 

0,11g 

0,79g 

0,15g 

0,64g 

100ml 

 

3. Solution d’avoine 4. Solution iodine 

Grains d’avoine pilés  

Eau distillée 

  

20g 

1000ml 

KI  

 I2 

 Eau distillée 

2g 

1g 

300ml 

Faire bouillir pendant 20mn  Filtrer sur gaze et 

réajuster le volume à 1000ml  

  

 

 

5. Solution de Mac Farland 

Solution de BaCl2. 2H2O, 1% 

Solution de H2SO4, 1 % 

0,6ml 

99,4ml 
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Annexe 3 : les spectres RMN 

 

 

 

Figure 01: spectre RMN 
1
H (CDCl3) de la molécule M4 produit par la souche S. 

youssoufiensis SF10. 

 

 

 Figure 02 : spectre de corrélations 
1
H-

13
C (HMBC) de la molécule M4. 
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Figure 03: spectre de corrélations 
1
H-

13
C (HSQC) (a) et 

1
H-

13
C (HMBC) (b) de la molécule 

M6. 
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Identification polyphasique des souches d’actinobactéries isolées d’échantillons de sols 

semi-arides. Caractérisation structurale des antibiotiques produits 

Résumé 

Les actinobactéries sont des bactéries filamenteuses, habitant principalement le sol. Elles sont 

connues par la production d’une grande diversité de molécules bioactives, notamment les 

antibiotiques. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail de recherche. Pour cela, 99 isolats 

d’actinobactéries, ont été obtenus à partir d’échantillons de sols, semi-arides algériens, peu exploités ; 

sol rhizosphérique (Pin d’alep Wilaya de khenchela), sol montagneux (Djebel Chélia, Wilaya de 

Khenchela) et sol de Sebkha (Wilaya d’Oum Elbouaghi). Le criblage préliminaire basé sur l’activité 

antimicrobienne, a permis la sélection de trois isolats très perfomants ; SF10, SFKH4 et SFKH10. 

L’étude phénotypique et chimiotaxonomique, des trois isolats, a permis de les affilier au genre 

Streptomyces. L’analyse phylogénétique a permis d’attribuer les isolats SF10, SFKH4 et SFKH10, 

respectivement, aux espèces Streptomyce youssoufiensis, Streptomyces spororaveus et 

Streptomyces coeruleorubidus avec des pourcentages de similarité de 99,8%, 99% et 99%, 

respectivement. 
 

 L’activité antimicrobienne a été réalisée contre plusieurs microorganismes-tests, en utilisant 

les extraits de molécules produites par les trois souches après culture en milieux solides et extraction 

par l’acétate d’éthyle. La structure des molécules actives, purifiées par différentes méthodes 

chromatographiques, a été réalisée en couplant plusieurs techniques de spectrométrie de masse et de 

résonance magnétique nucléaire  (RMN 
1
H, RMN 

13
C, MS, MS tandem, IR et UV–Visible).  La 

souche S. youssoufiensis SF10, a produit plusieurs molécules appartenant à la famille des polyéthers 

ionophores ; aberixine, nigéricine, épinigéricine et la nouvelle molécule grisorixine méthyl ester. Par 

ailleurs, une seule molécule, appartenant à la famille des macrotetrolides (la dinactine), a été obtenue 

de la souche S. coeruleorubidus SFKH10. De plus, l’étude préliminaire des molécules sécrétées par la 

souche Streptomyces spororaveus SFKH4 a montré sa richesse en composés très complexes de haut 

poids moléculaire. 

 

Afin d’obtenir la stabilité relative des épimères (nigéricin/epinigéricin et 

grisorixin/epigrisorixin),  des calculs de DFT (Density Functional Theory) ont été effectués. Les 

résultats sont d’un intérêt général car elles peuvent être appliquées à une large gamme de polyéthers 

naturels polycycliques 

D’autre part, l’étude de la cytotoxicité des molécules purifiées et identifiées a révélé que la 

nigéricine et la grisorixine méthyl ester ont affecté négativement la prolifération des cellules souches 

du glioblastome humain de manière dose-dépendante, avec une activité plus élevée pour la grisorixine 

méthyl ester dont les valeurs CI50 de 3,85 et 3,05 μM pour les cellules souches du glioblastome VIPI 

et COMI, respectivement. 

En conclusion, la présente étude a permis de révéler le potentiel des écosystèmes semi-arides 

algériens comme étant des réservoirs importants de souches d’actinobactéries productrices de 

molécules bioactives, notamment la souche S. youssoufiensis SF10 dont les métabolites ont été 

caractérisés pour la première fois, par la méthode de bioguidé. La fore cytotoxicité de la nouvelle 

molécule grisorixine méthyle ester représente un point de départ pour le développement de nouveau 

traitement contre le  gliobastome multiforme. 

Mots clés : Actinobactéries, Streptomyces, sols semi-arides, antibiotiques, polyéthers ionophores, 

cytotoxicité.  


