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Introduction générale

Les métabolites primaires et secondaires produits par différents organismes vivants,
comprenant les plantes, les animaux et les bactéries, représentent une source précieuse de
produits naturels qui sont caractérisés par leur diversité chimique et leurs activités biologiques
variées, offrent un large éventail de propriétés benéfiques, telles que des propriétés
antimicrobiennes, anti-inflammatoires et antioxydantes (Hartmann, 1996 ; Takamatsu et al.,
2003 ; Demain et Sanchez, 2009 ; Pham et al., 2019). Les activités antioxydantes, en
particulier, ont suscité un intérét considérable dans la recherche, conduisant a I'exploration

continue de nouvelles substances aux propriétés similaires (Jaganjac et al., 2021).

L'étude des antioxydants et de leur r6le dans divers domaines, passant de I'ingénierie
alimentaire a la medecine et a la pharmacie, suscite un intérét croissant (Singh et al., 2017).
L’évolution des connaissances sur le role des antioxydants dans divers domaines s'aligne avec
une prise de conscience croissante des conséquences du stress oxydatif, qui découle d'un
désequilibre entre la production d'especes reéactives d'oxygene/azote (ERO/ERN) et les
mécanismes de défense antioxydants cellulaires (Waterman et al., 2002 ; Valko et al., 2007 ;
Carocho et Ferreira, 2013). Les antioxydants, dérivés d'une multitude d’organismes dont les
microorganismes, jouent un role essentiel dans le maintien de 1’équilibre des ERO et ERN, et
protégent ainsi contre les effets néfastes du stress oxydatif (Kuzmanovski et al., 2015) comme
les dommages causes aux protéines, a 'ADN et aux lipides, ce qui peut entrainer une altération
de la fonction cellulaire, des maladies chroniques comme les maladies cardiovasculaires,
notamment I'hypertension et le diabéte, et aussi peuvent provoquer une accélération du
vieillissement (Hink et al., 2000 ; Valko et al., 2006 ; Kibel et al., 2020).

Parmi les microorganismes, les bactéries se distinguent comme des productrices
majeures d'enzymes antioxydantes importantes telles que les superoxydes dismutases et les
catalases, ainsi que de substances antioxydantes telles que les caroténoides, les polyphénols, et
les peptides bioactifs (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018 ; Vladkova et al., 2022). Cette
capacité a synthétiser ces composés antioxydants, fait des bactéries des acteurs clés dans la

fourniture d'antioxydants naturels (Lertcanawanichakul et al., 2015).

Pour cela, lI'objectif de notre étude est de rechercher des propriétés antioxydantes chez
des bactéries isolées a partir de différents sols : un sol vierge, un sol d'une zone
rhizosphérique, un sol situé a 1 metre d'une zone rhizosphérique et un sol d’une zone

rhizosphérique d'un sol salin.
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Depuis I’antiquité, et tout au long de I’histoire humaine, divers matériaux de la
Nature ont été utilisés par ’homme pour guérir ses maladies et améliorer sa santé (Alves

et Alves, 2011).

La nature a toujours été considérée comme une source riche et diversifiée de
composés biologiquement actifs, dotés de propriétés biologiques comme par exemple les
propriétés antimicrobiennes (Newman et Cragg, 2020), antiparasitaires, antioxydantes
(Wink, 2015 ; Grkovic et al., 2020), antidiabétiques, anticancéreuses (Radha et
Laxmipriya, 2015) et anti- inflammatoires (Ekiert et Szopa, 2022). Ces propriétés ont un
grand potentiel permettant de répondre aux besoins de I’homme dans les différents
secteurs tels que le secteur de 1’agroalimentaire (Al Fadhly et al., 2022), le secteur
pharmaceutique et thérapeutique (Siddiqui et al., 2014) et le secteur cosmétique (Aburjali
et Natsheh, 2003).

Par exemple, dans le secteur alimentaire, les propriétés antioxydantes montrent
une efficacité dans la prolongation de la durée de conservation des aliments (Rivas-
Garcia et al., 2022). Dans le secteur pharmaceutique et thérapeutique, les composeés anti-
inflammatoires peuvent étre utilisés comme médicaments (Rohith et Halami, 2021), les
agents antimicrobiens ont également des applications vétérinaires lors de la production
animaliere (Rosengren et al., 2010), et peuvent étre utilisées pour le traitement de

certaines maladies infectieuses (Rios et Recio, 2005).

Aussi dans le secteur cosmétique, les composés antioxydants possédent une
efficacité antirides accrue et une efficacité blanchissante (Lee et al., 2012). De plus des
composes antiinflammatoires peuvent étre utilisés comme ingrédients cosmétiques

bioferments, favorisant la cicatrisation (Sivamaruthi et al., 2018).

Ces propriétés biologiques peuvent provenir de plusieurs organismes vivants,
notamment de plantes, de microorganismes, d’organismes marins, de vertébrés et
invertébrés terrestres (Newman, 2000). Les propriétés biologiques peuvent étre
récupérées directement a partir des organismes vivants ou bien a partir de leurs dérivés
comme par exemple les huiles essentielles (Aboughe et al., 2015) ou le miel (Larsen et
Ahmed, 2022) et peuvent étre issues des métabolites primaires ou secondaires (Elshafie
et al., 2023).

Vu leur importance, plusieurs études ont été lancées par différents laboratoires,
pour rechercher et caractériser des propriétés biologiques chez différents organismes

vivants. Parmi les propriétés biologiques connues et étudiées, on peut citer:
2
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1. Les propriétés antimicrobiennes

Les maladies causées par les infections microbiennes, ont été un obstacle majeur
au progres et a la survie de I'humanité et ceci pendant des siecles. Ces infections
microbiennes, sont toujours I'une des principales causes de decés dans le monde (Morens
et al., 2004).

Les maladies infectieuses sont généralement provoquées par des
microorganismes, tels que les bactéries, les virus et les parasites. La dangerosité de ces
derniers, dépend du type et du degré de dommages causés lors de leur entrée dans I'h6te
(Cabanis, 2007 ; Schlechte et al., 2023). Ces infections peuvent étre causées par
différents types microbiens, par exemple, les infections virales comme celle causée par le
coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS-CoV-2) (Sulaiman et al.,
2021), les infections bactériennes celles causées par la bactérie Clostridium difficile, elle
peut inclure des graves maladies comme la colite pseudomembraneuse (Bartlett et
Gerding, 2008 ; Goldberg et al., 2014) et les infections fongiques comme celles causées
par Aspergillus fumigatus, elle peut impliquer des infections invasives comme

I'aspergillose (Hakkouni et Mansouri, 2018 ; von Lilienfeld-Toal et al., 2019).

Les maladies infectieuses demeurent 1’une des principales causes de mortalité,
par exemple, juste en Afrique subsaharienne, qui est la région du monde la plus affectée
par ces maladies et regroupe a elle seule plus de 90 % des maladies infectieuses et
compte 4 millions de décés par an causés par le sida, le paludisme et la tuberculose
(Pichard, 2002).

Le monde scientifique découvre de nombreux agents antimicrobiens qui ont
provoqué un changement radical dans le traitement des maladies infectieuses (Saga et
Yamaguchi, 2009).

Le terme antimicrobien représente tous les éléments naturels, semi-synthétiques
ou synthétiques capables de ralentir ou de bloquer la croissance et la reproduction des
microorganismes, voire méme les tuer (Zhou et al., 2015). Les mécanismes d'action les
plus courants, des agents microbiens, sont d'altérer le métabolisme microbien et les
processus physiologiques, surtout la traduction, la réplication de I'ADN et la biosynthese

de la paroi cellulaire (Lima et al., 2013 ; Elufisan et al., 2012).
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Les agents antimicrobiens peuvent provenir de plantes telles que des herbes, des
épices et de leurs composés (Cueva et al., 2010 ; Tajkarimi et al., 2010 ; Negi, 2012),
d'animaux comme par exemple les venins (Samy et al., 2017), de microorganismes
comme les antibiotiques et les bactériocines (Gyawali et Ibrahim, 2014). De plus, ils
peuvent s'incorporer dans une variété de produits tels que les produits biomédicaux
(Amariei et al., 2018), les emballages actifs (Rodriguez-Sanchez et al., 2021) et les
conservateurs (Aziz et Karboune, 2018).

Les agents antimicrobiens peuvent agir de deux facons différentes, soit comme
des biocides qui vont détruire et contrdler les infections et la contamination microbienne,
ces agents vont permettre d’éviter la propagation d’un multitude de maladies (Wallet,
2020 ; Jones et Joshi, 2021), soit comme des biostatiques qui vont inhiber la croissance

ou la multiplication des micro-organismes (Pers$in et al., 2014).

Les agents antimicrobiens peuvent posséder des propriétés antibactériennes,
antivirales, antifongiques (Jilo, 2016) et antiparasitaires (Bengone-Ndong et Alvinerie,
2004). Parmi ces agents antimicrobiens, il y a les antibiotiques, qui sont les agents les
plus souvent utilisés pour le traitement des infections graves causées par des bactéries,
(Muylaert et Mainil, 2013). Cependant, un mauvais usage de ces molécules provoque

une résistance qui devient de plus en plus un probléeme mondial (King et al., 2018).

La résistance aux antimicrobiens représente un probleme majeur de santé a
I'échelle mondiale et est devenue l'une des principales causes de morbidité et de mortalité
(Guilhelmelli et al., 2013), ce qui pousse les scientifiques a rechercher de nouveaux
agents antimicrobiens non traditionnels afin de développer de nouveaux médicaments
efficaces contre les microorganismes pathogénes (Garcia et al., 2013), en vue de cela, les
peptides antimicrobiens (AMP) apparaissent comme des candidats prometteurs pour le
contr6le des maladies infectieuses (Harrison et al., 2014), en raison de la constitution
d'un mecanisme de defense immunitaire primitif présent dans la grande majorité des
organismes vivants (Teixeira et al., 2012) (Figure 1). Ces molécules possédent diverses
propriétés biologiques, allant de la neutralisation directe des agents pathogénes
envahisseurs tels que les bactéries, les champignons, les virus et les parasites
protozoaires, a la modulation de la réponse immunitaire de I'ndte (Narayana et Chen,
2015) (Figurel).
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Figure 1 : Résumé graphique de l'origine et les activités biologiques des

peptides antimicrobiens (Wang et wang, 2016).

Les agents antimicrobiens fonctionnent en ciblant spécifiqguement les fonctions
microbiennes vitales. Chaque agent antimicrobien agit de maniere différente pour
tuer/inhiber les microorganismes nuisibles (Abushaheen et al., 2020). Les mécanismes
d'action bien connus des agents antimicrobiens comprennent l'interférence avec la
synthése de la paroi cellulaire, I'inhibition de la synthese des protéines, l'interférence
avec la synthese des acides nucléiques, I'inhibition des voies métaboliques intermédiaires

et la perturbation de la membrane cytoplasmique (Tenover, 2006).
2. Les propriétés anti-inflammatoires

L’inflammation est un processus caractéris¢é par [’activation de cellules
immunitaires et non immunitaires qui protégent I’hote contre les bactéries, les virus, les
toxines et les infections en éliminant les agents pathogenes et en favorisant la réparation
et la récupération des tissus (Furman et al., 2019).

L’inflammation fait partie du mécanisme de défense de 1’organisme. C’est le
processus par lequel le systeme immunitaire identifie et élimine les agents nocifs et
étrangers et amorce ainsi le processus de guérison (pahwa et al., 2018).

Selon la durée de la maladie, I’inflammation peut étre divisée en deux
5
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catégories: I’inflammation aigué et I’inflammation chronique. L’inflammation aigué
est la réponse initiale a des stimuli nocifs et persiste pendant quelques jours ou semaines
(Zhao et al., 2021), elle peut se déclencher suite a des blessures, des infections et des
irritations et elle permet d’aider a restaurer I'noméostasie des tissus (Leitch et al., 2008).
La majorité des cellules inflammatoires infiltrantes sont des granulocytes (Savill et al.,
1989 ; Xu et al., 2003 ; Kumar et al., 2004). Si le stimulus pro-inflammatoire n'est pas
éliminé pendant le processus d'inflammation aigué, cela entrainera ’apparition d’une
inflammation chronique (Boyle et al., 2014 ; Feehan et Gilroy, 2019).

La persistance de facteurs inflammatoires et les lésions tissulaires sont les
facteurs clés de I’inflammation chronique (Boyle et al., 2014 ; Feehan et Gilroy, 2019)
qui est connue sous le nom d'inflammation a long terme qui persiste sur des périodes
prolongées allant de plusieurs mois a plusieurs années. Elle est induite par des infections
virales intracellulaires chroniques, telles que 1’infection a Mycobacterium tuberculosis
(Snell et Brooks, 2017), exposition a long terme a des substances non dégradables mais

potentiellement toxiques, comme la silicose (Pollard, 2016).

Par conséquent, la découverte d’une nouvelle génération d’agents
thérapeutiques a utiliser dans la résolution de I’inflammation est souhaitable. Le
traitement de l'inflammation implique certains mécanismes qui peuvent étre utilisés

comme cibles thérapeutiques (Liu et al., 2017).

De nos jours, de nombreux agents anti-inflammatoires sont utilisés pour
soulager les douleurs du quotidien, ainsi que pour traiter les symptdomes de nombreuses
maladies, comme l'arthrose et le psoriasis (Charlier et Michaux, 2003 ; Jahnavi et al.,
2019).

En général, les effets anti-inflammatoires des médicaments peuvent inclure
principalement, une action sur les récepteurs et les voies de signalisation, régulant la
réponse des tissus cibles aux médiateurs inflammatoires, inverser l'effet du milieu sur le

tissu cible, produire des médiateurs anti-inflammatoires..... etc (Medzhitov, 2010).

Il existe différentes catégories des agents anti-inflammatoires, dont les
principaux sont les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) et les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) (Barnes, 1998).
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Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ont un effet inhibiteur sur les
prostaglandines (PG) qui font partie d'une famille de lipides qui dérivent d'acides gras
polyinsaturés comme l'acide arachidonique ils sont souvent associés a I’inflammation
(Jara-Gutiérrez et Baladrén, 2021) et les protéines inflammatoires, telles que les
corticostéroides (Lima et Alvim, 2018) (Figure 2). De leur cété, les anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS) leur principal mécanisme d'action est l'inhibition de I’enzyme
cyclooxygénase (COX) qui est une enzyme clé du métabolisme de I'acide arachidonique
qui intervient dans la production des prostaglandines (Inotai et al., 2010 ; Golden et al.,
2018 ; Song et al., 2021). Les AINS inhiber la synthése des prostanoides primaires et
empéchant 1’acide arachidonique d’atteindre le site actif des (COX) (Blain et al., 2000)
(Figure 2).

La plupart des médicaments anti-inflammatoires utilisés en pratique clinique
sont de plus en plus remplacés en raison de leurs effets indésirables potentiels (Sharma et
al., 2020). Pour cela, plus récemment, la recherche et le développement de systémes
modeles et I'évaluation de I'efficacité de divers composés ont conduit a I'identification de
plusieurs composés anti-inflammatoires d'origine naturelle (Cheung et al., 2016 ; Tian et
al., 2018 ; Kapoor et al., 2019).

Phospholipides

Phospholipases

Paf-acether _l

Acide arachidonique
AINS Cortacoudes
Cyclo oxygénases 5-lipoxygénase
Prostaglandines Leucotriénes

Figure 2 : Voie d'action des anti-inflammatoires (Turpin et Weber, 2011).
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3. Les propriétés antioxydantes

L’oxygene est une molécule indispensable a la survie des organismes vivants,
cependant elle est susceptible d’entrainer des effets dommageables et causer de graves
dommages aux cellules des organismes via la formation de radicaux libres et des especes
actives de I’oxygéne (EAO). Cela se produit lorsque 1’oxygéne va suir une réduction
tétravalente au cours de la respiration cellulaire (Gardés-Albert et al., 2003 ; Haleng et

al., 2007 ; Weng, 2018), comme montré dans la réaction 1.

Réaction 1

+e” , +e (+2H%) +e” . _ +e (+HY)
0, — 0, ——— H,0, — OH(+ "OH) —— H,0

0, : Le dioxygéne 03 : I’anion superoxyde, H,O; : le peroxyde d’hydrogéne,
*OH : Le radical hydroxyle, H,O : la molécule d’eau.

Les especes actives de 1’oxygene (EAO) est un terme couramment mentionné en
biologie et en médecine, qui sont des molécules possédant des électrons non appariés
dans leur structure, ce qui leur donne une réactivité élevée capables de modifier et
d’endommager des molécules (Hajhashemi et al., 2010 ; Poprac et al., 2017 ; Ruan et al.,
2020). Les EAO comprennent plusieurs molécules comme par exemple I’anion
superoxyde (O;"), le peroxyde d’hydrogéne (H,O;), le radical hydroxyle (sOH),
'oxygeéne singulet (*O,), le radical peroxyle (ROO), le radical alcoxyle (RO,
I’hydroperoxyde lipidique (LOOH), le peroxynitrite (ONOO ), I’acide hypochloreux
(HOCI) et I’0zone (Os) (Li et al., 2016). A des concentrations faibles/modérées, les EAO
exercent des effets bénéfiques dans 1’organisme et fonctionnent comme d’importants
régulateurs physiologiques des voies de signalisation intracellulaires (Finkel, 2011 ;
Poprac et al., 2017).

Cependant, lorsqu’il y a un déséquilibre entre la production de EAO et la
capacité du systéeme de défense a les détoxifier et a les neutraliser activement, I'excés de
ces EAO conduit a I'apparition d'un stress oxydatif (Haj hashemi et al., 2010) (Figure 3),
qui aura comme conséquence l'augmentation de 1’oxydation des protéines, la
peroxydation des lipides, I’oxydation des acides nucléiques (Ravula et Yenugu, 2021).
Chez I’homme par exemple, les dommages oxydatifs causés par I'accumulation de EAO

contribuent au développement de diverses maladies, telles que le cancer, le diabete, les
8
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maladies cardiovasculaires, les troubles neurodégénératifs et plusieurs maladies oculaires
(Ruan et al., 2020).

Les cellules des organismes vivants sont équipées d'un systeme de défense
antioxydant complexe pour surveiller les niveaux de EAO et pour protéger les cellules

dans les conditions de stress oxydatif (Brieger et al., 2012).

Anti
(@) -._oxidants _- —
{1 fio
Anti
(b) oxidants
i, i ROS
e ———
A
Anti
\ ROS
(€) .. oxidants -~
Anti ROS

~ _oxidants

A

Figure 3: Relation entre les especes réactives de I'oxygene (ROS en anglais Reactive
Oxygen Species), les antioxydants et le stress oxydatif (Agarwal et al., 2005).

(@) : la condition d'homéostasie est maintenue par I'équilibre entre les antioxydants et les EAO ;
(b) : déséquilibre créé entre les antioxydants et EAO qui provoque le stress oxydatif ;
(€) : un équilibre est créé par ’augmentation des antioxydants (absence du stress oxydatif).

Pour faire face aux EAO, les différents organismes vivants vont produire des
molécules dotées d’activités antioxydantes. En 1995, les antioxydants ont été définis par
Halliwell et Gutteridge comme toute substance qui constitue un mécanisme de défense
du corps contre les dommages causés par les especes réactives de lI'oxygeéne, qui sont
géneralement produites par différentes activités physiologiques (Shebis et al., 2013 ;
Alamzeb et al., 2023).

Les antioxydants peuvent étre classés en plusieurs catégories differentes, les

9
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antioxydants synthétiques ou naturels, les antioxydants enzymatiques ou non-

enzymatiques, les antioxydants endogéne ou exogene (Mironczuk-Chodakowska et al.,

2018).

Les antioxydants synthétiques sont des molécules composées de différentes
structures chimiques créeées par des spécialistes (Pokorny, 2007) tels que le
butylhydroxytoluéne (BHT) (Rani et al., 2021) et les antioxydants naturel sont trouvés
dans les matieres végétales telles que les fruits, les légumes, les herbes et les épices
(Dimitrios, 2006 ; Bansal et al., 2013 ; Jiang et Xiong, 2016). Les chercheurs concentrent
désormais leurs efforts sur la recherche de sources naturelles présentant une activité
antioxydante suffisante (Rani et al., 2021 ; Alamzeb et al., 2023). Dans ces sources, on
trouve les antioxydants enzymatiques, comme par exemple les catalases, la glutathion
peroxydase (GPx) et la superoxyde dismutase (SOD) (Ighodaro et Akinloye, 2018) et les
antioxydants non-enzymatiques, tels que les vitamines, comme par exemple 1’acide
ascorbique (la vitamine C), les minéraux, les caroténoides et les flavonoides (Lobo et al.,
2010 ; Petrou et al., 2018 ; Goschorska et al., 2020).

02_+02_+2H+—>H202+02 Réaction 2
H,O, -2H,0+0, Réaction 3

Plusieurs études démontrent que les antioxydants jouent un réle crucial dans le
maintien de la santé humaine, dans la prévention et le traitement des maladies, en raison
de leur capacité a réduire le stress oxydatif (Shahidi et Zhong, 2008). Elles ont affirmé
aussi leurs implications dans divers domaines, de I'ingénierie alimentaire a la médecine
et a la pharmacie, ce qui présente un intérét majeur pour la communauté scientifique
(Munteanu et Apetrei, 2021). C’est pour cette raison, nous nous sommes intéressés, dans

notre étude, a la recherche de cette propriété.
4. Les sources des propriétés antioxydantes
4.1. Les propriéetés antioxydantes provenant des plantes

La recherche de nouveaux composés antioxydants est toujours d’actualité afin
de découvrir de nouveaux composés, et le régne végétal a été généreux en fournissant

une telle activité a des centaines de produits naturels divers (Stoner et al., 2004). Par
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exemple, les plantes médicinales, les legumes, les épices et les fruits ont été étudiées
pour leur potentiel en tant que sources d'antioxydants naturels (Brglez Mojzer et al.,
2016 ; Wang et al., 2018 ; Lourenco et al., 2019).

Les minéraux, les vitamines, les caroténoides, les anthocyanes, les phénols et les

fibres, entre autres, représentent quelques composées d’antioxydants naturels (Sikora et
al., 2008 ; Jiaet al., 2016 ; Bunaciu et al., 2016).

Les fruits sont largement recommandés par les diététiciens et les nutritionnistes
en raison de leur richesse en vitamines, minéraux et fibres alimentaires, ce qui détermine
leur valeur nutritionnelle en antioxydants, par exemple, les fruits a baies sont
particulierement riches en vitamine C, caroténoides et polyphénols, ce qui leur confére
une concentration élevée en antioxydants (Sikora et al., 2008 ; Jideani et al., 2021). Un
autre exemple typique des fruits riches en antioxydants est l'acérole, en raison de sa
richesse en composés phénoliques et en pigments caroténoides et surtout de sa grande
tenue en acide ascorbique (vitamine C), ces derniers composés qui le rendent un puissant
antioxydant et marquant un grand potentiel agro-industriel (Bourafai-Aziez et al., 2022).
Il existe d'autres fruits qui ont été identifiés avec des propriétés antioxydantes élevées
telles que la grenade, le raisin, 1'orange, la prune, entre autres (Rice-Evans et Miller,
1995; Halvorsen et al., 2002).

Diverses études sur les questions nutritionnelles ont révélé qu'une alimentation
riche en légumes est indispensable (Boeing et al., 2012), car les légumes constituent
d’importantes sources de nutriments, de fibres alimentaires et de composés
phytochimiques qui agissent comme un systeme de défense antioxydant (Duthie et al.,
2018), par exemple la patate douce et le navet sont des sources riches de vitamine E
(Hounsome et Hounsome, 2011), le brocoli aussi est une source importante en vitamine
C (Banel et Hu, 2009 ; Ayadi et al., 2022). Enfin d’autres études expérimentales ont
également montre que les isoflavones phytochimiques du soja presentent des propriétés
anticancerigénes en partie via leurs activités antioxydantes (Thyagarajan et Sahu, 2018).

Aussi, les herbes et les épices sont des cibles les plus importantes pour
rechercher des antioxydants naturels, leur richesse en une grande variété de composés
phénoliques permet de les utiliser comme compléments alimentaires qui possédent de
puissantes activités antioxydantes (Srinivasan, 2014). Par exemple, I'étude de Carlsen et

al. (2010) a montre une teneur élevée des antioxydants naturels dans le clou de girofle, la
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menthe poivrée, le piment de la Jamaique, la cannelle, I'origan, le thym, la sauge, le
romarin et le safran. Ces activités antioxydantes sont le plus souvent dues a la présence
des flavonoides, des terpénoides, des lignanes, des sulfures, des polyphénols, des

caroténoides, des coumarines, des saponines et des stérols végétaux (Embuscado, 2015).
4.2. Les propriétés antioxydantes provenant des animaux

Chez les animaux, comme chez ’homme, le stress oxydatif peut étre provoqué
par de nombreuses situations et par conséquent de nombreuses molécules biologiques
peuvent étre oxydées par des especes radicalaires générées lors de ce stress oxydatif
(Durand et al.,, 2013). En contre partie, ces organismes disposent d’un arsenal de
molécules antioxydantes endogenes (Fujii et al., 2022) comme celle des acides aminés,
peptides et protéines (Sikora et al., 2008). En effet l'activité antioxydante de ces
composés est principalement liée aux acides aminés qui possedent des groupements
thiols (Yamamoto et al., 1998 ; Decker et al., 2000).

Le systéeme antioxydant a groupement thiol, est représenté principalement par le
glutathion (GSH), qui est un tripeptide (y-glutamylcystéinylglycine), largement distribué
chez les animaux (Luberda, 2005) sa fonction de base chez ces organismes est de
conférer une protection contre 1’oxydation (Decker et al., 2000). Donc, il est crucial pour
les organismes animaux qui subissent périodiquement un stress oxydatif (Luberda,
2005), par exemple, la recherche Storey et al. (1996) a montré un réservoir important de

glutathion dans les tissus de I'escargot espece d’Otala lactea.

Les insectes est un autre exemple d’organismes vivants possédant un taux élevé
d'enzymes antioxydantes (Chandna et al., 2004), comme les |épidoptéres de I'espece de
Bombyx mori qui contiennent une teneur élevée en catalase (Suman et al., 2009), cette
enzyme est considérée comme la principale enzyme impliquée dans I'élimination du
stress oxydatif (Ahmad et al., 1989).

Concernant les mammiféres, des taux aussi importants d'autres types
d'antioxydants naturels, notamment la superoxyde dismutase, les caroténoides, l'a-
tocophérol et I'acide urique, se trouvent dans les tissus de ces organismes (Cutler et al.,
1991). Par exemple, les résultats de 1'étude de Kovaceva et al. (2007) montrent que
I'activité du superoxyde dismutase est élevée chez les lapins et les cobayes et qu'une

activité élevée de la glutathion peroxydase se trouve chez les vaches.
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Le milieu marin est aussi une source de composés bioactifs aux propriétés
uniques (Lui et al., 2013 ; Anjum et al., 2016). Les poissons marins, les crustacés et les
éponges, entre autres, sont des sources de composés bioactifs comme les peptides
bioactifs, qui possédent un large spectre de bioactivités, notamment des propriétés
antioxydantes (Gautam et al., 2023). Par exemple, les crustacés constituent une
excellente source de composés bioactifs précieux tels que les peptides bioactifs, les

dérivés de chitine et les caroténoides (Olatunde et Benjakul, 2022).
4.3. Les activités antioxydantes provenant des microorganismes

Les molécules bioactives naturelles produites par des microorganismes sont
devenues célebres ces derniéres années grace a la capacité de ces microorganismes a
survivre dans différents habitats extrémes et synthétiser aussi de nouveaux composés
bioactifs dotés d'une variété d'activités biologiques, notamment d'activités antioxydantes
(Herndndez-Almanza et al., 2021). comme les caroténoides, les polyphénols, les

vitamines et les stérols (Rani et al., 2021).

Parmi les microorganismes qui produisent différents composés antioxydants :
les bactérie, les archaea (Mishra et al., 2015), les champignons (de Castro et al., 2020),

les protozoaires (Manilal, 2019) et les microalgues (Blunt et al., 2015).

Les archaea sont aussi dotés des propriétés antioxydantes comme les archaea
hyperthermophiles sont caractérisées par la production des enzymes antioxydantes qui
jouent un role crucial dans la protection des cellules vivantes contre les dommages
oxydatifs, et elles sont aussi caractérisé une forte production de caroténoides (Giani et
al., 2019) Par exemple, les deux genres de Haloarchaeon Halorhabdus utahensis et
Haloarcula sp sont considérées comme un bon producteur de caroténoides, ce qui leur

confere une bonne activité antioxydante (Lizama et al., 2021; Serino et al., 2023).

Les champignons possédent un large éventail de métabolites notamment les
flavonoides, les phénols, les stéroides... etc, qui ont des activités antioxydantes et sont
fortement exploités par le secteur thérapeutique, pharmacologique et médicinal (Hameed
et al., 2017) comme par exemple certaines souches de Mucor circinelloides qui sont
d'excellentes productrices de p-caroténe, de lycopene, de lipides et de composants

bioactifs comme l'acide y-linolénique (Tang etal., 2015 ; Zhang et al., 2016).

13



Syntheése bibliographique

Concernant les bactéries, elles possédent la capacité de produire de nombreux
métabolites extracellulaires qui ont également des activités antioxydantes (Tan et al.,
2019) par exemple, la violacéine, un pigment violet, est reconnue comme un puissant
antioxydant principalement produit par Chromobacter violaceum et Pseudoalteromonas
(Cauz et al., 2019). Une autre étude de Kurjogi et al. (2019) a révélé aussi la production
de pigment jaune par Staphylococcus aureus qui a démontrée sa capacité a prévenir le
stress oxydatif. les cyanobactéries produisent aussi de nombreux metabolites secondaires
bioactifs, notamment des caroténoides, des phénoliques et des phycobiliprotéines (Knoot
et al., 2019 ; Morone et al., 2022).

Plusieurs études montrent que lorsque les bactéries rencontrent un environnement
stressant, une fuite d'électrons de la chaine respiratoire se produirait, induisant un niveau
élevé d'espéces réactives de I'oxygene (Fubini et Hubbard, 2003 ; Sies, 2015). Donc,
plusieurs mécanismes peuvent étre utilisés par ces bactéries pour résister aux dommages
du stress oxydatif causés par les EAO, comme la production d'enzymes détoxifiantes
(Staerck et al., 2017), telles que les superoxydes dismutases et les catalases (Clements et
al., 1999).

Les actinomycetes qui sont aussi des bactéries a Gram positif, elles se
caractérisent par leur capacité a produire une variété de métabolites présentant un large
spectre d’activités antioxydantes (Rani et al., 2021), par exemple les études de Tan et al.
(2017) ont mis en évidence l'activité antioxydante chez les souches de Streptomyces sp.
MUM212 et Streptomyces sp. MUM265, leurs recherches ont conclu que ces deux
souches renferment des composés phénoliques qui inhibent la peroxydation lipidique et
réduisent les espéces réactives de I'oxygene (ERO) .Une autre recherche de Praptiwi et al.
(2019) ont signalé la présence d’organofluorés, doté d’une puissante activité antioxydante,

dans la souche TC1 de Streptomyces sp.

Concernant les interactions plantes-microorganismes, les microorganismes ont
aussi besoin d’une défense antioxydante, par exemple I’interaction symbiotique entre les
Iégumineuses et les Rhizobia conduit a la formation d’un nodule ou s'effectue la fixation
de I’azote, au cours de cette association la plante apporte de I'énergie aux Rhizobia et
crée un environnement micro-aerobie favorable a I'activité nitrogénase. En contre partie,
ces bactéries apportent de I'azote a la plante (Marino et al., 2009). Des grandes quantités

d'ERO sont générées au cours de la durée de vie des nodules et une présence significative
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d'enzymes antioxydantes a été remarquée chez les deux partenaires symbiotiques
(Udvardi, 2001).

L'étude de Rodrigues et al. (2013) a montré le rdle crucial de ces rhizobiums pour
maintenir les niveaux adéquats d'ERO. En effet, elle a révélé que le genre Bradyrhizobium
sp est capable de retarder le stress oxydatif au sein des plantes. Une autre étude
expérimentale de Liu et al. (2019) a démontré que la symbiose du rhizobium pourrait
induire l'activité des enzymes antioxydantes, atténuant par conséquent le stress oxydatif de
la luzerne. Enfin, une étude récente de Park et al. (2024) a démontré que le Rhizobium
leguminosarum bv Pourrait générer d’excellents biomatériaux pour les industries
cosmeétiques, alimentaires et pharmaceutiques, en raison de son excellente activité

antioxydante.

D’autre coté I’interaction entre les microorganismes pathogénes et leurs hotes
végetales est complexe, cette complexité résulte d'une bataille dans laquelle I'agent
pathogéne cherche a envahir et la plante cherche a de se défendre et la plante va produire
de fortes concentrations d’espéces actives de I'oxygene (EAQ), ce qui peut s'avérer
toxique pour les agents pathogénes envahisseurs (Doke, 1983 ; Wojtaszek, 1997). En
contrepartie, l'agent pathogéne doit subir des modifications susceptibles d'offrir une
protection relative contre des concentrations élevées d'EAO (Mehdy, 1994). Par exemple,
les Pseudomonas possedent la superoxyde dismutase (SOD), ce qui leur permet de fournir

une premiére ligne de défense contre les EAO (da Cruz Nizer et al., 2021).

Dans cette partie bibliographique I’importance des propriétés biologiques
et plus particulierement 1’importance des propriétés antioxydantes a ¢été démontré.
Aussi, I'importance des propriétés antioxydantes chez les bactéries a été démontrée.
Ceci rend [l'évaluation et le criblage de substances naturelles ayant ces activités
antioxydantes, une nouvelle tendance de recherche en biologie et en biotechnologie.
Dans ce contexte, l'objectif de notre travail est de rechercher des propriétés
antioxydantes chez les bactéries isolées a partir de différents  sols.
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Ce travail a été effectué au niveau du Laboratoire de Microbiologie de
1I’Université Belhadj Bouchaib-Ain Témouchent (UBBAT), durant le second semestre du
Master 2 de I’année universitaire 2023/2024.

L’objectif de notre étude est de rechercher des propriétés antioxydantes chez

des bactéries isolées a partir de différents sols.

1. Prélevement des échantillons a partir des différents sols et

isolement et purification des isolats bactériens

1.1. Prélévement des échantillons a partir des différents sols

Les isolats bactériens utilisés dans ce travail ont été isolés a partir des
¢chantillons de différents sols: un échantillon d’un sol vierge, d’un sol d’une zone
rhizosphérique, d’un sol situé a 1 métre d’une zone rhizosphérique (ces 3 sols sont situés
au niveau d’un site au niveau de I’Université d’Ain Témouchent), et enfin d’une zone

rhizosphérique d’un sol salin situ¢ dans la commune Hammam BouHadjar.

Les échantillons du sol sont préleves a une profondeur de 5 cm, ils sont mis,
ensuite, dans des boites de Petri (Figure 4) pour étre acheminés vers le laboratoire pour
réaliser I'isolement et la purification des bactéries.

Figure 4 : Prélevement des échantillons du sol.
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1.2. Isolement et purification des isolats bactériens

La préparation des dilutions consiste a préparer la solution mére du sol 0,9 g du
sol est suspendu dans 9 mL de 1’eau physiologie stérile (Voir Annexe) en tubes a essai et
homogénéisé a I’aide d’un vortex. A partir de cette solution mére des dilutions décimales

sont préparées jusqu'a 10° (Finance et al., 1985).

Ensuite, 100 pL de la dilution 10 et la dilution 10° sont étalés & la surface de
la Gélose Nutritive (GN) (Voir Annexe). Ensuite, ces boites sont incubées a 30 °C
pendant 24 h.

Apres l'incubation, deux colonies bien distinctes sont prélevées et ensemencées
sur GN. Ensuite, les boites sont incubées a 30 °C pendant 24 h. Les colonies obtenues

sont ensuite purifiées par repiquages successifs.

Afin de conserver les isolats bactériens, un ensemencement sur GN inclinée en
tubes a essai est effectué. Aprés incubation a 30 °C pendant 24 h, les tubes sont

conservés a 4 °C.

La pureté des colonies isolées est vérifiee par observation

macroscopique et microscopique.

2. Vérification de la pureté des isolats

2.1. Observation macroscopique

Apres I’étape de la purification, une description macroscopique des colonies des
isolats bactériens a été faite selon leur taille, leur forme, leur couleur, leur contour, leur

aspect, leur opacité et leur élévation.

2.2. Observation microscopique
Cette observation microscopique des bactéries isolées a été effectuée suite a
une coloration de Gram. Elle va servir a déterminer la morphologie, la forme et le

Gram des isolats.
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3. Recherche d'activités antioxydantes chez les différents isolats bactériens
3.1. Recherche des propriétés antioxydantes en boite sur Gélose Nutritive

3.1.1. Préparation des suspensions bactériennes selon le standard
McFarland 0.5

Les étalons McFarland sont utilisés comme modéles de turbidité dans la
préparation de suspensions bactériennes. La norme 0.5 sur I'échelle de McFarland est
équivalente & une suspension bactérienne contenant entre 1 x 10% et 2 x 10° UFC/mL

d’Escherichia coli.

Cette norme de McFarland 0.5 a une application particuliére dans la préparation
d'inoculas bactériens et elle permet une comparaison visuelle de la densité bactérienne
(Hudziki, 2009 ; Guzmi et al., 2018).

La préparation du standard McFarland se base sur le mélange de 0.05 mL de
chlorure de baryum (BaCl,) a 0,048 M avec 9,95 mL de I'acide sulfurique (H,SO,) a 0,18
M, en mélangeant soigneusement I'étalon McFarland pour assurer qu'il est uniformément
suspendu (Andrews, 2006).

Des colonies de chaque isolat étudié sont suspendues dans des tubes a essai
contiennent 10 mL de I'eau physiologie et vortexés jusqu'a ce que leur turbidité soit

équivalente a la turbidité du standard McFarland 0.5.

La comparaison visuelle est effectuée contre une feuille blanche contenant des

lignes noires (Kuper et al., 2009).

3.2. Test de résistance/sensibilité des isolats bactériens a I'H,O, par la

méthode de diffusion par disques

A fin de déterminer la résistance a I'H,0, des 8 isolats bactériens étudiés. Un

test a été réalisé par la méthode de diffusion en milieu solide utilisée par Konan et al.
(2014).

A partir des suspensions préparées précédemment par comparaison avec le
standard 0,5 de McFarland, 100 pL de chacune sont étalés sur des boites de Petri

contenant de la GN. Ensuite, des disques de papier stérile imprégnés dans une solution

d’H,0, a différentes concentrations (25 mM, 50 mM et 100 mM) et dans de I'eau
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distillée (qui va servir de contréle a ce test), sont déposés séparément a la surface de la
GN, de maniére a avoir un contact direct avec les bactéries. Enfin, les boites sont
incubées a 30 °C pendant 24 h.

L'apparition d'une zone claire autour des disques signifie une sensibilité des
souches étudiées vis-a-vis de la concentration d’H,0,. Par contre, I'absence d'une zone
claire indique une résistance de I’isolat. Aprés incubation, le diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques (Voir Figure 5) est mesuré a l'aide d'une régle pour
déterminer si les isolats bactériens sont sensibles ou résistant a la concentration de
I’H,0, testée :

-Si le diametre d’inhibition est inférieur ou égal a 8 mm : bacteéries résistantes

-Si le diamétre est entre 9 et 14 mm : bactéries sensibles

-Si le diametre est entre 15 et 19 mm : bactéries tres sensibles

-Si le diamétre supérieur ou égal a 20 mm : bactérie extrémement sensible (Kouadio
etal., 2017).

Tapis bactérien

Disque de
papier imbibé
de H.0,

Zone
D'inhibition

Eau distillée

O

Figure 5 : Représentation schématique de la méthode de diffusion sur disque.
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4. Préparation des cultures et récupération des surnageants bactériens des

isolats bactériens

4.1. Préparation des pré-cultures bactériennes

Des pré-cultures de chaque isolat bactérien ont été préparées par
ensemencement des colonies précédemment purifiées dans des tubes contenant 10 mL de
Bouillon Nutritif (BN) (Voir Annexe). Ces tubes sont incubés par la suite a 30 °C
pendant 24 h.

4. 2. Préparation des cultures bactériennes et récupération des surnageants

Aprés incubation des pré-cultures, leur Densité Optique (DO) est mesurée a 600
nm. Ensuite, flacons contenant 50 mL de BN sont ensemencés par ces pré-cultures de
sorte a avoir une DO initiale de 0,01. Ces suspensions bactériennes sont incubées a 30 °C
pendant 24 h pour obtenir les cultures bactériennes qui vont permettre de récupérer les

surnageants.

Les surnageants sont récupérés a partir des cultures bactériennes obtenues
précédemment par centrifugation a 6000 tours/min pendant 5 min et leur teneur en

protéine est déterminée.

Les surnagents obtenus sont utilisés pour la recherche des propriétés

antioxydantes chez les différents isolats.

5. Dosage des proteines par la méthode de Bradford (1976)

La détermination rapide et précise de la teneur en protéines d’un
échantillon est une étape importante dans la recherche de plusieurs activités biologiques
(Reinmuth-Selzle et al., 2022).

Parmi les tests colorimétriques largement utilises pour déterminer la quantité
des protéines totales il y a le test de Bradford (1976). Ce test rapide et sensible pour
évaluer les concentrations de protéines, se base sur le fait que le colorant Coomassie
Brilliant Blue G-250 possede une absorbance maximale a 595 nm, aprés avoir été lié a
des proteines en solution (Kielkopf et al., 2020). La liaison du colorant a la protéine se

fait en environ 2 minutes et reste stable pendant une heure (Bradford, 1976).
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La protéine Albumine du Sérum Bovin ou Bovine Serum Albumin (BSA) est
souvent utilisée comme référence lors de la quantification des protéines et qui permet la
production d'une courbe étalon (Bible et al., 1999). Pour cela, une courbe étalon DOsggs
nm =f ([BSA]) a été préparée en utilisant une solution meére de la protéine de référence
BSA a une concentration de 1 mg/mL. A partir de la solution mére de BSA, une gamme
de solutions étalons a différentes concentrations (0,05. 0,1. 0,25. 0,5. 1 mg/mL) a été

préparée (Tableau 1)

Ensuite, 0,2 mL du réactif de Bradford ont été ajoutés a 0,8 mL de chacune des
concentrations. Le mélange est ensuite laissé a l'obscurité et a température ambiante
pendant 5 min. La DO est ensuite mesurée a 595 nm afin d'établir la courbe étalon
DO595 nm =f ([BSA]).

Tableau 1 : Gamme étalon utilisée pour la préparation de la courbe étalon de la BSA

Concentration de la gamme de 0 0,05 0,1 0,25 0,5 1
solutions étalons (mg/mL)

Volume BSA a 1 mg/mL (mL) 0 0,05 0,1 0,25 0,5 1

Eau distillée (mL) 1 0,95 0,9 0,75 0,5 0

6. Recherche d’activités antioxydantes dans les isolats bactériens
6.1. Recherche d’activité catalasique dans les surnageants des isolats bactériens

La catalase, une enzyme fréquemment présente chez les bactéries, elle
fonctionne comme catalyseur dans la décomposition du peroxyde d'hydrogene en eau et

en oxygene (Chelikani et al., 2004) comme l'illustre la réaction suivante :
Catalase

2H,0p ——8 ™ —»?H,0 +0O»

L'activité catalase a été déterminée par spectrophotometre, en suivant la
diminution de l'absorbance a 240 nm (Harris, 2010) synonyme de la disparition de

I’H,0, sous ’action des catalases.
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Pour cela, l'activité catalasique des isolats bactériens a été déterminée par un
suivi de la disparition de 1’'H,O,. Le mélange réactionnel pour rechercher 1’activité
ctalasique est constitué de 1 mL d'H,O, a 100 mM, 0,5 mL de tampon phosphate a 0,1
M et pH 7 et 0,5 mL du surnageant a différentes concentrations (25 %, 50 %, 75 %, 100
%). Aprés 5 minutes d'incubation, la quantité d'H,O0, dégradée par les catalases est

déterminée a une longueur d'onde de 240 nm.

Pour déterminer la quantité d’H,0, dégradée par les catalses, une gamme de
solutions étalons a différentes concentrations d’H,0, (0. 0,1. 0,5. 1. 5 et 10 mM) a été
préparé a partir d’une solution mere de I’H,0, a 10 mM (Tableau 2). Les DO des
différentes concentrations d’H,O, sont mesurées a 240 nm en utilisant des cuves en

Quartz, ensuite la courbe étalon DO240nm =f ([H202]) est tracée.

Tableau 2 : Gamme étalon utilisée pour la préparation du courbe étalon de 1’H,0,.

Concentration de lagamme | 0 | 0,1 0,5 1 5 10
de solutions étalons (mM)

Volume de la solution de 0 | 0,01 | 0,05 0,1 05| 1
I’H202 a 10 mM (mL)

Eau distillée (mL) 1109 | 09 | 09 05 0

6.2. Recherche d’activités de piégeage du DPPH par les surnageants des
isolats bactériens

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer les activités antioxydantes,
parmi les plus largement employées est celle du piégeage du DPPH (2,2-Di(4-tert-
octylPhényl)-1- PicrylHydrazyl) ( Gomez-Alonso et al., 2007 ; Reis et al., 2012 ).

Cette méthode colorimétrique a été décrite Pour la premiere fois par Blois
en 1958 (Flieger et al., 2021).
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Le test du piégeage du DPPH, se base sur la transmission d'électrons, de la part
des antioxydants, au neutraliser radical DPPH afin de le neutraliser (Nenadis et

Tsimidou, 2002), comme montré dans la réaction suivante :

DPPH- (violet) +AH — DPPH-H* (jaunatre) +Ae

AH : molécule donneuse de I’atome d’hydrogene (H+).

Le changement de couleur du DPPH du violet au jaune peut étre surveillé par
spectrophotométrie a une longueur d'onde de 517 nm, et la décoloration agit comme un
indicateur de I'activité antioxydante (Foti, 2015 ; Flieger et al., 2021). La diminution de
I'absorbance est proportionnelle a la quantité de DPPH sous forme oxydée qui reste en
solution. Ceci peut étre utilisé pour évaluer le potentiel de suppression des radicaux

libres par de nombreux antioxydants (Flieger et al., 2021).

Pour estimer les capacités de piégeage du DPPH par les surnageants des
bactéries isolées dans cette étude, cette méthode de piégeage du DPPH a été utilisée.
Pour cela, un mélange réactionnel constitué de 1 mL de la solution du DPPH a 0,1 mM et
1 mL du surnageant a différentes concentrations (25 %, 50 % et 75 %) a été préparé. La
disparition du DPPH est mesurée a 517 nm aprés 30 minutes d’incubation du mélange
réactionnel. Un blanc a été préparé dans les mémes conditions mais 1’ajout de DPPH a

été remplacé par I’éthanol pur.

L’acide ascorbique (vitamine C) est utilis€ comme un antioxydant standard
(Davey et al., 2000) afin de comparer sa capacité de piégeage du DPPH avec celle des
surnageants de chaque isolat. Pour cela, 1’acide ascorbique a été préparé a différentes
concentrations (0. 0,0125. 0,025. 0,05. 0,075 et 0,1 mg/mL). Le méme milieu réactionnel
décrit précédemment a été utilisé, sauf les surnageants ont été remplacé par 1’acide

ascorbique.

Afin de déterminer les quantités du DPPH piégee par les surnageants et par
I’acide ascorbique, une courbe étalon DOg;; ,» =f ([DPPH]) a été tracée a partir des
DOs;7 ym d’une gamme étalon de solutions de DPPH a différence concentrations (0.
0,0125. 0,025. 0,05 et 0,1 mM) préparées a partir d’une solution mére a 0,1 mM de

DPPH (Tableau 3).
23



Matériel et Méthodes

Tableau 3 : Gamme étalon utilisée pour la préparation du courbe étalon du DPPH.

Concentration de la gamme 0,0125 0,025 0,05 0,1
de solutions étalons (mM)
Volume de la solution de 0,125 0,25 0,5 1
DPPH 4 0.1 mM (mL)
Ethanol (mL) 0,875 0,75 0,5 0
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1. Isolement et purification des isolats bactériens

Afin de rechercher des propriétés antioxydantes chez des bactéries du sol, 8 isolats
bactériens ont été isolés a partir des échantillons de différents sols : sol vierge, sol d'une zone
rhizosphérique, un sol situé & 1 metre d'une zone rhizosphérique et enfin une zone

rhizosphérique d'un sol salin.

2. Vérification de la pureté des isolats
2.1. Observation macroscopique

L’observation des colonies sur gélose nutritive (GN) aprés incubation a permit de
confirmer la pureté des isolats et de déterminer leur taille, leur forme, leur couleur, leur
aspect, leur opacité et leur élévation. Le tableau 4 résume les résultats obtenus de cette

observation macroscopique.

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des résultats de 1’observation macroscopique des différents

isolats bactériens.

Les Forme Relief Taille surface | opacité | couleur | Consistanc
isolats e
ISV1 Ronde Plate Petites Lisse Opaque | jaunatre Séche
colonies
ISV2 Ronde Suréleve Petites Rugueuses | Opaque | jaunatre | Muqueuse
colonies
ISR1 | Irréguliere Plate Petites Lisse Opaque | jaunatre | Muqueuse
colonies
ISR2 Ronde Suréleve Petites Rugueuses | Opaque | jaunatre | Muqueuse
colonies
ISmR1 Ronde Plate Colonies Lisse Opaque | jaunatre Séche
Poncti-
formes
ISmR2 Ronde Surélevé Petites Lisse Opaque | jaunatre Séche
colonies
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ISS1 Ronde

Plate Petites Lisse Opaqgue | jaunatre Séche
colonies

I1SS2 Ronde Suréleve | Colonies | Rugueuses | Opaque | jaunatre Séche
moyennes

Les résultats de la caractérisation morphologique des différents isolats bactériens

étudiés ont montré que la majorité partage des caractéristiques communes qui sont : des

petites colonies jaunatres, opaques, seche avec une forme ronde et une surface lisse.

2.2. Observation microscopique

L’observation microscopique, apres coloration de Gram, a permit de veérifier la

pureté des isolats et de déterminer leur Gram, leur forme, ainsi leur mode de regroupement.

Le tableau 5 résume les résultats obtenus de cette observation microscopique.

Tableau 5

différents isolats bactériens.

: Tableau récapitulatif des résultats de 1’observation microscopique des

Les isolats Gram Forme Mode de
regroupement
ISV1 Négatif Bacille En amas
ISV2 Positif Coccobacille En diplobacille/En
diplocoque
ISR1 Négatif Bacille En amas
ISR2 Positif Bacille En amas
ISmR1 Négatif Coccobacille En amas
ISmR2 Négatif Bacille En chainette
ISS1 Positif Cocci Isolés
1SS2 Négatif Bacille En chainette
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3. Recherche d'activités antioxydantes chez les différents isolats bactériens
3.1. Recherche des propriétés antioxydantes en boite sur Gélose Nutritive

3.1.1. Preéparation des suspensions bactériennes selon le standard
McFarland 0.5

Afin d'évaluer l'activité antioxydante des isolats bactériens étudiés, des suspensions
bactériennes de chacun ont été préparées. Ensuite, ajustées visuellement, pour avoir une

turbidité égale a celle du standard McFarland 0.5 (Figure 6).

Figure 6 : Exemple de comparaison visuelle entre la turbidité du McFarland 0.5 et la

turbidité des 4 isolats bactériens.
1 : Tube de McFarland 0.5, 2 : Tube d’ISmR1, 3: Tube d’ISmR2, 4 : Tube d’ISS1, 5 : Tube d’ISS2

3.2. Test de résistance/sensibilité a I'H,O, des isolats bactériens (méthode de
diffusion par disques)

La méthode de diffusion par disque sur GN a été utilisée pour étudier la capacité des
isolats bactériens a résister a différentes concentrations de I'H,O,. La résistance/sensibilité
des isolats bactériens en fonction de la concentration de I'H,0, est déterminée en termes de

diametre de la zone d'inhibition formée apres incubation pendant 24 h a 37 °C (Figure 7).
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présence de la
Zone d’inhibition

Absence de la
Zone d’inhibition

Figure7 : Exemple d'un résultat de la résistance/sensibilité de I'isolat ISS1 évaluée par

la méthode de diffusion par disques.

Pour rappel :

- Si le diametre d’inhibition est inférieur ou égal a 8 mm : bactéries résistantes.

- Si le diametre est entre 9 et 14 mm : bactéries sensibles.

- Si le diametre est entre 15 et 19 mm : bactéries tres sensibles.

- Si le diametre supérieur ou égal & 20 mm : bactérie extrémement sensible
(Kouadio et al., 2017). Le tableau suivant résume les résultats obtenus de ce test.

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des résultats de la Résistance/Sensibilité des isolats

bactériens vis-a-vis des différentes concentrations d’H,0,.

Les isolats Disque avec Disque avec Disque avec Disque avec
eau distillée 25 mM 50 mM 100 mM
d’H,0, d’H,0, d’H,0,
ISV1 Résistant Reésistant 12 mm 23 mm
Sensible Extrémement
sensible
ISV2 Reésistant Résistant Résistant Résistant
ISR1 Résistant Reésistant 19 mm 20 mm
Trés sensible Extrémement
sensible
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ISR2 Reésistant Résistant Résistant 25 mm
Extrémement
sensible
ISmR1 Résistant Reésistant Résistant 24 mm
Extrémement
sensible
ISmR2 Reésistant Résistant Reésistant 21 mm
Extrémement
sensible
I1SS1 Reésistant Résistant Reésistant Résistant
I1SS2 Résistant 12 mm 16 mm 27 mm
Sensible Trés sensible Extrémement
sensible

Les résultats du test de diffusion par disque présentés dans le Tableau 6, montrent
que les isolats bactériens étudiés ont des profils différent vis-a-vis la résistance/sensibilité aux

différentes concentrations d’H,O.

En effet, tous les isolats étudiés résistent a la concentration de 25 mM d’H,O; sauf
ISS2 qui est sensible a cette concentration, cependant, pour la concentration 100 mM tous les

isolats sont sensibles sauf ISV2 et ISS1 qui sont résistants.

Concernant la concentration 50 mM, les isolats ISV2, ISR2, ISmR1, ISmR2 et ISS1

sont résistants et les isolats ISV1, ISR1et 1SS2 sont sensibles.

Les résultats obtenus dans cette étude mettent en Ilumiére [linfluence de
l'augmentation de la concentration de H,O, sur la résistance ou la sensibilité des isolats
bactériens testés. En effet, on remarque qu’il y a une influence de la concentration de I’'H,0;
sur le profil de résistance ou de sensibilité des isolats ISV1, ISR1, ISR2, ISmR1 et ISmR2
vis-a-vis de ’H,0,. Cette influence de la concentration de ’H,O, a €té montrée par exemple
par I'étude de King et al. (2000) qui a révélé des observations semblables a la notre, mettant
en évidence que Streptococcus pyogenes est dotée d'un systeme de régulation lui permettant
de moduler sa réponse face aux variations de la concentration de 1’H,O, dans son milieu
environnant, en effet, sa capacité adaptative implique que la bactérie ajuste ses mécanismes de

défense en fonction de la concentration de 1’H,0- a laguelle elle est exposée, ce qui confirme
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I'influence de la concentration de H,O, dans la détermination de sa résistance et de sa
sensibilité.

Les résultats trouves de notre étude suggeérent que ces isolats bactériens déclenchent
un mecanisme de défense antioxydant en réponse aux différentes concentrations d’H,0O,
testées. A des concentrations plus élevées d’H,0, (50 mM pour ISV1 et ISR1) et (100 mM
pour ISR2, ISmR1 et ISmR2), ce systeme de défense semble devenir insuffisant pour
neutraliser efficacement les dommages oxydatifs, ce qui conduit a une sensibilité des isolats
ISV1, ISR1, ISR2, ISmR1 et ISmR2. Des études sur la sensibilité des bactéries vis-a-vis de
I’H,0, ont été faites, comme par exemple celles de Loewen et al. (1984) qui a confirme la
vulnérabilité d'Escherichia coli face au peroxyde d'hydrogene en raison de I'incapacité de son
systeme de défense a faire face.

Concernant, les isolats bactériens ISV2 et ISS1 ont montré une capacité a résister a
différentes concentrations d’H;O,, ce qui signifié que 1’augmentation des concentrations
testées d’H,0,, ne semble pas affectée la résistance de ces isolats suggérant ainsi qu'ils ont
développé des réponses adaptatives au stress oxydatif induit par ’H,O,. Des études sur la
résistance des bactéries vis-a-vis de I’H,O, ont été faites, comme par exemple celles menées
par Méndez et al. (2022), qui ont mis en évidence que les souches de Pseudomonas

xenovorans et de Pseudomonas aeruginosa révelent une résistance face a 1’H,0..

Enfin, l'isolat 1SS2 soit sensible a différentes concentrations d’H,O, (25 mM, 50
mM et 100 mM), cette sensibilité pourrait étre attribuée a une incapacité de son systeme de

défense a résister aux concentrations d’H,0, testées dans notre étude.

On s’attendait a ce que les deux isolats issus du méme sol salin présentes un méme
profil de résistance face aux différentes concentrations d’H,O, testées, ce qui n’est pas le cas.
D'apres les résultats obtenus (voir Tableau 6), il semble que le type de sol n'a pas réellement
un effet direct sur le profil de résistance ou de sensibilité des isolats ISV1, ISV2, ISR1, ISR2,
ISmR1, ISmR2, ISS1 et ISS2, face aux différentes concentrations d'H,O, testées (25 mM, 50
mM et 100 mM). Par exemple, dans le cas des isolats ISS1 et ISS2 issu d'un méme type de sol
salin, une étude a mis en évidence que les bacteries des sols salins sont dotées de stratégies
d'adaptation spécifiques aux conditions extrémes (Otlewska et al., 2020), tels que le stress
salin causé par une concentration élevée de sel dans le sol peut entrainer un stress oxydatif
(Rozema et Flowers, 2008 ; James et al., 2011). Ce qui potentiellement peut s’implique sur

notre isolat ISS1 qui présente une résistance face aux différentes concentrations d’H,0;
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testées (25 mM, 50 mM et 100 mM), I'étude de Yan et al. (2006) a montré des résultats qui
semblent similaires & ceux que nous avons trouvés pour l'isolat 1ISS1. En effet, il examina
Bacillus sp montrant sa réponse adaptative au stress oxydatif grace a une forte production de
catalase. Cette capacité permet a la bactérie de résister a I'H,O, et aux conditions stressantes

comme la haute salinité.

En effet, les résultats montrent (Tableau 6) que I’isolat ISS2 présente un profil différent
et une sensibilité aux différentes concentrations d’H,0, testées qui peut étre due, selon les
études de Rozema et Flowers (2008) et James et al. (2011), a la concentration du sel du sol
qui n’a pas pu étre sélective pour les bactéries réesistantes et eliminatrices pour les autres
bactéries. Cette différenciation dans le profil de résistance ou de sensibilité peut également
étre expliquée par la variabilité génétique et les adaptations spécifiques de chaque souche
bactérienne en réponse aux stress environnementaux tels que le stress oxydatif (Lowe et al.,
1993). Il est a noter que cette derniére explication s'applique non seulement aux sols salins

mais également aux différents types de sols qu’on a testés.

Les résultats de notre étude semblent probablement similaires a ceux de I'étude menée
par Gerna et al. (2020) sur les isolats bactériens provenant du sol rhizosphérique, qui ont été
évalués leur capacité a décomposer I'H,O,. Leurs résultats ont montré une variation notable
dans les niveaux de décomposition d’H,O, entre les différents isolats étudiés, un tiers des
isolats de Pseudomonas étudiées présentaient des capacités de détoxification les plus élevées.
En revanche, les isolats associés aux genres Pantoea et Rhodococcus affichaient les capacités
les plus faibles, ce qui peut souligner une diversité de profils de résistance a 1’H,O, des
bactéries de la rhizosphere. Cependant, d'autres études ne sont pas en accord avec les résultats
qu’on obtenus, comme celle de d'’Amaya-Gomez et al. (2020), qui ont observé une résistance
a I'H,0;, chez les trois souches de Rhizobium sp. provenant du méme sol, ce qui suggere, selon
cette étude, que potentiellement le type de sol peut influencer la composition bactérienne ainsi

que leur sensibilité ou résistance a I’H,0, (Xu et al., 2023).

La résistance a I’H,0, observée chez les isolats bactériens étudiés peut étre expliquée
par la présence d'une activité catalasique chez les isolats étudiés montrant qu'ils sont dotés de
systéeme de défense antioxydante. Cette enzyme est le responsable de la décomposition du
peroxyde d’hydrogene (H,O,) en eau (H,O) et en oxygene (O,), offrant ainsi une protection
contre les effets nocifs du peroxyde d'hydrogéne. De nombreuses espéces bactériennes

produisent cette enzyme catalase, qui constitue un mécanisme important de défense contre le
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stress oxydatif (Brudzynski, 2006 ; White et al., 2021). En effet, les résultats obtenus par
Zhang et al. (2019) ont mis en évidence la capacité de la bactérie Pseudomonas stutzeri a
dégrader I’H,O, grace a son activité catalasique. Aussi I'étude de Squire et al. (2022) ont
montré que la présence d'une activité catalasique confére a Acinetobacter baumannii une
résistance remarquable & 1’H,O,. De maniére similaire, les études réalisées sur les bactéries
Bacillus pumilus (Philibert et al., 2016), Sinorhizobium meliloti (Jaszek et al., 2014),
Pseudomonas brassicacearum, Pseudomonas corrugata, Paenibacillus borealis et
Sinorhizobium meliloti, (Kisiel et Miller, 2023), ont également abouti a des résultats
concordants, démontrant la capacité de ces bactéries a détoxifier I'H,O, via l'activité
catalasique.

Des conclusions similaires ont également été tirées d'une étude antérieure sur
Escherichia coli, montrant que les mutants surproduisant la catalase étaient plus résistants a
I'H,O, (Greenberg et Demple, 1988).

Afin de corréler la résistance/sensibilité des isolats vis-a-vis de I’'H,0,, nous avons
recherché et dosé I'enzyme principale détoxifiant ’'H,O,, la catalase, dans les surnageants des

isolats bactériens testés dans notre étude.
4. Dosage des protéines par la méthode de Bradford (1976)

Afin de déterminer la teneur en protéines présentes dans les surnageants des isolats
bactériens étudiés, une courbe étalon DOsgs Nm =f ([BSA]) a été tracée selon la méthode de
Bradford (1976) (Figure 8).
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Figure 8 : Courbe étalon de la protéine de référence BSA.
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Ensuite, les quantités des protéines de chaque surnageant ont été déterminées, les
résultats obtenus sont indiqués dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Concentration en protéine des surnagenants des 8 isolats bactériens.

Les isolats [protéine] (mg/mL)
ISV1 0,061
ISV2 0,435
ISR1 0,244
ISR2 0,063
ISmR1 0,244
ISmMR2 0,346
ISS1 0,074/0,085
ISS2 0,060

Le dosage du surnageant de I’isolat ISS1 a été effectué 2 fois, le 1* qui comprend
une teneur en protéines de 0,074 mg/mL a été utilisé pour tester I'activité catalasique du H,O,

2eme

et le qui comprend une teneur en protéines de 0,085 mg/mL a été utilisé pour tester

I'activité de piégeage du DPPH.

Les résultats obtenus du dosage des protéines de nos isolats bactériens par le test de
Bradford revétent une importance primordiale dans notre recherche de I'activité antioxydante
dans les surnageants bactériens. Cette étape essentielle nous assure que les différences dans la
capacité antioxydante observées entre ces isolats ne sont pas dues a des variations dans la
concentration de protéines, mais plutét a leur activité enzymatique intrinséque (Banik et al.,
2009).

5. Recherche d’activités antioxydantes dans les isolats bactériens

5.1. Recherche d’activité catalasique dans les surnageants des isolats

bactériens

Afin de rechercher l'activité catalasique et de déterminer la quantit¢é de I'H,0,
dégradée par les catalases des isolats bacteriens étudies, une courbe étalon DOz4o nm =Ff
([H202]) a été tracée (Figure 9).
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Figure 9 : Courbe étalon de I’H,0,.

L'activité catalasique des surnageants des 8 isolats bactériens a différentes
concentrations a été mesurée par un suivi de la dégradation de I'H,O,. Les résultats obtenus

sont présentés dans la Figure ci-dessous.
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Figure 10 : Pourcentages de dégradation de I'H,O; par les surnageants, des isolats bactériens,
a différentes concentrations

A : les résultats des surnagenats des isolats ISV1, ISV2, ISR1 et ISR2, B : les résultats des surnagenats des

isolats ISmR1, ISmR2, 1SS1let 1SS2.

Les résultats de cette étude indiquent que les surnageants des 8 isolats bactériens
présentent une capacité de dégradation d'H,O,, donc une activité catalasique. Cette activité
augmente proportionnellement avec l'augmentation de la concentration des surnageants
bactériens. Une concentration accrue de surnageant influence sur 1’activité enzymatique au
sein de ces extraits bactériens (Fofana et al., 1981), lui permettant de jouer un rdle crucial
dans la detoxification des radicaux libres et la protection cellulaire contre le stress oxydatif
(Park et al., 2016) du fait que la catalase agit pour dégrader 1’H,O, (Benoit et Maier, 2016).

A la concentration de 25 %, ISV2 posséde la capacité la plus élevée de dégradation
d’H,O, (93,74 %), suivie respectivement par les isolats ISR2, ISmR2, ISmR1, ISR1, ISS2
avec un taux entre 61 % et 76 %, et enfin les plus faibles sont ISS1 et ISV1 avec
respectivement 35 % et 37 % de dégradation (Figure 10).

A la concentration de 50 % et 75 %, ISV2 posséde toujours la capacité la plus élevée

a dégrader I'H,O, (Figure 10 A). Cependant, la capacité de dégradation pour les autres isolats
varie entre ces 2 concentrations.

Dans la concentration 50 %, ISmR1 et ISmR2 ont un taux de dégradation plus élevé
(88 % et 82 % respectivement), par rapport a ISR1, ISS2, ISS1 et ISR2 (Figure 10 B).
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Concernant I1SV1, considéré comme la plus faible avec 56 % de dégradation. Pour la
concentration 75 %, les isolats ISR2, ISmR2 et ISS1 ont une capacité de dégradation d'H,0O,

plus éleveée, variant entre 90 % et 96 % en comparaison avec les autres isolats (Figure 10).

Pour la concentration 100%, 1ISV2, ISRZ2, ISmR1 et ISS1 (Figure 10) possédent des
capacités identiques de dégradation (100 %), cela indique qu'ils sont les plus forts par rapport

aux autres isolats et que la quantité d'H,O, ajoutée a été complétement dégradée.

La présence de l'activité catalasique dans les surnageants des 8 isolats bactériens peut
étre expliquée par la nécessité de cette activité pour assurer la survie des bactéries. En effet, il
existe une production endogéne d’ERO par les bactéries dans les processus de métabolisme
cellulaire et de respiration (Yang et al., 2019) ainsi que lors de leur exposition a d'autres
facteurs de stress (Dwyer et al., 2009 ; Yang et al., 2019), entrainant des dommages a
I'ADN, aux métalloprotéines, aux lipides et a d'autres composants cellulaires essentiels
(Ezraty et al., 2017). Pour maintenir I'noméostasie intracellulaire et assurer leur survie, les
bactéries ont évolué avec toute une gamme de stratégies de défense, parmi lesquelles la
catalase qui agit comme une barriere protectrice contre les effets nocifs des ERO et joue un
role indispensable dans le maintien de I'homéostasie intracellulaire (Smejkal et Kakumanu,
2019). En convertissant efficacement I'H,O, en oxygeéne (O2) et en eau (comme il est déja

mentionné dans la partie bibliographique, Réaction 3) (Winterbourn, 1995).

Aprés avoir évalué les activités catalasiques des 8 isolats et établi I'effet de la
concentration du surnageant sur cette activité, nous avons procédé au calcul de I'lC50 afin de

comparer les niveaux d'activité catalasique entre les différentes isolats bactériens.

L'IC50 (Inhibitory Concentration at 50 %) est définie comme la concentration d’un
compos¢é qui entraine précis€ément 50 % de ’effet d’inhibition maximal atteignable dans le
test (Nevozhay, 2014). La valeur d'IC50 diminue a mesure que l'activité antioxydante d'un

composé augmente (Ismaili et al., 2017).

L’IC50 a été calculée a partir des concentrations de dégradation de 1’'H,O, en
fonction des concentrations des surnageants des différentes isolas. Les valeurs des IC50 ont
été déterminées graphiquement par la régression linéaire a 1’aide de logiciels d’ATT Bioquest
(ATT Bioquest, 2024) (Figure 11).
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Figure 11 : Détermination de I’IC50 de la dégradation de I’H.0- par les différents

surnageants bactériens.

A 1 IC50 de I’isolat ISV1, B : IC50 de I’isolat ISV2, C : IC50 de I’isolat ISR1, D : IC50 de I’isolat ISR2, E : IC50
de l’isolat ISmR1, F : IC50 de I’isolat ISmR1, G : IC50 de ’isolat ISS1, H : IC50 de I’isolat 1SS2.

Les valeurs obtenues des 1C50 de la dégradation de 1’H,O; par les surnageants des 8
isolats bactériens étudiés, obtenus en premier lieu en pourcentages des surnageants (Figure
10), ont été converties en concentration des protéines (mg/mL) en se basant sur le dosage
Bradford (tableau 7). Cette conversion en concentrations des protéines permet de comparer

entre 1’activité antioxydante des surnageants. Le Tableau 8 récapitule les résultats obtenus.

Tableau 8 : Valeurs des IC50 de la dégradation de I'H.O- par les différents surnageants

bactériens converties en concentration des protéines (mg/mL).

Les isolats IC50 H,0O; en pourcentage IC50 en quantité de
des surnageants (%) protéine des surnageants
(mg/mL)
ISV1 33,02 0,020
ISV2 8,15 0,035
ISR1 7,24 0,017
ISR2 20,69 0,013
ISmR1 13,31 0,032
ISmR2 14,47 0,050
ISS1 33,39 0,024
ISS2 8,79 0,005
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Dapres les résultats obtenus (Figure 11 et Tableau 8), le surnageant de 1’isolat I1SS2
présente la plus faible concentration d'inhibition a 50 % (0,005 mg/mL), par consequent,
l'activité catalasique d’H,O, la plus importante (Figure 11 H, Tableau 8). Par contre, le
surnageant de I’isolat ISmR2 présente 1’IC50 le plus élevé (0,050 mg/mL) et par conséquent

I’activité catalasique la plus faible (Figure 11 F, Tableau 8).

Les surnageants des isolats ISR2 et ISR1 présentent des IC50 proches, respectivement,
de 0,013 et 0,017 mg/mL, ce qui montre gu'ils possedent une activité catalasique inférieure a
celle d’ISS2 et plus élevée que les autres isolats étudiés (Figure 11 C et D, Tableau 8), suivis
des surnageants des isolats ISV1, ISS1, ISmR1 et ISV2 qui possedent, respectivement, des
IC50 de 0,020. 0,024. 0,032 et 0,035 mg/mL (Figure 11 A, G, E et B, Tableau 8) et par
conséquent, leur activité catalasiqgue moins importante par rapport a celle des isolats ISR2 et
ISR1.

En résumé, l'ordre décroissant de I’activité de dégradation de 1'H,O, par les isolats est
comme suit : ISS2 est la plus performante, suivie, respectivement, de celle des isolats ISR2,
ISR1, ISV], ISS1, ISmR1, ISV2 et ISmR2.

La différence dans la performance entre les isolats peut étre due a leur variabilité
génétique. En effet, les bactéries peuvent avoir des génomes différents, ce qui peut influencer
les génes responsables de la production de catalase d'une bactérie a une autre (Buckova et al.,
2010).

La comparaison des résultats obtenus précédemment dans le test de
résistance/sensibilité a I' H,O, des 8 isolats bactériens étudiés (Tableau 6) avec les résultats
des pourcentages de dégradation de I'H,O, par les surnageants, des isolats bactériens, a
différentes concentrations (25 %, 50 %, 75 % et 100 % ) (Figure 10), a mis en évidence que
I'isolat ISV2 se distingue probablement comme le plus performant dans cette étude. Il
présente une resistance remarquable a toutes les concentrations d'H,O, testées (25 mM, 50
mM et 100 mM), ainsi qu'une capacité de dégradation de I'H,O, dans les différentes
concentrations des surnageants testées par rapport a les autres isolats étudiées. Cette
efficacité notable pourrait s'expliquer par l'activation de la catalase en réponse aux

concentrations accrues d'H,0O,, agissant ainsi comme un détoxifiant a I’H,O, (Li et al., 2015).
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De méme, on remarque aussi une corrélation notable entre les résultats de l'isolat
ISS1 qui a présenté une résistance a toutes les concentrations d’H,O, testées sur boite
(Tableau 6), et les résultats de dégradation de 1’H,O; (Figure 10 B) qui révelent que cet isolat
ISS1 possede une activité catalasique dans les différentes concentrations des surnagnats (25
%, 50 % et 75 % et 100 %) et méme une capacité a dégrader toute la quantité d'H,O, présente

dans le milieu réactionnel a la concentration 100 % du surnagenant.

D’autre part, on constate toujours d’apres les données recueillies précédemment
(Thaleau 6 et Figure 10), que I’isolat ISS2 qui révélée une sensibilité a toutes les
concentrations d’H,0; testées (25 mM, 50 mM et 100 mM) bien qu’il est doté d’une activité
catalasique importante (Figure 10 B) par rapport a d’autres isolats étudiées. En effet, la
concentration 25 %, 1’isolat ISS2 posséde une activité catalasique la plus élevée par rapport
aux autres isolats étudiés sauf par rapport a I’isolat ISV2, a la concentration 50 %, il posséde
une activité catalasique la plus élevée par rapport aux isolats ISV1, ISR2 et I1SS1, a la
concentration 75 % il possede une activité catalasique plus élevée par rapport aux isolats
ISV1, ISR1, ISmR1 et ISS1 et a la concentration 100 %, il posséde une activité catalasique la
plus élevée par rapport aux ISV1, ISR1 et ISmR2 (Figure 10).

Concernant les autres isolats ISV1, ISR1, ISR2, ISmR1 et ISmR2, leurs résultats
précédents montrent un changement de profil d'une résistance vers une sensibilité en fonction
de l'augmentation des concentrations d'H,O,. En effet, les isolats ISR1 et ISV1 deviennent
sensibles a la concentration de 50 mM, tandis que les isolats ISR2, ISmR1 et ISmR2
deviennent sensibles a la concentration de 100 mM (Tableau 6). Cependant, ces isolats
peuvent montrer des pourcentages de dégradation de I'H,O, remarquables par les surnageants
a différentes concentrations, surtout les isolats ISR2 et ISmR1, qui ont pu dégrader toute la
quantité d'H,O, ajoutée (Figure 10). Ces résultats de différence entre les profils de
résistance/sensibilité des bactéries a 1’H,O, sur boite et leur capacité a dégrader 1’'H,O, peut
étre expliqué par I'étude de Watanabe et al. (2023), qui suggere que méme si des souches
bactériennes possedent des genes de catalase fonctionnels, elles demeurent sensibles a I’'H205.
Cela pourrait indiquer que d'autres mecanismes ou facteurs peuvent étre impliquées dans la

réponse au stress oxydatif.
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5.2. Recherche d’activités de piégeage du DPPH par les surnageants des isolats

bactériens

Pour estimer les capacités de piégeage du DPPH par les surnageants des isolats

bactériens étudies et par 1’acide ascorbique, une courbe étalon DOsi7nm =f ([DPPH]) a été

tracée (Figure 12).
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Figure 12 : Courbe étalon du DPPH.

La recherche de la capacité de piégeage du DPPH par les surnageants des 8 isolats

bactériens a différentes concentrations (25 %, 50 % et 75 %) a été mesurée. Les résultats

obtenus sont présentés dans la Figure ci-dessous.
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Figure 13 :

Pourcentages d’inhibition du DPPH par les surnageants, des isolats bactériens, a

différentes concentrations.
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Les résultats obtenus (Figure 13) indiquent que les surnageants des 8 isolats
bactériens présentent une capacité d'inhibition du DPPH et donc une activité antioxydante.
Cette activité augmente proportionnellement avec l'augmentation de la concentration des
surnageants. lls montrent aussi que le pourcentage d'inhibition du DPPH différe d'un isolat a

un autre (Figure 13).

A la concentration de 25 %, ISmR2 posséde la capacité la plus élevée d'inhibition du
DPPH (65,92 %), suivie respectivement des isolats ISR1, 1SS2, ISmR1, ISV2, ISV1, ISR2
avec un taux entre 42 % et 61 %, et enfin la plus faible est celle de I’isolat ISS1 avec 13,09 %
d'inhibition (Figure 13).

A la concentration de 50 %, la capacité la plus élevée de piégeage du DPPH est
détenue par l'isolat ISR1 (71,67 %), suivie, respectivement, des isolats ISmR2, ISmR1, ISV2,
ISS2, ISV1, ISR2 avec un taux entre 47 % et 66 % d'inhibition, concernant I'isolat I1SS1, a
cette concentration de surnageant, il est considéré comme l'isolat le plus faible avec une
capacité de piégeage du DPPH de 22,89 % (Figure 13).

Pour la concentration 75 %, les isolats ISV1 et ISR1 possedent les capacités les plus
fortes de piégeage du DPPH avec un taux, respectivement, de 74,44 % et 72,73 % par rapport,
respectivement, aux autres isolats ISmR2, ISmR1, ISV2, ISS2 et ISR2, qui possedent un taux
varié entre 51 % et 69 %. L'isolat ISS1 reste toujours le plus faible avec une capacité de
piégeage du DPPH de 32,69 % (Figure 13).

Ces résultats obtenus (Figure 13) ont démontré que les surnageants des 8 isolats
bactériens sont capables d'inhiber le DPPH, ce qui montre que ces surnageants sont dotés
d’une activité antioxydante. Ce test de piégeage du DPPH est largement utilisé pour évaluer
I'activité antioxydante des extraits bactériens car il réagit efficacement avec les antioxydants
en changeant de couleur (Afify et al., 2012). Pour rappel, lorsque le DPPH réagit avec un
antioxydant efficace, il devient jaune péle, indiquant ainsi une réduction de son potentiel
oxydant (Sirivibulkovit et al., 2018). Ainsi, plus la capacité d'un surnageant a inhiber le
DPPH est élevee, plus son activité antioxydante est importante (Brand-Williams et al., 1995 ;
Bondet et al., 1997 ; Dawidowicz et al., 2006). De plus, il a été observé de nos résultats que
cette activité antioxydante augmente proportionnellement avec l‘augmentation de la
concentration des surnageants (Figure 13). Ce qui indique qu’une concentration plus élevée

du surnageant correspond a un effet antioxydant plus prononce.
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Plusieurs études ont montré la capacité des bactéries a inhiber le DPPH, par exemple
I'étude de Tan et al. (2018) a également démontré que Streptomyces sp, isolé du sol de
mangrove, présentait une activité significative de piegeage du DPPH. De méme, I'étude de
Akinsanya et al. (2015) a révélé que les bactéries endophytes Pseudomonas hibiscicola,
Macrococcus caseolyticus, Enterobacter ludwigii et Bacillus anthracis produisaient des
composés bioactifs dotés de fortes propriétés de piégeage du DPPH.

Apres I’évaluation de ’activité d'inhibition du DPPH des 8 isolats en fonction de la
concentration de leurs surnageants, I'lC50 a été calculé afin de pouvoir comparer cette activité
de piégeage du DPPH entre les différents isolats bactériens. Les valeurs des IC50 ont été
déterminées graphiquement par la régression linéaire a 1’aide de logiciels d’ATT Bioquest
(ATT Bioquest, 2024) (Figure 14).
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Figure 14 : Détermination de I’IC50 d’inhibition du DPPH par les différents

surnageants bactériens.

A : IC50 de I’isolat ISV1, B : IC50 de I’isolat ISV2, C : IC50 de I’isolat ISR1, D : IC50 de I’isolat ISR2, E : IC50
de I’isolat ISmR1, F : IC50 de I’isolat ISmR1, G : IC50 de I’isolat ISS1, H : IC50 de 1’isolat ISS2.

Les valeurs obtenues des IC50 du piégeage du DPPH par les surnageants des 8
isolats bactériens étudiés, obtenus en premier lieu en pourcentages des surnageants (Figure
14), ont été converties en concentration des protéines (mg/mL) en se basant sur le dosage
Bradford (Tableau 7). Cette conversion en concentrations des protéines permet de comparer
entre 1’activité de piégeage du DPPH, donc I’activité antioxydante des surnageants. Le
Tableau 9 récapitule les résultats obtenus.
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Tableau 9 : Valeurs des IC50 d’inhibition du DPPH par les différents surnageants bactériens

converties en concentration des protéines (mg/mL).

Les isolats IC50 DPPH en pourcentage IC50 en quantité de
des surnageants (%) protéine des surnageants
(mg/mL)
ISV1 22,18 0,013
ISV2 16,20 0,070
ISR1 16,49 0,040
ISR2 21,73 0,013
ISmR1 11,56 0,028
ISmR2 15 0,005
ISS1 30,43 0,026
ISS2 4,27 0,002

D'apres les résultats obtenus (Figure 14 et Tableau 9), le surnageant de I’isolat ISS2
présente la plus faible concentration d'inhibition a 50 % (0,002 mg/mL), par conséquent,
I'activité d'inhibition du DPPH la plus importante (Figure 14 H, Tableau 9). Suivi directement
par le surnageant de I’isolat ISmMR2 qui possede un IC50 égal & 0,005 mg/mL, ce qui se
considere aussi comme une forte capacité d'inhibition, mais avec un taux inférieur a celui le
du surnageant de I’isolat 1SS2 (Figure 14 F, Tableau9). Enfin, le surnageant de I’isolat 1ISV2
avec un IC50 le plus élevé (0,070 mg/mL), posséde ’activité d’inhibition du DPPH la plus
faible (Figure 14 B, Tableau 9).

Les surnageants des isolats ISV1et ISR2 présentent des IC50 identiques égales a
0,013 mg/mL, ce qui montre qu’ils possédent la méme capacité de piégeage du DPPH
(Figure 14 A et D, Tableau9). Les surnageants des isolats 1ISS1, ISmR1et ISR1 possedent,
respectivement, des IC50 de 0,026. 0,028 et 0,040 mg/mL (Figure 14, G, E et C, Tableau9).

Et par conséquent, ils possédent une activité d'inhibition du DPPH supérieure a celle

de l'isolat ISV2 et inférieure & celle des autres isolats étudiés.

En résumé, 1'ordre décroissant de 1’activité de piégeage du DPPH par les isolats est
comme suit : ISS2 est le plus performant, suivi respectivement par les isolats ISmR2, ISV1 et
ISR2 (ces 2 derniers sont a égalité), ensuite, viennent ISS1, ISmR1, ISR1, et enfin ISV2.
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Afin de comparer les capacités de piégeage du DPPH des isolats bactériens testés
dans notre étude (Figure 14 et tableau 9) avec d'autres isolats bactériens utilisés dans d'autres
études, les IC50 d'inhibition du DPPH par les différents surnageants bactériens convertis en
concentration des protéines (mg/mL) (Tableau 9) ont été comparés. Par exemple, les travaux
de Utami et al. (2023), ont révélé que Bacillus cereus a une activité de piégeage des radicaux
DPPH égale a 0,262 mg/mL, I'étude de Fathoni et al. (2023) a démontré que les
actinomycetes des sols rhizosphériques et Streptomyces nigrescens, ont presenté une activité
de piégeage des radicaux DPPH avec des valeurs d'IC50 de 0,122 mg/mL et 0,098 mg/mL,
respectivement, ainsi que les travaux de Tangjitjaroenkun et al. (2021) qui ont trouvé un IC50
égal a 0,299 mg/mL pour Streptomyces achromogenes, I'étude aussi de Riahi et al. (2019) qui
a trouve un IC50 égal a 0,74 mg/mL pour Streptomyces lanatus, et enfin les travaux de Lee et
al. (2014) qui ont révélé une activité de piégeage des radicaux DPPH avec une valeur d'1C50

de 0,092 mg/mL chez Streptomyces sp.

Les valeurs d’IC50 obtenues dans les travaux annoncés précédemment, sont
supérieures aux IC50 obtenus dans notre étude. En effet, les valeurs des IC50 de ces travaux
varient entre 0,092 mg/mL et 0,299 mg/mL plus élevés que ceux de notre étude qui varient
entre 0,002 mg/mL et 0,070 mg/mL. Ce qui signifie que ’activité de piégeage du DPPH est
plus élevée chez nos isolats bactériens (plus la valeur IC50 est faible, plus l'activité

antioxydante est élevée).

Pour comparer les capacités d’inhibition du DPPH par les surnageants des 8 isolats
bactériens étudiés, l'acide ascorbique a été utilisé comme standard et son pourcentage
d’inhibition du DPPH a été calculé a différentes concentrations. Les résultats tirés sont

exposes dans la figure ci-dessous (Figure 15).
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Figure 15: Pourcentages d’inhibition du DPPH par I’acide ascorbique, a différentes
concentrations.
Les résultats obtenus montrent clairement que le standard, acide ascorbique inhibe
d’une maniére dose-dépendante le radical DPPH, c'est-a-dire le pourcentage d’inhibition du

DPPH augmente avec 1’augmentation de la concentration de I’acide ascorbique (Figure 15).

A la concentration de 0,0125 mg/mL, l'acide ascorbique inhibe 84,02 % du DPPH, a
la concentration de 0,025 mg/mL, inhibe 89,77 % et a la concentration de 0,5 mg/mL, inhibe
90,62 % du DPPH et a la concentration de 0,075 mg/mL, l'acide ascorbique inhibe 91,90 %
du DPPH.

A la concentration de 0,1 mg/mL, I'acide ascorbique inhibe 100 % du DPPH présent
dans le milieu réactionnel. Cela indique que la quantité du DPPH ajoutée a été completement
inhibée (Figure 15).

La concentration de l'acide ascorbique provoquant 50 % d'inhibition du DPPH
(IC50) est calculée comme montré précédemment afin de comparer entre les capacités
d'inhibition du DPPH par les surnageants bactériens étudiés et la capacité d'inhibition de
I'acide ascorbique (Figure 16).
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Figure 16 : Détermination de I’IC50 de I’inhibition du DPPH par 1’acide ascorbique.

Dans les résultats obtenus, le standard (acide ascorbique) montre un IC50 plus faible

(0,0011mg/mL) (Figure 16) par rapport ceux des surnageants des 8 isolats testés (Figure 14,

tableau 9), ce qui indique que ’acide ascorbique présente une activité de piégeage du DPPH

plus importante que celle des 8 isolats.

Les résultats d’IC50 obtenus d’apres Les valeurs des IC50 de la dégradation de
I’H20. (Tableau8) et d’inhibition du DPPH (Tableau 9) par les différents surnageants

bactériens converties en concentration des protéines (mg/mL) sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau 10 : IC50 des activités de dégradation de I’H,0, et d’inhibition du DPPH par les

différents surnageants bactériens converties en concentration des protéines (mg/mL).

Les isolats IC50 H,0; en quantité de | IC50 DPPH en quantité de
protéine des surnageants protéine des surnageants
(mg/mL) (mg/mL)
ISV1 0,020 0,013
ISV2 0,035 0,070
ISR1 0,017 0,040
ISR2 0,013 0,013
ISmR1 0,032 0,028
ISmR2 0,050 0,005
ISS1 0,024 0,026
ISS2 0,005 0,002
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D’aprés les résultats représentés dans le Tableau 10, une corrélation semble émerger
entre les résultats de l'activité catalasique et des capacités inhibitrices du DPPH chez les
isolats ISV1, ISR2, ISS2, ISS1 et ISmR1. Cependant, il est important de noter que les isolats
ISV2, ISR1 et ISRm2 ne présentent pas de corrélation apparente entre ces deux activités
antioxydantes. Ces résultats soulignent la diversité des mécanismes antioxydants présents
chez ces isolats.

Selon les données recueillies (Tableau 10), il semble y avoir une parfaite corrélation
entre les performances de I’isolat ISS2 en termes d'activité antioxydante pour I'inhibition du
DPPH et I'activité catalasique de I'H,O,, comme le montre les valeurs d'1C50 de 0,002 mg/mL
et 0,005 mg/mL respectivement. Pour rappel, une faible valeur d'IC50 indique une forte
activité antioxydante. Cette corrélation peut suggere que I’isolat 1SS2 présente une capacité
¢levée a neutraliser les radicaux libres générés par le DPPH ainsi qu'a décomposer 1’H0s.
Ces propriétés antioxydantes pourraient étre liées a des mécanismes biochimiques communs
ou a la présence de composés particuliers dans ISS2 qui contribuent a ces deux fonctions. A
cet égard 1’étude de Li et al. (2012) ont évalué les capacités de piégeage de DPPH in vitro et
la résistance au H,O, de 11 souches de Lactobacillus plantarum. Leurs résultats ont révélé
que la souche L. plantarum C88 présentait les activités de piégeage des radicaux hydroxyles
et du DPPH les plus élevées. Ces résultats soulignent le potentiel des souches de
L. plantarum, en particulier L. plantarum C88, en tant qu'antioxydants naturels et comme
agents résistants au stress oxydatif.

Concernant, l'isolat ISR2, il montre une activité catalasique et une capacité de
piégeage du DPPH similaires, avec des valeurs d'IC50 de 0,013 mg/mL (Tableau 10), le
positionnant comme plus efficace par son activité catalasique par rapport aux isolats ISV1,
ISV2, ISR1, ISmR1, ISmR2 et ISS1. De plus, il se révéle étre plus efficace en termes de
capacité de piégeage du DPPH par rapport a ISV1, ISV2, ISR1, ISmR1, et ISS1.

Quant aux isolats ISV1, ISV2, ISS1 et ISmR1, les résultats montrent une variation
entre les valeurs d'IC50 pour l'activité catalasique et la capacité de piégeage du DPPH. Pour
ISV1, les valeurs d'IC50 pour les deux activités sont relativement proches (0,020 mg/mL pour
I'activité catalasique et 0,013 mg/mL pour la capacité de piégeage du DPPH), ce qui suggére
une certaine corrélation. De méme, pour ISS1 et ISmR1, les valeurs montrent une proximité

pour les deux activités, indiquant également une corrélation possible. ISS1 affiche des valeurs
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d'IC50 de 0,024 mg/mL pour l'activité catalasique et de 0,026 mg/mL pour la capacité de
piégeage du DPPH. Concernant, ISmR1, ces valeurs sont de 0,032 mg/mL et 0,028 mg/mL
respectivement (Tableau 10). Des recherches ont corroboré l'association entre I'activité
catalasique et la capacité de piégeage du DPPH chez les bactéries. Par exemple, I'étude de
Gopi et al. (2014) portant sur Bacillus sp a également mis en évidence une capacité
significative de piégeage du DPPH, avec une IC50 de 0,015 mg/mL, et une IC50 de 0,023
mg/mL pour l'activité catalasique. De méme, I'étude d'Asker et al. (2015) sur la souche
bactérienne Achromobacter piechaudii NRC2 a souligné une capacité de piégeage du DPPH,
avec une IC50 de 0,17 mg/mL, tandis que l'activité catalasique affichait une IC50 de 0,20
mg/mL. Cependant, pour ISV2, les valeurs d'IC50 sont plus éloignées (0,035 mg/mL pour
I'activité catalasique et 0,070 mg/mL pour la capacité de piégeage du DPPH) (Tableau 10),

révélant la probabilité d’une absence de corrélation entre ces deux activités pour cet isolat.

D'autre part, I’isolat ISmR2, malgré sa capacité de piégeage du DPPH élevés (IC50
de 0,005 mg/mL) par rapport aux autres isolats restants, il affiche une activité catalasique
plus faible avec un IC50 de 0,050 mg/mL (Tableau 10). Par ailleurs, I'isolat ISR1 se distingue
par une activité catalasique significative, affichant une valeur d'IC50 de 0,017 mg/mL par
rapport aux isolats ISV1, ISV2, ISmR1 et ISmR2. Cependant, cet isolat ISR1 présente une
capacité de piégeage du DPPH relativement faible par rapport a la majorité des isolats étudiés
ISV1, ISR2, ISmR1, ISmR2, ISS1 et ISS2, avec une valeur d'IC50 de 0,040 mg/mL (Tableau
10). L'étude de Selim et al. (2022) sur Bacillus cereus a révélé des résultats similaires aux
notres. En effet, elle a montré une capacité de piégeage du DPPH relativement forte, avec une
valeur d'IC50 de 0,5 mg/mL, comparée a l'activité catalasique pour laquelle la valeur d'1C50
était de 1,5 mg/mL.

Les disparités constatées entre nos isolats dans leurs systémes de défense
antioxydants, que ce soit par leur activité catalasique significative, leur capacité de piégeage
du DPPH ou les deux simultanément, peuvent étre expliquées par divers facteurs ayant un
impact substantiel sur le pouvoir antioxydant de chaque isolat. D’une fagon générale chez les
bacteries, parmi ces facteurs, on compte les conditions et le milieu de culture, la concentration
cellulaire, I'état physiologique des cellules, ainsi que l'activité antioxydante intrinséque,
englobant des enzymes telles que la SOD, la GPx, la NADH oxydase, et des molécules
comme le glutathion réduit, le NADH, etc (Arasu et Al-Dhabi, 2017). De plus, la présence de

molécules dotées de propriétés antioxydantes dans la membrane cellulaire externe peut
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également jouer un réle crucial dans cette diversité d'activités antioxydantes (Bowler et
Crapo, 2002).
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Conclusion et perspectives

Notre étude avait comme objectif de rechercher et de comparer des activités
antioxydantes chez des bactéries isolées a partir de différents sols. Les isolats ISV1 et ISV2
(sol vierge), les isolats ISR1 et ISR2 (sol d'une zone rhizosphérique), les isolats ISmR1 et
ISmR2 (sol situé a 1 metre d'une zone rhizosphérique) et enfin les isolats ISS1 et 1ISS2 (une
zone rhizosphérique d'un sol salin). Cette recherche d’activité a été effectuée par 3 tests
différents : le test de résistance/sensibilité a I'H,O, des isolats bactériens (méthode de
diffusion par disques), le test de la recherche de I'activité catalasique et le test de la recherche

de capacités de piégeage du DPPH par les surnageants des isolats bactériens.

Les résultats du premier test de résistance/sensibilité a I'H,O, des 8 isolats bactériens
ont révelé des profils distincts en fonction des différentes concentrations d'H,O, (25 mM, 50

mM et 100 mM). Les résultats marquants de ce 1* test sont comme suit :

-L'étude révele l'influence de l'augmentation de la concentration d’H,O, sur la

résistance ou la sensibilité de la plupart des isolats bactériens.

-Les isolats ISV1, ISR1, ISR2, ISmR1 et ISmR2 deviennent plus sensibles a des
concentrations plus élevées d’H,O, tandis que les isolats ISV2 et ISS1 résistent aux
différentes concentrations d'H,0, testés. En revanche, l'isolat ISS2 est sensible a tous les
concentrations d'H,0, testeés.

-Les isolats les plus résistants sont ISV2 et ISS1, suivis par les isolats ISV1, ISR1,

ISR2, ISmR1 et ISmR2, et enfin 1SS2, sensible a toutes les concentrations d'H,0, testées.

Pour le test de la recherche de I'activité catalasique, les surnageants des 8 isolats
testés présentent une activité catalasique avec des valeurs d'IC50 qui varient entre 0,005
mg/mL et 0,050 mg/mL. Dans un classement décroissant d'activité de dégradation de I'H,0O,
par les isolats, on observe que I'isolat ISS2 est le plus performant, suivi respectivement par les
isolats ISR2, ISR1, ISV1, ISS1, ISmR1, ISV2 et ISmR2.

Pour le test de piégeage du DPPH, les surnageants des 8 isolats testés présentent une
activité de piégeage du DPPH, les valeurs des IC50 varient entre 0,002 mg/mL et 0,070
mg/mL. Dans un classement décroissant d'efficacité de piégeage du DPPH par les isolats, on
constate que l'isolat ISS2 est le plus performant, suivi respectivement par les isolats ISmR2,
ISV1 et ISR2 (ces 2 derniers sont a égalité), ensuite, viennent ISS1, ISmR1, ISR1, et enfin
ISV2
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Les résultats de I'étude mettent en évidence des variations dans les performances des
8 isolats testés pour leurs activités antioxydantes (pour les 3 tests). Ces résultats soulignent le

potentiel significatif des bactéries en tant que source d'activités antioxydantes.

Cette étude initiale sur les activités antioxydantes ouvre la possibilité a plusieurs

avenues de recherche et perspectives pour approfondir sa compréhension. Par exemple :

-Etudes approfondies sur les voies métaboliques chez les bactéries dans la
neutralisation des dommages oxydatifs et sur les mécanismes de régulation génétique

associés, complétant ainsi la compréhension des mécanismes antioxydants bactériens.

-Exploration approfondie des mécanismes antioxydants bactériens, en se concentrant

sur les enzymes spécifiques qui neutralisent les dommages oxydatifs.

-ldentification et caractérisation des molécules actives responsables de l'activité

antioxydante des bactéries, en utilisant des techniques analytiques avancées.

-Recherche visant a identifier les génes régulant la production des enzymes

antioxydantes, ouvrant ainsi la voie a des applications biotechnologiques ciblées.
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Annexes

1. Préparation des milieux de culture :

Les milieux de culture suivant ont été préparés pour cultiver et purifier les isolats, ainsi que

pour détecter leurs propriétés antioxydantes.
2. Le Bouillon Nutritif :

Le Bouillon Nutritif, un milieu liquide couramment employé pour la croissance des micro-
organismes peu exigeants, est préparé en dissolvant 13 g de la poudre du milieu BN dans 1 L

d'eau distillée, aprés agitation en autoclavant le mélange a 120 °C pendant 20 minutes.
3. La Gélose Nutritive :

La Gélose Nutritive est un milieu non sélectif, utilisé pour la culture d'une large gamme de
bactéries qui n'ont pas de besoins spécifiques elle est composée de tout ce que la plupart des
bactéries ont besoin pour leur croissance (Vaseekaran et al., 2010 ; Pashirova et al., 2015).
Pour sa préparation, on dissout 23 g de la poudre du milieu dans 1L d'eau distillée aprés
agitation sur plaque chauffante, puis la gélose est autoclavée a 120 °C pendant 20 minutes.

4. Préparation de I’eau physiologie :

Pour la préparation de 1’eau physiologie a 0,9 %, on dissout 1,8 g de la poudre du Nacl
(Le chlorure de sodium) dans 0,2 L d'eau distillée.
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Résumé

Les antioxydants, produits par les différents organismes vivants, sont essentiels dans la prévention de
I’apparition d’un stress oxydatif qui peut avoir des effets néfastes sur le fonctionnement cellulaire. Les
bactéries se distinguent par leur capacité a produire des enzymes et des substances antioxydantes. Pour cela
I’objectif de notre travail est de rechercher des propriétés antioxydantes (profils résistance/sensibilité a
I'H,0,, recherche de l'activité catalasique et les capacités de piegeage du DPPH), chez des bacteéries isolées
a partir de différents sols, sol vierge (ISV1 et ISV2), sol d'une zone rhizosphérique (ISR1 et ISR2), sol
situé a 1 metre d'une zone rhizosphérique (ISmR1 et ISmR2) et enfin une zone rhizosphérique d'un sol
salin (ISS1 et 1SS2). Les résultats obtenus montrent que les 8 isolats bactériens étudiés sont dotés de
capacités antioxydantes avec des profils différents. En effet, pour le profil résistance/sensibilité a I'H,O,,
les isolats ISV2 et ISS1 résistent a toutes les concentrations testées contrairement a 1’isolat 1SS2 qui est
sensible, les autres isolats présentent des profils différents en fonction de la concentration testée.
Concernant les capacités de dégradation de ’H,05, les 8 isolats sont dotés d’activités catalasiques avec des
IC50 qui varient entre 0,005 mg/mL (pour I’isolat ISS2, le plus performant) et 0,050 mg/mL (pour I’isolat
ISmR2, le moins performant). Pour les capacités de piégeage du DPPH, les IC50 varient entre 0,002
mg/mL (pour I’isolat ISS2, le plus performant) et 0,070 mg/mL (pour I’isolat ISV2, le moins performant).
Mots-clés : Bactéries, sol, propriétés antioxydantes, activité catalasique, piégeage du DPPH.
Summary

Antioxidants, produced by various living organisms, are essential in preventing the onset of oxidative
stress, which can have adverse effects on cellular function. Bacteria are distinguished by their ability to
produce enzymes and antioxidant substances. Therefore, the objective of our work is to investigate
antioxidant properties (resistance/sensitivity profiles to H,O,, catalase activity, and DPPH trapping
capacities) in bacteria isolated from different soils: pristine soil (ISV1 and ISV2), rhizospheric zone soil
(ISR1 and ISR2), soil located 1 meter from a rhizospheric zone (ISmR1 and ISmR2), and finally, a
rhizospheric zone of saline soil (ISS1 and 1SS2).The results obtained show that the eight bacterial isolates
studied possess antioxidant capacities with different profiles. Indeed, for the resistance/sensitivity profile to
H,0,, isolates ISV2 and ISS1 resist all tested concentrations, unlike isolate 1SS2, which is sensitive. The
other isolates exhibit different profiles depending on the concentration tested. Regarding the degradation
capacities of H,O,, all 8 isolates exhibit catalase activities with 1C50 values ranging from 0,005 mg/mL
(for isolate 1SS2, the most efficient) to 0,050 mg/mL (for isolate ISmR2, the least efficient). For the DPPH
trapping capacities, 1C50 values range from 0,002 mg/mL (for isolate 1SS2, the most efficient) to 0,070
mg/mL (for isolate ISV2, the least efficient).
Keywords : Bacteria, soil, antioxidant properties, catalase activity, DPPH trapping.
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