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Abstract

Marine sediments, rich in microbial diversity, represent a promising source of microorganisms
that produce bioactive compounds. This work is part of the valorization of marine microbial
biodiversity as a potential source of new bioactive molecules. The study focused on the
isolation and identification of fungi and actinomycetes from marine sediments collected at
Malous Beach (Tlemcen Province), as well as the evaluation of their antimicrobial potential
using the agar cylinder and well diffusion methods, and their antioxidant activity through
DPPH free radical scavenging.
Ten fungal strains and three actinomycete strains were isolated. Macroscopic, microscopic,
and biochemical identification revealed a predominance of the Penicillium genus among fungi
and Streptomyces among actinomycetes.
Regarding antibacterial activity, results showed that strain SM10 exhibited the widest activity
against Bacillus cereus with an inhibition zone of 17 mm, while strain SM4 was the only one
to inhibit Candida albicans. Strain SM3 showed a broad antimicrobial spectrum against the
tested  bacteria, with inhibition zones ranging from 6 to 15 mm.
For antioxidant activity, extracts from Streptomyces strains SM1, SM2, and SM3 showed
moderate activity, with inhibition percentages of 13.852%, 6.086%, and 11.716% respectively
at a concentration of 2 mg/mL.

These preliminary results confirm the biotechnological potential of marine microorganisms as
a source of new antimicrobial and antioxidant substances.

Keywords: Marine sediments, Fungi, Actinomycetes, Antimicrobial activity, Antioxidant

activity.



Résumé

Les sédiments marins, riches en diversité microbienne, constituent une source prometteuse de
micro-organismes producteurs de molécules bioactives. Ce travail s’inscrit dans le cadre de la
valorisation de la biodiversité microbienne marine en tant que source potentielle de nouvelles
molécules bioactives. L’étude a porté sur 1’isolement et I’identification de champignons et
d’actinomycetes a partir de sédiments marins prélevés dans la plage Malous (Wilaya de
Tlemcen), ainsi que 1’évaluation de leurs potentiels antimicrobien par les méthodes de
cylindre d’agar et des puis et antioxydant par le piégeage de radical libre DPPH. Dix souches
fongiques et trois souches d’actinomycétes ont été isolées. L’identification macroscopique,
microscopique et biochimique a révélé une dominance du genre Penicillium comme
champignon et Streptomyces comme actinomycetes. En ce concerne ’activité antibactérienne,
les résultats ont montré que la souche SM10 présentait la plus large activité contre Bacillus
cereus avec un diamétre d’inhibition de 17 mm, tandis que la souche SM4 était la seule a
inhiber Candida albicans. La souche SM3 a présenté un spectre d’activité antimicrobienne
étendu, contre les bactéries testées avec des zones d’inhibition variant entre 6 et 15 mm. Pour
I’activité antioxydante, les extraits des souches Streptomyces SM1, SM2 et SM3 ont présenté
une activité modérée, avec des pourcentages d’inhibition respectifs de 13.852 %, 6.086 et
11.716 % a une concentration de 2 mg/mL.

Ces résultats préliminaires confirment le potentiel biotechnologique des micro-organismes

marins comme une source de nouvelles substances antimicrobiennes et antioxydantes.

Mots clés : Sédiments marins, Champignons, Actinomycetes, Activité antimicrobienne,

Activité antioxydante.
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Introduction

La biotechnologie marine, également appelée « biotechnologie bleue », est un champ de
recherche émergent aux perspectives prometteuses, jouant un role croissant dans la
construction d’une société¢ plus durable sur le plan environnemental. En exploitant les
ressources biologiques marines a des fins industrielles, médicales et environnementales, elle
s’appuie sur la richesse chimique des écosystémes océaniques pour développer des
médicaments, des enzymes, des antibiotiques et des biopolymeéres. La biodiversité
microbienne marine offre ainsi un potentiel considérable pour la découverte de nouveaux
traitements, soutenu par des recherches de pointe dans ce domaine (Fonséca, 2023).

De nombreuses études ont démontré que les organismes marins constituent une source
particulierement riche en composés bioactifs, souvent plus diversifiés et originaux que ceux
issus du milieu terrestre (Karthikeyan ef al, 2022). Parmi ces organismes, les
microorganismes marins produisent des métabolites secondaires bioactifs présentant des
structures chimiques originales, souvent absentes chez les organismes terrestres (Bhakuni &
Rawat, 2005). Les bactéries et les champignons marins représentent ainsi des sources
d’intérét majeur pour la découverte de nouveaux composés biologiquement actifs.

Ce potentiel est renforcé par les conditions extrémes dans lesquelles évoluent de nombreuses
espeéces marines, caractérisées par un froid intense, une obscurité permanente et de fortes
pressions. Ces environnements hostiles favorisent I’adaptation et la production de métabolites
secondaires originaux et complexes, offrant un potentiel important pour le développement de
nouvelles approches thérapeutiques et biotechnologiques (Debbab et al., 2010).

Parmi ces ressources, les sédiments marins abritent une diversité importante de micro-
organismes capables de produire des enzymes d’intérét industriel, telles que les protéases,
essentielles dans les secteurs des détergents, du cuir, des textiles et des produits
pharmaceutiques (Natsir ef al., 2024). L’exploration de la diversit¢é microbienne de ces
environnements benthiques a révélé la présence de bactéries, virus et champignons,
représentant entre 5 % et 15 % de la biomasse microbienne totale de la planéte (Whitman et
al., 1998 ; Roussel et al., 2008 ; Kallmeyer et al., 2009).

Les sédiments marins algériens présentent a ce titre un intérét particulier, car ils sont
influencés par divers facteurs environnementaux, notamment la taille des grains, les niveaux
de contamination et les propriétés physico-chimiques. Des études indiquent que les sédiments
du golfe d'Oran sont principalement sableux et graveleux, avec une teneur minimale en boue,
et sont affectés de manicre significative par la pollution urbaine et industrielle (Kerfouf &

Boucetta, 2022). Par ailleurs, les activités de dragage dans les eaux algériennes générent de
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grands volumes de sédiments, ce qui nécessite une gestion et une valorisation soigneuses de
ces matériaux (Dehilis ez al., 2017).

Les environnements peu étudiés, notamment les milieux sahariens et marins, présentent un
intérét particulier du fait de leurs caractéristiques physico-chimiques spécifiques, qui
influencent le métabolisme des microorganismes et favorisent la production de composés
bioactifs inédits (Gandhimathi er al, 2008). L’exploration de ces nouvelles souches
microbiennes constitue un enjeu majeur, particulierement pour la découverte de molécules
innovantes pouvant servir de modéles dans la conception de nouveaux antibiotiques (Sofia et
Boldi, 2006).

Depuis la découverte de la pénicilline par Alexander Fleming en 1928, les antibiotiques ont
révolutionné la prise en charge des infections. Cependant, leur usage excessif et
I’automédication ont favorisé 1’émergence de souches bactériennes multi-résistantes.
Aujourd’hui, aucune classe d’antibiotiques — naturelle ou synthétique — n’échappe a ce
phénoméne préoccupant, avec des résistances apparaissant souvent dés les premicres années
apres leur mise sur le marché. Cette situation rend urgente la recherche de nouvelles sources
bioactives, en particulier dans le milieu marin (Fernandez et al., 2011).

Bien qu’encore en développement, la biotechnologie marine a déja permis des avancées
notables sur les plans écologique et socio-économique, souvent hors de portée des ressources
terrestres (Abid et al., 2018). Elle contribue activement a 1’essor de 1’économie bleue, un
secteur en forte expansion dont le marché a atteint plusieurs milliards de dollars en 2020
(Role and Prospect of Marine Biotechnology in Blue Economy, 2022).

Enfin, les études récentes menées sur les ressources marines algériennes ont révélé un fort
potentiel local. Par exemple, une souche de Streptomyces bacillaris a montré une activité
antifongique prometteuse contre des pathogénes tels que Candida albicans, soulignant
I’importance de poursuivre I’exploration des ressources marines nationales pour la découverte

de nouveaux composés bioactifs (Boublenza et al., 2024).
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Généralité

Les composés bioactifs issus des organismes marins suscitent un intérét croissant en raison de
leurs multiples propriétés pharmacologiques et de leurs perspectives d'application dans
plusieurs domaines, tels que la médecine, les produits nutraceutiques, la cosmétique et
l'industrie agroalimentaire. Ces substances se distinguent par une grande diversité d'activités
biologiques, incluant notamment des effets anti-inflammatoires, anticancéreux, antiviraux et
antibactériens (Wani & Zahoor, 2024). La production de ces composés par des micro-
organismes marins représente plus de 40 % des molécules marines identifiées (Blunt ef al.,

2015, 2016) (Figure 01).

Marine metabolites sources between 2012 et 2014

M Microorganis mes
WEponges

u Cnidaires
WAlgues

M Mangroves

i Echinodermes

o Tuniciers

M Mollusques

Bryozoaires

Figure 1:Origines des molécules marines décrites entre 2012 et 2014, selon les publications

annuelles (Navarri, 2016).

Ces composés tels que les polysaccharides, les peptides, les acides gras polyinsaturés (AGPI)
ou encore les phlorotannins sont reconnus pour leur implication significative dans la prise en
charge des pathologies associées au mode de vie (Abbas ef al, 2018). A cela s’ajoutent
d’autres métabolites secondaires issus d’organismes marins, qui se distinguent par une grande
diversit¢ d’activités biologiques, renforgant leur potentiel thérapeutique. Par exemple,
I’astaxanthine et la fucoxanthine présentent une activité antioxydante puissante, utile dans la

prévention du stress oxydatif et des maladies qui en découlent (Kachhwaha al., 2022).
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D’autres composés comme les sécuramines et les stérols se sont révélés cytotoxiques vis-a-vis
de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses, ce qui en fait des candidats prometteurs dans le
développement d’agents anticancéreux (Verissimo et al., 2021). En outre, plusieurs de ces
molécules marines présentent des propriétés antimicrobiennes, avec des effets antibactériens
et antiviraux significatifs, ouvrant la voie a de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les
infections (Caso, 2018).

De nombreuses molécules bioactives d'origine marine ont été identifiées chez des micro-
organismes présents dans divers environnements marins, tels que les sédiments, I'eau de mer,
les coraux et leur mucus, ainsi que chez des organismes marins plus complexes comme les
mangroves, les éponges, les algues et les herbiers marins (Padmavathi ez al., 2023).

Une analyse globale des carottes de sédiments révele que la diversité microbienne présente
dans les sédiments marins est comparable a celle observée dans les sols terrestres, avec des
estimations variant de 3.28 x 10[] a 2.46 x 10[] variants de séquences d’amplicons chez les
bactéries (Hoshino ef al., 2020). Cette richesse microbienne se manifeste notamment par la
présence d’un large éventail de micro-organismes, parmi lesquels les champignons occupent
une place importante. Ces derniers jouent un role clé dans la recherche pharmaceutique, en
produisant des métabolites secondaires originaux et en s’adaptant a une grande variété¢ de
conditions environnementales, y compris a différentes profondeurs marines (Safwan et al.,
2024).

Les champignons marins sont des micro-organismes eucaryotes qui se développent dans les
environnements profonds des sédiments océaniques (Sobol et al., 2023). Ils colonisent une
grande diversité d’habitats marins et proviennent souvent de champignons facultatifs
d’origine terrestre, capables de s’adapter aux conditions particulicres du milieu marin
(Mouton et al., 2012). Ces organismes parviennent a survivre dans des environnements
abyssaux caractérisés par des températures trés basses, une pression extréme et une absence
totale de lumiere, en tirant leur énergie de la matiere organique issue de la neige marine
(Rojas-Jimenez et al., 2020). Ils se composent majoritairement de formes filamenteuses (68
%) et, dans une moindre mesure, de levures (32 %), appartenant principalement aux phylums
Ascomycota et Basidiomycota (Rédou et al, 2015). Ils jouent un role clé en tant que
décomposeurs, symbiotes et agents pathogenes, influengant de manicre significative le cycle
des nutriments ainsi que la résilience des écosystemes (Bunbury-Blanchette & Walker,
2019).

Les travaux antérieurs ont montré que Trichoderma harzianum et Penicillium crustosum sont

isolés a partir des sédiments des fjords chiliens (Ahumada-Rudolph ef al., 2016) Une étude
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menée sur le fleuve Shatt Al-Arab a recensé¢ 141 especes réparties entre 70 genres, parmi
lesquelles Aspergillus niger, Fusarium oxysporum et Trichoderma viride figuraient parmi les
plus courantes (Abdullah & Abbas, 2008). En raison de conditions extrémes telles qu'une
salinité ¢levée et une faible luminosité, ces organismes développent des voies métaboliques
particuliéres, ce qui entraine la production de métabolites secondaires spécifiques (Pan et al.,
2025). Les sédiments marins se révelent étre une source importante de diversité fongique, des
¢tudes ayant montré que les champignons peuvent prospérer a différentes profondeurs, des
eaux peu profondes jusqu’aux zones abyssales. Ces champignons constituent une source
précieuse de métabolites bioactifs, prometteurs pour la découverte de nouveaux médicaments
(Safwan et al., 2024).

Les actinomycétes, une autre famille caractéristique des sédiments, forment un groupe de
bactéries filamenteuses a Gram positif, reconnues pour leur aptitude a produire une vaste
gamme de composés bioactifs, notamment des antibiotiques. Adaptés a une grande diversité
d’environnements marins, ces micro-organismes sont d'importantes sources de métabolites
secondaires, représentant entre 70 et 80 % des substances a activit¢ médicale issues des
actinomycétes (Kumar et al., 2022). Moins étudiés que leurs homologues terrestres, ils se
distinguent par leurs adaptations particuliéres aux conditions spécifiques du milieu marin
(Balaji et al., 2022).

Ces micro-organismes présentent une grande diversité, avec 1’identification de nombreux
genres tels que Streptomyces, Kocuria et Micromonospora dans les sédiments marins (Xiong
et al, 2015). Ils ont révélé une activité antibactérienne notable. A titre d'exemple,
Streptomyces olivoverticillatus et S. cyaneus ont présenté une forte action antimicrobienne,
tandis que S. albogriseolus s’est distingué par ses puissantes propriétés antioxydantes
(Kumar et al., 2024).

Ce groupe participe au cycle des nutriments et établit des relations symbiotiques avec les
plantes marines et les invertébrés, soulignant ainsi leur réle écologique essentiel (Balaji ef al.,
2022). II est considéré comme des saprophytes libres, qui se développent dans une variété
d’environnements marins en tirant leur énergie de la matiére organique contenue dans les
sédiments (Mohan et al., 2014).

Selon Zhiqiang et al. (2015), 613 souches ont été isolées, parmi lesquelles 154 ont montré
une activité antimicrobienne ciblant des microorganismes résistants aux traitements
médicamenteux. La majorité de ces isolats appartiennent notamment au genre Streptomyces,

connu pour sa production prolifique de métabolites secondaires (Duncan et al., 2015).
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Certaines souches de Streptomyces, comme S. olivoverticillatus et S. cyaneus, se sont révélées
prometteuses pour leurs activités antimicrobienne, antioxydante et anti-inflammatoire
(Shubhro et al., 2024).

L’¢étude des sédiments marins de Terre-Neuve a révélé une grande diversité d’actinomycetes,
majoritairement des Streptomyces, dont 41 % présentaient une bioactivité et produisaient des
métabolites uniques comme le 1-isopentadécanoyl-3B-D-glucopyranosyl-X-glycérol et le
sungsanpin, soulignant leur potentiel biotechnologique (Duncan et al., 2015).

Des actinomyceétes marins isolés pres des iles de Gigantes (Iloilo) montrent une activité
antibactérienne, notamment contre le Staphylococcus aureus multirésistant. La souche
DSDO11 de Streptomyces sp. produit des antibiotiques a base d’angucycline, soulignant le
potentiel des sédiments marins comme source d’antibiotiques. (Sabido et al., 2020).
L’objectif de ce travail est d’isoler des souches de champignons et d’actinomycétes marins a
partir des sédiments marins au niveau du la plage de Malous, et d’évaluer les activités
antimicrobiennes et des antioxydantes de ces souches et leurs extraits. Pour cela, 1’isolement
et le criblage reposent sur I’utilisation d’une large gamme de milieux de culture ainsi que sur
I’emploi de divers microorganismes cibles, incluant des bactéries et la levure C. albicans.
Pour atteindre cet objectif, notre travail s’est articulé autour de trois grandes parties :

La premicre partie est consacrée a des généralités sur les molécules bioactives marine et sur
les champignons et les actinomycétes des sédiments marins et leurs importance.

La deuxiéme partie concerne, les protocoles expérimentaux et les techniques utilisées tout au
long de ce travail. A propos de la troisieme partie, elle dévoile I’analyse des résultats obtenus,
les interprétations et les discussions pour finaliser par une conclusion et des perspectives de

recherche.






Matériel et méthodes

1 Collecte des échantillons

Dans le but d'approfondir la compréhension de la diversit¢é des champignons et des
actinomycetes présents sur les cotes algériennes, et afin de les isoler a partir du milieu marin
de la wilaya de Tlemcen, des échantillons de sédiments marins ont été prélevés de maniére
aseptique et aléatoire a partir de la plage de Malous située a environ 1,5 km a I’est de la plage
de Wardania, dans la commune d’Oulhaca El Gheraba, a proximité de Honaine (Wilaya de
Tlemcen). Le prélévement a été effectué le 15/02/2025 (Figures 02).

Les échantillons de sédiments ont été récupérés dans des sacs en plastique stériles (Figure 03)

et stockés immédiatement a 4 °C.

SODOTA Beach @

Plage El Malous

Vu récemment
Qa8 9 gass S @
.

Ourdania
Plac

Figure 3:Des échantillons de sédiments marins ont ét¢ étudiés en laboratoire (photo
personnelle, 2025).
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2. Isolement des champignons et des actinomycétes

2.1 Isolement des champignons

L’isolement a été effectué selon la méthode de dilution décimale. Pour ce faire, 10 g de
sédiment, a été suspendu dans 90 mL d’eau de mer stérile. Des séries de dilutions ont été
préparées, allant de 1001 a 10011,

Des boites de Pétri contenant les milieux PDA, PDAac, PDAr, CDA, CDAr et MEAac (voir
Annexes 2) sont ensemencées avec 1 mL des dilutions préparées. Aprés un temps de contact
de 10 a 15 minutes, le surnageant est ¢liminé. Les boites sont ensuite incubées pendant 5 a 7
jours a une température de 28 £4 °C. L’ajout d’acide lactique (25 %) ou de rose bengal, a
raison de 1 a 1,5 mL par flacon d’environ 200 mL, permet d’inhiber la croissance bactérienne.
Par ailleurs, le rose bengal ralentit le développement des moisissures a croissance rapide,
favorisant ainsi I’isolement des especes a croissance plus lente.

2.2. Isolement des actinomycetes

L’isolement a été effectué selon la méthode de dilution décimale. Pour ce faire, 10 g de
sédiment, a été suspendu dans 90 mL d’eau de mer stérile. Des séries de dilutions ont été
préparées, allant de 101" a 100J[J (Gebreyohannes et al., 2013). Puis on étale 100 pl de
chaque dilution a la surface des milieux de culture : Amidon caséine agar, gélose de gause,
ISP2 (Shirling et Gottlieb, 1966) (voir annexes). Ces milieux de culture ont été préparés avec
I’eau de mer et (50 %) et de I’eau distillée (50 %) puis enrichix par 10 pg/ml d’acide
nalidixique et 50 pg/ml de cycloheximide (Jensen et al., 1991).

Apres I’ensemencement, les boites sont incubées a 28 + 1 °C pendant une période de 2 a 4
semaines et font 1’objet d’un suivi régulier (Belyagoubi 2014).

3. Identification des champignons et des actinomycétes

3.1 Identification des champignons

L’identification des souches fongiques a été principalement réalisée sur les criteres
macroscopiques a savoir la texture, et couleur (Dufresne, 2021), et microscopiques en basant
sur la forme, la couleur

Pour réaliser les observations microscopiques, la technique du scotch a été adopté (Chabasse,
2002). Elle consiste a prélever, a 1’aide d’un morceau de ruban adhésif, une fraction
mycélienne a partir d’une culture jeune, puis a I’appliquer sur une lame contenant une goutte
de bleu de coton. Les observations microscopiques sont effectué¢es aux grossissements x40 a

I’aide d’un microscope.
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3.2 Identification des actinomycétes
Comparable aux champignons, I’identification se fait par des observations morphologiques
afin de caractériser la couleur du mycélium aérien et du substrat en utilisant les milieux ISP6
et ISP7 (International Streptomyces Project) (Shirling & Gottlieb, 1966). La coloration de
Gram a été réalisée pour effectuer les observation microscopique (Cheesbrough, 2010). Un
troisieéme critere a été additionnée qui est I’identification biochimique
3.3 Tests Identification biochimique
3.3.1 Hydrolyse de I’amidon
le test d’hydrolyse de I’amidon est effectué¢ sur une gélose nutritive enrichie a 10 % (m/v) en
amidon soluble. Aprés une incubation de 14 jours a 28 °C, la gélose est traitée avec une
solution de Lugol. L’apparition de zones claires autour des colonies révele une hydrolyse de
I’amidon, tandis que les zones contenant encore de I’amidon prennent une coloration brune
(Marchal et al.,1991).
3.3.2 Action sur le lait écrémé
Des tubes contenant une solution a 10 % (p/v) de lait écrémé en poudre dissous dans de 1’eau
physiologique sont ensemencés, puis incubés a 30 °C. Des observations régulicres effectuées
sur une période de 14 jours ont permis de détecter une coagulation et/ou une peptonisation
complete du lait, induite par la souche étudié¢e (Williams & Cross, 1971).
3.3.3 Utilisation de différents substrats carbonés et production de H''S
Des tubes contenant le milieu TSI (7riple Sugar Iron) sont ensemencés par piqire dans la
profondeur et en surface, puis incubés a 30 °C pendant une période de 7 a 14 jours (Marchal
et al., 1991). Les résultats sont interprétés comme suit :

o Un virage au jaune de la pente indique une utilisation du lactose et/ou du saccharose.

e Un culot jaune traduit une fermentation du glucose.

e Laproduction de H'IS se manifeste par une coloration noire au sein du milieu.
3.3.4 Hydrolyse de la gélatine
Pour évaluer I’hydrolyse de la gélatine, les isolats ont été ensemencés sur des plaques
contenant ce substrat, puis incubés a 30 °C durant sept jours. A I’issue de 1’incubation, 1 ml
de solution de chlorure mercurique a été ajouté sur la surface du milieu afin de mettre en
¢vidence les zones d’hydrolyse (Gebreyohannes et al.,2013).
3.3.5 La production d’indole
Pour évaluer la capacité¢ de production d’indole, 4.5 mL d’eau physiologique contenant 4
gouttes de réactif urée-indole sont ensemencés avec la souche a tester. Aprés une incubation a

30+ 1 °C pendant 48 heures, | mL de la culture est prélevé et traité avec 2 a 3 gouttes de
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réactif de Kovacs. L’apparition d’un anneau rouge vermillon a la surface indique une réaction
positive (Marchal & Bourdon, 1991).

3.3.6 Utilisation du citrate comme seule source de carbone

Ce test vise a vérifier si les souches sont capables d’utiliser le citrate comme unique source de
carbone. L’inoculation se fait en strie longitudinale sur la pente du milieu de Simmons, suivie
d’une incubation a 30 °C. La croissance est surveillée pendant une période allant jusqu’a une
semaine (Wauters et al., 2005).

3.3.7 Hydrolyse de caséine

L’activité protéolytique a été évaluée sur une gélose nutritive supplémentée a 5% de lait
écrémé. Apres une incubation de 14 jours a 30 °C, les boites sont examinées. La présence
d’une zone claire autour des colonies indique une hydrolyse de la caséine (Schofield &
Schaal, 1981 ; Chaphalkar & Dey, 1996).

4. Evaluation de activité antimicrobienne

4.1 Souches testées

Pour le test de D’activit¢ antimicrobienne on utilise des souches bactériennes qui sont
référenciées par American type culture collection (ATCC) qui sont mentionnées dans le

tableau 01.

Tableau 1: Souches employées dans les divers tests d'efficacité antimicrobienne.

Microorganismes Gram Code

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Bacillus subtillus Positif ATCC 6633

. Psedomonas aerugenosa ATCC 27853

Bactéries - _ Négatif

Escherichia coli TEM ATCC 35218

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Levure Candida albicans ATCC 10231

4.2 Préparation de ’'inoculum

L’inoculum est préparé a partir de souches cultivées en pré-culture dans un bouillon adapté
(BMH pour les bactéries, BS pour les levures). Apres incubation (18-24 h a 37 °C pour les
bactéries, 24-48 h a 37 °C pour les levures), la turbidité est ajustée au standard McFarland 0.5
a I’aide d’un colorimétre (D.O. = 0.08-0.1 a 625 nm), correspondant a environ ~10[]
UFC/mL pour les bactéries et =101 UFC/mL pour les levures. L’ensemencement doit €tre

effectué dans les 15 minutes suivant cette étape (Vitali et al., 2016).
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4.3 Ensemencement

Les boites de Pétri, préparées avec une gélose de 4 mm d’épaisseur, sont préincubées a 37 °C
pendant 30 minutes pour éliminer I’humidité. Un écouvillon stérile imbibé de la suspension
est essoré contre la paroi du tube, puis utilisé pour ensemencer toute la surface de la gélose en
stries croisées, en tournant la boite de 60° a chaque passage. Le pourtour est ensuite
ensemencé, en rechargeant 1’écouvillon pour chaque boite (Rahal et al., 2008).

4.4 Criblage par la technique des cylindres d’agar

L’activité antimicrobienne des isolats a été évaluée par la méthode des cylindres d’agar
(Kitouni, 2007 ; Belyagoubi et al., 2018 ; CLSI, 2017). Apr¢es culture sur milieu PDA pour
les champignons a 25°C et Bennett pour les actinomycétes a 28 °C pendant 7 jours, des
cylindres de 6 mm de diamétre ont été¢ découpés a 1’aide d’un emporte-piece et placés sur des
boites contenant de la gélose Mueller-Hinton, ensemencés sur des boites contenant de la
gélose Mueller-Hinton, ensemencée au préalable avec des bactéries indicatrices (100
UFC/mL) ou sur gélose Sabouraud pour la levures (1000 UFC/mL). Les boites ont été
maintenues a 4 °C pendant 2 a 4 heures pour favoriser la diffusion, puis incubées a 37 °C
pendant 24 a 48 heures. Les zones d’inhibition ont ensuite ét¢ mesurées.

4.5 Criblage par la technique des puits

Le criblage de I’activité antimicrobienne a ¢€té réalisé€ par la technique des puits. Les souches
fongiques ont été cultivées dans un bouillon PDAac a 25 °C pendant 14 jours (Bosco, 2016),
tandis que les actinomycetes ont été cultivés dans du bouillon Bennett & 28 + 1 °C pendant 7
jours, avec agitation réguliere (Lemriss et al., 2003 ; Valanarasu et al., 2010). Des boites de
Pétri contenant de la gélose Mueller-Hinton préalablement ensemencés avec les bactéries
cibles, et de Sabouraud préalablement ensemencés avec la levure Candida albicans, ont été
perforées avec des puits de 5 a 6 mm de diametre. Chaque puits a été rempli avec 100 pL de
filtrat. Aprés un repos de 30 minutes a température ambiante, les boites ont été incubées a
37°C pendant 18 a 24 heures pour les bactéries, et a 30+ 1 °C pendant 48 heures pour
Candida albicans. Les zones d’inhibition ont ensuite ét¢ mesurées. L’ampicilline (10 pg) et la
nystatine (10 pL) ont été utilisées comme antibiotiques de référence respectivement pour les

bactéries et les levures (Belyagoubi, 2014).

4.6 Evaluation de I’activité antioxydante
L’activité antiradicalaire des extraits a été évaluée par la méthode du radical libre DPPH’,

selon le protocole décrit par Molyneux (2003), avec quelques modifications mineures. Un
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volume de 50 pl de P’extrait a 2 mg/ml, a été ajouté a 1950 pl d’une solution éthanolique

fraichement préparée de DPPH (0.025 g/1). Aprés une incubation de 30 minutes a température

ambiante, a 1’abri de la lumiére, I’absorbance des mélanges a ét¢ mesurée a 515 nm a 1’aide

d’un spectrophotométre.

Le contrdle négatif a été préparé dans les mémes conditions, en remplagant 1’extrait par 50 pl

d’éthanol, ajoutés a 1950 pl de la solution de DPPH a la méme concentration. L’acide

ascorbique a été utilisé comme contrdle positif.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé selon la formule suivante :
I(%)=[(AC-AE)/AC] x 100

ou : AC: correspond a I’absorbance du controle négatif, AE : représente 1’absorbance de

I’échantillon.
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Résultats et discussion

1. Isolement des champignons et d’actinomyceétes
1.1 Isolement des champignons

Au total, 10 souches fongiques ont été isolées a partir des sédiments marins collectés (Figure
04).

Nombre des souches
3,5
3
3
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2
1,5
1
1
0,5
0
0
PDA PDAac PDAr CDA CDAr MEAac

Figure 4:Nombre des souches isolées par milieu de culture.

D’apres les résultats obtenus, le milieu de culture le plus favorable a la croissance des
champignons marins isolés est le MEAac, avec 3 souches détectées. Ce milieu, riche en
nutriments et acidifié, offre des conditions optimales pour le développement des champignons
tout en limitant la croissance bactérienne. Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par
Rateb et al. (2014), qui montrent que les milieux riches comme le MEA, notamment acidifiés
ou préparés avec de 1’eau de mer, favorisent significativement I’isolement de champignons
marins. De méme, Khan et Singh (2023) confirment que les milieux enrichis et sélectifs
améliorent la détection des espéces fongiques marines, souvent sensibles a la concurrence
bactérienne. A I’inverse, le PDA en milieu standard non modifié n’a favorisé aucune
croissance, ce qui rejoint les conclusions de Zhang et al. (2023), selon lesquelles les milieux
non modifiés comme le PDA sont peu efficaces sans ajout d’antibiotiques ou d’acidifiants.
Ces observations indiquent donc que les champignons marins nécessitent des milieux

spécifiques, enrichis et souvent modifiés, pour se développer efficacement en culture.
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1.2 Isolement des actinomycétes

Trois souches d’actinomycetes ont été isolées a partir des mémes sédiments (Figure 05).

Nombre des souches
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0
I1SP2 Gélose de Gause Amidon caséine Agar

Figure 5:Nombre des souches d’actinomyceétes par milieu de culture

Les résultats indiquent que ISP2 s’est révélé étre le milieu le plus favorable a 1’isolement des
actinomycetes marins, avec 2 souches détectées. Ces résultats suggerent que les composants
nutritifs de I’ISP2, notamment ’extrait de levure et le malt, offrent des conditions optimales
pour la croissance des actinomycetes marins. Ce constat est en accord avec plusieurs études
antérieures ou I’ISP2 est considéré comme un excellent milieu d’enrichissement pour les
actinomycétes, notamment ceux d’origine terrestre ou marine (Meenakshi, Hiremath,
Meenakshi, & Shivaveerakumar, 2024).

2. Identification des champignons et des actinomycétes

2.1 Identification des champignons

Les caractéristiques macroscopiques et microscopiques des isolats ont été résumées dans le

tableau 02 ci-dessous selon le guide Botton ez al. (1990).
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Tableau 2 :I’aspect macroscopique et microscopique des isolats

Code | Milieu Dilution Genre Aspet macroscopique Aspect microscopique
de
culture
SM1 | PDAac | 10-5
Aspergillus Une croissance rapide. Mycélium cloisonné.
Mycélium blanc. Texture | Conidiophores  nombreux,
cotonneuse, évolue vers un | non ramifiés
aspect poudreux Les phialides sont disposées
SMS5 | MEAal | 10-2 a la surface des vésicules.
Les conidies, quant a elles,
sont organisées en chaines
SM9 | MEAal | 10-3 divergentes.
SM 3 | CDAr 10-1
SM 4 | PDAr 10-2
SM 6 | PDAac | 10-3
SM7 | PDAr 10-1
SM CDA 10-2
10 Peénicillium
Aspect poudreux. Filaments mycéliens septés
Couleur vert conteur blanc | portant des conidiophores,
qui se terminent par des
structures en pénicille.
SM MEAal | 10-5
11
Trichoderma
Une  colonisation  de | Les isolats présentent des
couleur vert aisée du | conidiophores
milieu de culture. | Les phialides sont allongées,
Une texture laineuse. de forme cylindrique.
Les hyphes sont cloisonnés.
- Les conidies, de couleur
verte, s'accumulent a
I'extrémité des phialides.
SM 12 | CDA 10-3
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D’apres les observations microscopiques et macroscopiques, les principaux genres identifiés
sont Penicillium, Aspergillus et Trichoderma. La répartition et la dominance de ces genres ont
prouvé par Zhang (2013). Ces auteurs ont observé sur 16 genres, une prédominance de
Penicillium (30 %), Aspergillus (19 %), Spicaria (18 %) et Trichoderma (13 %). Zhang et al.
(2018) ont confirmé ce résultat. Leur abondance pourrait s’expliquer par leur capacité a
produire des spores résistantes et a métaboliser des composés organiques variés présents dans
les sédiments.

2.2 Identification des actinomycetes

2.2.1 Observations microscopiques et macroscopiques

Les résultats d’identification macroscopique et microscopique des isolats d’actinomycetes
sont résumés dans le tableau 03 et les résultats des critéres morphologiques est présenté dans

le tableau 04 et la figure 06
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Tableau 3:Principaux caractéres macroscopiques et microscopiques des isolats.

Code | Milieu | Dilution | Aspet macroscopique Aspet microscopique
de
culture
SM1 |ISP2 |10
Croissance lente. Bactérie Gram positive
Mycélium aérien blanc
SM2 | Gélose | 107
de
Gause
Croissance lente. Bactérie Gram positive
Mycélium aérien blanc.
SM3 [ISP2 |10
Une croissance lente. Bactérie Gram positive
Mycélium aérien brun clair
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Tableau 4:les caractéristiques culturales des isolats d’actinomycetes.

Souches Couleur du mycélium aérien Couleur du mycélium végétatif
ISP6 ISP7 ISP6 ISP7
SM 1 Blanchatre | Jaunatre avec points | Blanchatre | Blanchatre
orangé Blanchatre
SM 2 Blanchatre | Blanchatre Blanchatre | Blanchatre
SM 3 Blanchatre | Blanchatre Blanchatre | Jaunatre avec points
Blanchétre

Figure 6 :Caractéristiques culturales des isolats sur milieux ISP6 et ISP7.

Les caractéristiques culturales des trois isolats (Figure 06) ont été évaluées selon les
protocoles de I’International Streptomyces Project (ISP) (Shirling & Gottlieb, 1966), en
particulier la croissance, la coloration des mycéliums aérien et végétatif sur les milieux ISP6
et ISP7 (Tableau 04). L’ensemble des souches a montré le développement des deux types de

mycélium.
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2.2.2 Identification biochimique

Les résultats obtenus des tests biochimiques sont regroupés dans le tableau 05 (Figure 07).

Tableau 5 :identification biochimique des isolats.

% TSI > | o l| o |Lait
o~ r /
g Q| g o o % 5 | & |coremé
= CS c o [} =} ) 5 =3
4 ) S o o =] ) Q o
7 8 o b= s = o o Q .
2 | & G S s | = | Production
a ! = = 0§ o d, .
@ o o = indole
2 m b 5| g
S &= S g 2.
o v S
SM1 | - | + | + - - + |+ [+ 1+ -
SM 2 + + + - - + + + + - -
SM3 | ++ | ++ | ++ - - + |+ | + i

C.S : citrate de Simmons, TSI : triple sugar iron, - : absence; + : modérée; ++ : abondante

Figure 7: Résultats des tests biochimiques des isolats d’actinomycétes (photo personnelle

2025).
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A : Utilisation du citrate comme secule source de carbone, B : Utilisation des différents
substrats carbonés /Production de H2S, C: Action sur le lait écrémé, D : Hydrolyse de
I’amidon, E : Hydrolyse de gélatine, F: Hydrolyse de caséine, G: Recherche de la

production d’indole

D’apres le Tableau 03, les trois souches isolées sont Gram positif. Selon le Tableau 04, elles
présentent toutes un mycélium aérien et végétatif, ce qui est caractéristique des
actinomycetes. Les résultats du Tableau 05 montrent qu’elles sont capables d’hydrolyser
I’amidon, la gélatine et la caséine, qu’elles coagulent le lait écrémé et qu’elles fermentent les
trois sucres testés (saccharose, glucose et lactose). De plus, aucune des souches ne produit ni
gaz, ni HIS, ni indole. Enfin, il est a noter que les souches SM2 et SM3 utilisent le citrate de
Simmons comme source de carbone, traduisant une capacité métabolique supplémentaire.

Ces caractéristiques morphologiques et biochimiques orientent fortement vers le genre
Streptomyces. Par ailleurs, la pigmentation observée mycélium aérien blanchatre pour SM1 et
SM2, brun pour SM3 est typique de certaines especes de Streptomyces connues pour leur
diversité de pigments. Ces résultats suggerent donc que les trois souches isolées appartiennent
probablement au genre Streptomyces (Williams et al., 1983).

2.3 Activité antimicrobienne des champignons

Les résultats de I’activité antimicrobienne sont représentés dans la figure 08.
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Figure 8: Résultat d’activité antimicrobienne et antifongique des souches de Penicillium
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Les souches fongiques SM3, SM4, SM6, SM7 et SMI0 ont montré une activité
antimicrobienne spécifique contre Bacillus subtilis (Figure 8(A)), et Escherichia coli, ce qui
témoigne d’un potentiel intéressant. En particulier, ces souches ont produit des zones
d’inhibition visibles contre ces deux bactéries, souvent supérieures a celles observées avec
I’antibiotique de référence pour E. coli (6 mm), et proches ou légérement inférieures a
I’antibiotique pour B. subtilis (19 mm), soulignant une efficacité relative non négligeable.

Par ailleurs, seule la souche SM4 a démontré une activité antifongique contre Candida
albicans (Figure 8(A)), bien que cette activité reste modeste comparée a celle de
I’antibiotique standard, dont la zone d’inhibition atteint 25 mm. Aucune des souches n’a
montré d’effet inhibiteur sur Staphylococcus aureus (zone d’inhibition antibiotique : 6,5 mm),
Pseudomonas aeruginosa (22,5 mm), ni Klebsiella pneumoniae (6,5 mm), ce qui indique une
absence d’activité contre ces pathogeénes souvent plus résistants.

Ces résultats sont cohérents avec ceux d’une étude antérieure (Zhong-hui, 2006) dans
laquelle 37 souches de champignons marins (soit 44,6 % des isolats testés) ont présenté une
activité antimicrobienne contre différents micro-organismes, notamment E. coli, S. aureus, B.
subtilis, C. albicans et Aspergillus niger. Ainsi, bien que les champignons marins soient une
source prometteuse de composés bioactifs, leur activité semble souvent ciblée. Les souches
SM testées ici confirment ce constat, montrant une sélectivité¢ d’action marquée pour certaines
bactéries Gram-positives (B. subtilis) et Gram-négatives (E. coli), tout en restant inactives
contre les souches plus résistantes. Cette spécificité peut étre liée a la nature chimique des

métabolites produits ou a leur mode d’action.

Figure 9:Activité antimicrobienne des actinomycetes marins contre Bacillus subtilis (A)
Candida albicans (B).
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2.4 Activité antimicrobienne des actinomycétes

L’activité antimicrobienne des actinomyceétes est présentée dans la figure 09.
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Figure 10:Activité antimicrobienne et antifongique des actinomycetes.

L’ensemble des souches testées présente une activité antimicrobienne remarquable contre
Pseudomonas aeruginosa, avec des zones d’inhibition allant de 12 a 14 mm, et une activité
modérée contre Klebsiella pneumoniae, avec des diametres variants entre 6 et 7,5 mm. Parmi
elles, la souche SM3 se distingue par le spectre d’activité le plus large : elle inhibe P
aeruginosa, Bacillus subtilis (15 mm), Escherichia coli (11 mm), Staphylococcus aureus (14
mm) et K. pneumoniae (6 mm). SM2 présente une activité contre P. aeruginosa (14 mm) et K.
pneumoniae (7 mm), tandis que SM1 inhibe P. aeruginosa (12 mm), B. subtilis et K.
pneumoniae (7,5 mm).

Lorsque ces résultats sont comparés a ceux obtenus avec les antibiotiques standards, on
remarque que P. aeruginosa est treés sensible a 1’antibiotique utilisé (22,5 mm), ce qui place
I’activité des souches isolées dans une plage intermédiaire. De méme, B. subtilis montre une
forte sensibilité (19 mm), légérement supérieure a celle observée avec SM3 (15 mm). Pour S.
aureus et E. coli, les diamétres de zones d’inhibition produits par SM3 (14 mm et 11 mm
respectivement) sont nettement supérieurs a ceux obtenus avec 1’antibiotique de référence (6,5
mm pour S. aureus et 6 mm pour E. coli), ce qui suggere un potentiel intéressant. En
revanche, contre K. pneumoniae, toutes les souches étudiées, ainsi que 1’antibiotique de
référence (6,5 mm), présentent une efficacité relativement faible. Quant a Candida albicans,
aucune des souches testées n’a montré d’activité, alors que 1’antibiotique standard induit une

inhibition de 25 mm.
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Ces résultats concordent avec des travaux antérieurs (Godbole ef al., 2023), ou 109 isolats
d’actinomycetes ont été examinés : 19 d’entre eux ont montré une puissante inhibition contre
E. coli, 17 contre S. aureus, 10 contre K. pneumoniae et B. subtilis, et 9 contre C. albicans. La
majorité de ces isolats appartenaient au genre Streptomyces, reconnu pour sa capacité a
produire une diversité de métabolites antimicrobiens. Ainsi, les profils d’activité des souches
SM1, SM2 et SM3 confirment le potentiel biotechnologique des actinomycétes, notamment
dans la lutte contre les bactéries a Gram négatif, telles que P. aeruginosa, et certaines a Gram

positif, comme S. aureus.

Figure 11:Activité antimicrobienne des Streptomyces marins.

PA: Activité antimicrobienne des Streptomyces marins contre P aerugenosa, BS: activité
antimicrobienne des Streptomyces marins contre Bacillus subtilis, SA: activité
antimicrobienne des Streptomyces marins contre E. coli. EC: activité antimicrobienne des

Streptomyces marins contre S. aureus.
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3.3 Activité antioxydante

Les résultats de 1’activité antioxydante des souches Streptomyces sont présentés dans la

13,852
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SM 2 SM 3
Souches
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Pourcentages d'inhibition (%)

Figure 12:Résultat d’activité antioxydante des Streptomyces.

Les extraits des souches Streptomyces SM1, SM2 et SM3 ont présenté une activité anti-
radicalaire contre DPPH avec des pourcentages d’inhibition respectifs de 1’ordre de
13.852+£2.706 %, 6.086+0.453 % et 11.716 £4.757 % respectivement, a une concentration
de 2 mg/mL.

Selon les travaux antérieurs, cette activité a été prouvée par Kumar et al. (2024) ou la souche
marine T-8 a montré une capacité de piégeage des radicaux DPPH exprimée ICso de 372.09 +
11.05 pg/ml. 1l est aussi démontré que gramicidines A et B isolés de la souche Streptomyces

sp. SCS525, présentait une forte activité antioxydante (Choi et al., 2019).
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Conclusion et perspectives

Ce travail a conduit a I’isolement, 1’identification et I’évaluation antimicrobienne et
antioxydante des isolats de champignons et d’actinomycetes isolés des sédiments marins de la
plage de Malous.

Les résultats montrent le potentiel antimicrobien de plusieurs souches fongiques et
actinobactériennes. Les souches de Penicillium (SM3, SM4, SM6, SM7, SM10) ont démontré
une activité ciblée contre Bacillus subtilis et Escherichia coli, avec des zones d’inhibition
parfois supérieures a celles de I’antibiotique de référence pour E. coli (6 mm), et proches de
celles contre B. subtilis (19 mm). Parmi elles, seule SM4 a révélé une activité antifongique
modeste contre Candida albicans.

Concernant les Streptomyces, une activité notable contre Pseudomonas aeruginosa a été
observée chez toutes les souches testées, avec des zones d’inhibition allant de 12 a 14 mm.
L'activité contre Klebsiella pneumoniae s’est révélée modérée (6 a 7,5 mm). La souche SM3
s’est distinguée par un spectre d'action élargi, inhibant également S. aureus, B. subtilis, E. coli
et K. pneumoniae.

Aucune souche n’a toutefois montré d’effet significatif contre Staphylococcus aureus, P.
aeruginosa ou K. pneumoniae dans les essais fongiques, ce qui souligne une limite face a
certains pathogenes multirésistants.

Enfin, Pactivité antiradicalaire (DPPH) a révélé un potentiel antioxydant chez les souches
Streptomyces SM1, SM2 et SM3, avec des pourcentages d’inhibition respectifs de 13,85 %,
6,08 % et 11,72 % a une concentration de 2 mg/mL.

Cependant, ces résultats ne représentent qu’une premiere étape. Il est essentiel de :

— Procéder a une identification moléculaire des souches isolées (ITS pour les champignons,
16S rRNA pour les actinomycetes) afin de confirmer leur taxonomie et explorer leur lien avec
des especes bioactives connues.

— Réaliser la purification des métabolites secondaires pour isoler les composés
responsables des activités antimicrobiennes observées.

— Effectuer une caractérisation chimique des molécules actives pour comprendre leurs
structures et mécanismes d’action.

— Mener une évaluation de la toxicité et du potentiel thérapeutique des composés isolés, en

vue de leur valorisation en tant qu’agents antimicrobiens.

Enfin, Dintégration de ces approches dans des programmes de développement

biotechnologique pourrait permettre la production a grande échelle de ces métabolites, par
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fermentation ou par génie génétique, en vue de leur application dans les domaines

pharmaceutique, agroalimentaire ou cosmétique.

Ainsi, cette étude ouvre la voie a une valorisation durable des ressources marines
microbiennes, et souligne la nécessité¢ d’intensifier les efforts de recherche dans ce domaine

encore sous-exploité, mais porteur d’innovation.
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Annexes

Annexe 1

La coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique différentielle permettant de distinguer deux grands
types de bactéries : les bactéries a Gram positif et celles 8 Gram négatif.

Pour commencer, une goutte d’eau physiologique est déposée sur une lame stérile, puis
mélangée avec quelques colonies d’actinomycetes. Le mélange est ensuite étalé, séché a 1’air
libre, puis fix¢é a la chaleur afin de former un frottis bactérien.

Ce frottis est coloré pendant une minute avec du cristal violet, puis rincé a I’eau distillée. Une
décoloration est ensuite réalisée a 1’aide d’éthanol a 95 %. Cette étape est cruciale, car elle
permet d’¢éliminer la coloration chez les bactéries a Gram négatif, dont la paroi est perméable
a I’alcool, contrairement aux Gram positif qui conservent la coloration violette.

Par la suite, un second colorant — la fuchsine (ou la safranine) — est appliqué durant 30
secondes. Il recolore les bactéries décolorées par 1’éthanol. Aprés un dernier ringage a I’eau
distillée, le frottis est séché avec un papier buvard, puis observé au microscope a 1’objectif

%100 apres I’ajout d’une goutte d’huile @ immersion.
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Annexe 2

La composition des milieux de culture

Gélose Sabouraud :

Peptone de GELAtINe .......cccooiviiiiiiiii i 10g
GIUCOSE ittt btk b bbb bR et R e n e 20 g
YN | PP P TP PPT R PPPPRP I5¢
Eau diStIllEe .....ccviiiiiiiiici 1000 ml
PH o s 5,6
Bouillon Sabouraud :

Peptone de GEIAtINE ........ccoeiiiiiiiiieiee e 10g
GIUCOSE ...ttt 20g
Eau diStIIEE ..o 1000mL
PH s 5,6
Mueller Hinton :

Infusion de viande de DRUT .........oooiiiiiiii s 2¢g
ATNIAON ..ttt bt nne s I5¢g
Hydrolysat d€ CASEINE .........coiviiiiiiiieiiiee et 17,5¢g
ALAT o 17¢g
Eau diStIIEE .....ocvviiiiiiiici 1000 ml
PH o e 7,3
Citrate de Simmons :

Ammonium dihydrogenophoSphate .............coceiiiiiiiiiiii s lg
Phosphate de dipOtasSIQUE .........cocviuiiiiiiiiiiiie i lg
ChIorure de SOAIUML .......ooviiiiiiiieic e 5S¢
CItrate de SOIUITL ....oeeieiiiieiii ettt e e e s e ne e n e nneeenns 2g
Sulfate MAZNESTUNM ....vviiiiiiiiiiii et 0,2g
Bleu de bromothymol ........cocoiiiiiiiii 0,08¢g
ALZAT o 15¢

Eau diStIIEE .....ooieeeiiiiie s 1000 mL
PH 6,8

Gélose nutritive :

PEPLOME .o 10g
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EXTrait de IOVUIE ....oiiiiiiiiciiiicsic e S5¢g
] TP TUPRPPR 5¢
YN | PP PP PP PPPPRP 15-20 g
BAU oo 1000 mL
PH 7,2
Gélose TSI (Triple Sugar Iron) :

Peptone de VIANAE ......cocviiiiiiiiiie e 15¢
PrOtEOSE PEPLONE ...vviiiiiiiiiiie it e et e e st e e e s et b e e e s abbr e e e e b e e e e e S5g
EXtrait de VIANAE .....ooveiiiiiiiiicie e 3g
EXErait d@ IOVUIE ..o.viiiiiiiiiiice et 3g
GIUCOSE .ttt b e lg
SACCRATOSE ...t s 10g
LACLOSE vttt s 10g
Citrate de fer ammONIACAL ..........coociiiiiiiiiii e 0,3g
ChIOTUre de SOQIUML ......eiiiiiiiiiiii et e e e e e b e nr e nneeannis 5¢
Sodium thIOSUIALE .....coiiiiiiiiii 0,3g
ROUZE dE PRENOL ... 0,05¢g
ALGAT oo 18g
Eau diStIIEE ...t 1000 mL
PH 7,2
Gélose de Gause :

F N & 8 [0 PO PRSP 20¢g
KN O 3 e lg
INACT e 0,5¢g
IMESOAXT H2O otttk b ettt b e bt et be bt et n b e nne s 0,5¢g
K2HPOA bbbttt 0,5¢g
FESO4 s 10 mg
ALAT e s 15¢g
EaU diStIIEE ... s 1000m
PH o e 7,4
Amidon caséine agar (M2) :

ATNIAON i 10 g
L7 11 | L PR PR PR 03¢g
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QAN TP TP T TP PR PP PP PSPPI 2g
] TP TUPRPPR 2g
KHZPOA 2g
IMESO4 e 0,05¢g
CACO3 et h e r e 0,02 g
FESO4 e 0,01g
YN | PP P TP PPT R PPPPRP I5¢
EaU diSHIIEE .....eeieieiiecee e 1000 ml
PH o s 7,4
ISP2:

EXIrait € IOVUIE ....ouiiiiiiiii ettt b e n e 4¢g
EXIrait de Malt ......oooiiiiieiii et 10g
GIUCOSE .ttt ettt bR bt b e Rt e b e et a e bbb et E e n e 4¢g
ALGAT oo e I5¢g
EaU dISHIIEE .....eeeeieiieee et nan s 1000 ml
0] = (OO PPP PP 7,3
CDA (Czapek Dextrose Agar) :

NN O3 e et r e 3g
SACCRATOSE ...viivitiii s 30g
KHZPOA e 1,5g
MBSO et nes 0,5g

| QO] T TSP UR PR PP PRPPRRPRN 0,5g
FESO4 e 0,01g
ALZAT oL R et 15¢
EaU DISHIIEE ..ot naneas 1L
MEA (Malt Extract Agar) :

EXtrait de Malt .....ocooiiiiiii e 20g
PEPLONE ..ooiiiiii lg
GIUCOSE ettt ettt e ke e R e e Rt e Rt a e e R e e R e R e 20g
ALZAT o 15¢
EaU DISHIIEE ....eiieieieeie ettt b e s e b et e n e nae e 1L

Potato dextrose agar (PDA) :
Infusion de POMME A€ TEITE ........vviiviiiiieiie e 200 g
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SACCRATOSE ...ttt bbb bttt b e 20 g
YN | PP P TP PPT R PPPPRP 20g
EaU diSHIIEE .....eeieieieecee e 1000 ml
PH o 5,6

ISP 6

SPEPIONE oo 20g
SEXITAIE A€ IEVUIE ..vviiiiiiii it e bbb e e e e g
-Citrate ferrique ammONIACAL .......cc.ooiiiiiiiiiiiiie e 0.5g
SK2ZHPOMA ..o n e g
-Thiosulfate de SOAIUM ........cociiiiiiiiieii e 0.08¢g
2N o | T PP PPRUPRPPRRPRN 15¢
FH2OISHLIEE ...ttt et 1000ml
PH o s 7.2

ISP 7

SGLYCETOL . s 15g

o Ul R (017 1 T TP PP P PP PRROPR 0.5g
“LmASPATAZINE ..ttt b e g
SKH2POA bbb 0.5g
SMESOA, TH2O e 0.5g
FINACT e 0.5g
SFESOA,TH2O .o 0.01g
-Solution saline Standard ............ccccoiiiiiii s Iml
2N o | ST TP PPPPPRPPRRRPPRN 20g
“H2OAISHIIEE ... 1000ml
PH o s 7.2

le milieu Bennet

SPEPLONE oo 2g
SGIUCOSE it 10g
“EXErait de VIANAE ......cccooiiiiiiiii s lg
SEXTrait de L@VUTE ..o.eeiiiii e s lg
SALBAT oo 18g
SH2OAISHIIEE ... 1000ml
PH o e 7,3
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Urée- indole

I 1Y/ 01 0] o] g = T SRRSO SSPRRS 39
Phosphate de diPOtaSSIQUE ......cc.veveiieieeieiie it esee sttt ettt sra e e sne et e sneesreeneeenes 1g
Phosphate MONOPOLASSIGUE .....cvveeeiieeiiieiisiesteeiesiee e et tee st e st esteesbesseesbeesae s e sbeentesneeseeeneennes 19

(O 0] (o] U =3 [T Lo [T o ISR 5¢
O OSSPSR 209
ROUGE € PRENOL ...ttt ettt en s 259
BAU QISTIIIEE ..ottt b et bbb n e e 1000 ml
0] I TP PPRROPPRTOPPRRTPIN 6,8
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Annexe 3

Tableau 01 : Résultat d’activité antimicrobienne et antifongique des souches de Pénicillium

Code de P E S K B C
souche | Origine |aerugenosa |Coli AUREUS | pneumoniae |subtilis |albicans
07 SM3 |00 06 00 00 06 00
08 SM4 |00 06 00 00 08 10
09 SM6 |00 06 00 00 07 00
10 SM7 |00 06 00 00 06 00
11 SM 10 |00 06 00 00 17 00

Tableau 02 : Résultat d’activité antimicrobienne et antifongique des actinomycétes

Code
de P E S K C
souche | Origine | aerugenosa |Coli |AUREUS |pneumoniae |B subtilis |albicans
1 SM1 |12 00 00 08 08 00
2 SM2 |14 00 00 07 00 00
3 SM3 |15 11 14 06 15 00
Tableau 03 : Les zones d’inhibition d’antibiotique
Code
de
souche | Origine | Paerugenosa |E Coli | SAUREUS | K pneumoniae | B subtilis | C albicans
22.50 06.50 06.50
ATB 06+0 19 25

Tableau 04 : Nombre des souches fongiques par milieux de culture

Milieux de cultures | PDA |PDAac | PDAr |CDA | CDAr | MEAac
Nombre des
souches 0 2 2 2 1 3
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Tableau 05 : Nombre des souches des actinomyceétes par milieux de culture

Gélose de | Amidon caséine
Milieux de cultures |ISP2|Gause Agar
Nombre des
souches 2 1 0
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Résumé

Les sédiments marins, riches en diversité microbienne, constituent une source prometteuse de micro-organismes
producteurs de molécules bioactives. Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la biodiversité
microbienne marine en tant que source potentielle de nouvelles molécules bioactives. L’é¢tude a porté sur
I’isolement et I’identification de champignons et d’actinomycétes a partir de sédiments marins prélevés dans la
plage Malous (Wilaya de Tlemcen), ainsi que 1’évaluation de leurs potentiels antimicrobien par les méthodes de
cylindre d’agar et des puis et antioxydant par le piégeage de radical libre DPPH. Dix souches fongiques et trois
souches d’actinomycetes ont été isolées. L’identification macroscopique, microscopique et biochimique a révélé
une dominance du genre Penicillium comme champignon et Streptomyces comme actinomyceétes. En ce concerne
I’activité antibactérienne, les résultats ont montré que la souche SM10 présentait la plus large activité contre
Bacillus cereus avec un diamétre d’inhibition de 17 mm, tandis que la souche SM4 était la seule a inhiber
Candida albicans. La souche SM3 a présenté un spectre d’activité antimicrobienne étendu, contre les bactéries
testées avec des zones d’inhibition variant entre 6 et 15 mm. Pour I’activité antioxydante, les extraits des souches
Streptomyces SM1, SM2 et SM3 ont présenté une activité modérée, avec des pourcentages d’inhibition respectifs
de 13.852 %, 6.086 et 11.716 % a une concentration de 2 mg/mL.

Ces résultats préliminaires confirment le potentiel biotechnologique des micro-organismes marins comme une
source de nouvelles substances antimicrobiennes et antioxydantes.

Mots clés : Sédiments marins, Champignons, Actinomyceétes, Activité antimicrobienne, Activité antioxydante.

Abstract
Marine sediments, rich in microbial diversity, represent a promising source of microorganisms that produce
bioactive compounds. This work is part of the valorization of marine microbial biodiversity as a potential source
of new bioactive molecules. The study focused on the isolation and identification of fungi and actinomycetes
from marine sediments collected at Malous Beach (Tlemcen Province), as well as the evaluation of their
antimicrobial potential using the agar cylinder and well diffusion methods, and their antioxidant activity through
DPPH free radical scavenging.
Ten fungal strains and three actinomycete strains were isolated. Macroscopic, microscopic, and biochemical
identification revealed a predominance of the Penicillium genus among fungi and Streptomyces among
actinomycetes.
Regarding antibacterial activity, results showed that strain SM10 exhibited the widest activity against Bacillus
cereus with an inhibition zone of 17 mm, while strain SM4 was the only one to inhibit Candida albicans. Strain
SM3 showed a broad antimicrobial spectrum against the tested bacteria, with inhibition zones ranging from 6 to
15 mm.
For antioxidant activity, extracts from Streptomyces strains SM1, SM2, and SM3 showed moderate activity, with
inhibition percentages of 13.852%, 6.086%, and 11.716% respectively at a concentration of 2 mg/mL.
These preliminary results confirm the biotechnological potential of marine microorganisms as a source of new
antimicrobial and antioxidant substances.
Keywords: Marine sediments, Fungi, Actinomycetes, Antimicrobial activity, Antioxidant activity.



